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Roviditesek jegyzéke

AIF: apoptosis inducing factor

Apaf-1: apoptotic protease activating factor-1

ART: assisted reproductive techniques

Bcl-2: B cell lymphoma/leukemia type 2

BPA: bisphenol A

BSA: bovine serum albumin

CASA: computer assisted sperm analysis

CBVDA: congenital bilateral vas deferens agenesis

CD: Cluster of Differentiation

CL confidence interval

cTESE: conventional testicular sperm extraction

DFI: DNA-fragmentation index

DGC: density gradient centrifugation

DTT: dithiothreitol

EAU: European Association of Urology

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

ESHRE: Europeran Society of Human Reproduction and Embryology
FITC: fluorescein isothiocyanate

FR: fertilisation rate

GPA: glycophorin A

HBA: hyaluronan binding assay

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)- 1 -piperazineethanesulfonic acid
HOST: hypo-osmotic swelling test

ICSI: intracytoplasmic sperm injection

IL-6: interleukin-6

IL-8: interleukin-8

IMSI: intracytoplasmic morphologically selected sperm injection
IUI: intrauterine insemination
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1. Bevezetés

1.1. Amedddség epidemioldgidja, etiologiaja

A 20. szdzad kdzepe Ota a human nemzdéképesség csokkenése figyelhetdé meg, mely a
Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organisation (WHQ)) adatai alapjan globalisan
hatbol egy embert érint [1]. A teljes fertilitasi rata definicio szerint az egy ndre élete soran esd
¢élve sziiletések szdmat jelenti, mortalitds nélkiil. A fejlédd orszdgokban jellemzd magas
sziiletésszdmok ellenére ennek vilagszerte vald csokkenése figyelhetdé meg az emberi faj
termékenységét érintd krizis kovetkezményeként. A vildg népességének kb. 2/3-a €l olyan
terlileteken (foként a fejlett orszagokban), ahol a fertilitdsi rata mar a kritikus, fenntartasi szint
(2,1) ala esve lokalisan, hosszatavon a populacié fennmaradasat veszélyezteti (1. dbra). Ebben
szerepet jatszhat a férfiak sperma paramétereinek (volumen, teljes spermiumszam,
koncentraci6, motilitds, morfologia) vilagszerte észlelt romlasa is [2—-5], mely szintén a 20.
szazad masodik felétd]l kezdédden észlelhetd. Levine és mtsai. altal egy 2017-ben készitett
metaanalizis [6] alapjan 1973 és 2011 kozott a spermiumszamban 50-60%-os csokkenés

mérhetd az Eszak-Amerikai, Eurdpai, illetve Ausztraliai férfi populacié korében.
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1. abra: Globalis fertilitasi trendek 1960-2018 [7]



A hattérben all6 okok szertedgazdak, koziilikk mindenképpen megemlitenddk a kiillonboz6
civilizacios artalmak: a nyugati tipusu életmodbol fakado hatasok (1il6 életmdd, csokkent fizikai
aktivitds, kovetkezményes elhizas, dohdnyzas, alkohol fogyasztas, mindkét nemet érintden a
késébbi életkorban torténd gyermekvallalas, pszichés distressz, stb.) és az iparosodashoz,
illetve a globalizaciohoz kapcsolodd kornyezeti artalmak (fosszilis energiahordozok és
szarmazékaik (pl. mianyagok) kiterjedt alkalmazdsa, szmog, stb.) [8]. Utdbbiakhoz
kapcsoloddan fontos kiemelni az un. endokrin diszruptorokat. Ezek olyan kémiai agensek
(peszticidek, milanyagok (pl. biszfenol A (BPA)), fitodsztrogének (pl. szdjababban),
gombatoxinok (pl. zearalenon (ZEA)), stb.), melyek a szervezetbe jutva, ott un.
xenodsztrogénkeént hatva Osztrogenikus, illetve antiandrogén hatasokat kifejtve felboritjdk a
hormonalis szabadlyozéas homeosztazisat, tovabba oxidativ stresszorként is hathatnak, mindezek
altal mindkét nemben rontjak a termékenységet [9].

Meddéségraol definicid szerint fogamzasgatlas nélkiil, rendszeres hazas ¢let mellett legalabb
egy éve spontan terhességet el nem érd parok esetében beszéliink. Ezen parok szdmara 1978,
az elsd ,,lombikbébi” sziiletésének éve [10] Ota az asszisztalt reprodukcios technikak (ART)
kinalnak lehetdséget ahhoz, hogy sajat biologiai utodjuk legyen. Evtizedek ota tarto fejlodésiik
és a vildgszerte torténd alkalmazasuk ellenére hatékonysaguk relative alacsonynak mondhat6:
2021-ben az USA-ban csak a ciklusok 37,3%-a eredményezett élve sziiletést [11]. Esetiikben
kb. 30-50%-ban talaljuk férfi eredetii faktor jelenlétét [12], melynek vizsgalata és kezelése az
andrologia targykorébe esik.

Szazalékos elofordulas (%)
Diagnozis -
Osszes beteg (n=12945)|Azoospermias betegek (n=1446)
Osszes beteg 100 11,2
Medddség - ismert ok 42.6 42.6
Cryptorchismus 8,4 17,2
Varicokele 14,8 10,9
Spermium auto-antitestek 3.9 -
Heretumor 1,2 2,8
Egy¢b 5,0 1,2
Idiopatias meddoség 30,0 13,3
Hipogonadizmus 10,1 16,4
Klinefelter-szindroma (47, XXY) 2,6 13,7
XX férfi 0,1 0,6
Primer hipogonadizmus ismeretlen okbol 2,3 0,8
Szekunder (hipogonadotrop) 16 1.9
hipogonadizmus ’ ’
Kallmann-szindroma 0,3 0,5
Idiopatias hipogondatrop hipogonadizmus (0,4 0,4




Szazalékos elofordulas (%)
Diagnoézis -
Osszes beteg (n=12945)|Azoospermias betegek (n=1446)
Hipofizis miitét utan <0,1 0,3
Late-onset hipogonadizmus 2,2 -
Kés0i pubertas 1,4 -
Egyéb 0,8 0,8
Szisztemas betegség 2,2 0,5
Malignus betegség miatti krioprezervacio (7,8 12,5
Heretumor 5,0 43
Limféma 1,5 4,6
Leukémia 0,7 2,2
Szarkoma 0,6 0,9
Erekcios/ejakulacios zavar 2,4 -
Obstrukcio 2,2 10,3
Vazektomia 0,9 53
Cisztas fibrozis (kongenitalis bilateralis
ductus deferens agenézia) 0,5 3,0
Egyéb 0,8 1,9

1. tablazat: Ferfi meddoség okai és szazalékos eloszlasa [13,14]

1.2. WHO iranyelvek szerinti spermaanalizis, klasszikus paraméterek

A meddé parok férfi tagjanak teljes andrologiai kivizsgalason sziikséges részt vennie (a ndi
tag részletes n0gyogyaszati kivizsgalasaval parhuzamosan), ennek része a részletes anamnézis,
fizikalis és ultrahang vizsgalat, nemi hormonok vizsgélata, spermaanalizis és sziikség esetén
tovabbi kiegészitd vizsgalatok (pl. genetikai vizsgalatok, képalkotas) [14,15]. A spermaanalizis
a korrekt andrologiai vizsgélat egyik sarokkdve, modszertani standardizalasa mar 1980-ban, az
els6 WHO irdnyelvek és referencia értékek megjelenésével megtortént [16]. Azdta ezeknek
nagyjabol 8-10 évente, Osszesen Ot alkalommal tortént revizidja, jelenleg a 2021-ben kiadott
hatodik kézikonyv van érvényben (WHO Laboratory Manual for the Examination and
Processing of Human Semen, 6th. ed. [17]). A kézikdonyv ajanlasokat fogalmaz meg az
ejakuldtum és a spermiumok alap- és Kkiterjesztett vizsgalatainak el6készitésérdl, pontos
modszertanarol, tovabba referencia értékeket ad ezeknek az un. klasszikus paramétereivel (mas
néven, dsszefoglalva spermatogram) kapcsolatban. A klasszikus paramétereket a spermiumok
elokészitését kovetden fénymikroszkoppal és Neubauer-kamraval végzett alapvizsgalata sordn
hatarozzuk meg, ezek a spermiumszam, koncentracio, motilitas, morfologia €s vitalitas (utobbi
meghatarozdsa csak 40% alatti teljes motilitds esetén kotelezd). Az ezekkel kapcsolatos

hatarértékek 3500 fertilis férfi paramétereinek elemzése alapjan keriiltek megallapitdsra, az



ebben a populacioban mért 5. percentilisnek megfeleld értékekbdl adddnak, ezeknél
alacsonyabb értékek esetén altalaban csokkent termékenységgel szamolhatunk (1. tablazat). A
hatarérték alatti paramétereket kiilon névvel is jeloljiik: csokkent koncentracid esetén
oligozoospermia,  csak  centrifugalast kovetden megjelend spermiumok  esetén
cryptozoospermia, a spermiumok ejakulatumban vald teljes hianya esetén azoospermia,
csokkent motilitds esetén asthenozoospermia, hatarérték alatti normal alak esetén
teratozoospermia, végiil csokkent vitalitds esetén necrozoospermia a megfeleld elnevezés.
Ezek az eltérések természetesen egyidejlileg, egymdssal kombindlédva is eléfordulhatnak

(oligo-astheno-teratozoospermia/OAT sy.).

Paraméter 2021-es also6 ref. hatar (95% CI)
Ondo térfogat (ml) 1,4 (1,3-1,5)
Spermiumszam (x10%teljes ejakulatum) 39 (35-40)
Spermium koncentracié (x10%ml) 16 (15-18)
Motilitas (progressziv (PR)+nem progressziv (NP), %) 42 (40-43)
Progressziv motilitas (PR, %) 30 (29-31)
Vitalitas (€16 sejtek aranya, %) 54 (50-56)
Morfologia (normalis alakok aranya, %) 4 (3,9-4,0)

2. tablazat: Klasszikus paraméterek also referencia hatarai (WHO laboratory manual for the

examination and processing of human semen, 6th edition, 2021 alapjan [17] )

Azoospermia esetén 40 %-ban ondouti elzarodas, iiriilési zavar all a hattérben (obstruktiv
azoospermia/OA), mely esetén amennyiben rekonstrukcid kivitelezhetd, megjelenhet
spermium az ejakulatumban, illetve sebészi modszerekkel jo eredménnyel nyerhetd spermium
ART-hoz valo felhasznalasra. 60 %-ban non-obstruktiv azoospermiarol (NOA) beszéliink,
melynek kezelése altaldban komoly kihivas elé allithatja a reprodukcios team-et [18].
Nagyjabol 30-40%-ban az abnormalis spermatogram mellett az elvégzett fizikalis, képalkoto,
labor, illetve genetikai vizsgdlatok soran azt magyardzo eltérést nem taldlunk, ilyenkor
idiopatias meddosegrol beszéliink. A hattérben felmeriil az endokrin diszruptorok, az oxidativ
stressz, a DNS-fragmentacio, eddig nem vizsgalt genetikai és epigenetikai eltérések szerepe
[19]. Amennyiben a beteg spermaképében sem taldlunk eltérést, ismeretlen eredetii

medddsegrol beszéllink, ez a betegek kb. 20-30%-ban fordul el6 [14].
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1.3. Sebészi spermiumnyerés

Azoospermia esetén az asszisztalt reprodukcios eljarasokhoz hasznalhaté spermium csak
invaziv beavatkozas tjan, kozvetlentil a herébdl (OA esetén, amennyiben az elzarddas szintje
a herétdl disztalisan taladlhato, a mellékherébdl is) nyerhetd. Tovabbi indikéaciot jelenthet sebészi
spermiumnyerésre az anejaculatio, ha a betegtdl vibrostimulacio/elektroejakulacio Gtjan sem
lehet onddvaladékot nyerni, az abszolut astheno-/necrozoospermia, illetve a terapia-rezisztens
magas DNS fragmentécio6 [20,21].

A teljesség kedvéért fontos megjegyezni, hogy OA esetében (pl. kordbbi vasectomia,
epididymis talajan kialakult elzar6das, ductus ejaculatoriust komprimaldé kozépvonali ciszta)
lehetdség adodhat az ondouti elzarodas sebészi megoldasara is rekonstruktiv miitét altal
(mellékhere szintli elzarddas esetén tubulovasostomia, ductus deferens szintii esetén
vasovasostomia, ductus  ejaculatorius szintli esetén transurethralis resectio (TURED)),
amennyiben a ndi partner j6 ovaridlis rezervvel rendelkezik. Ezekben az esetekben is sziikséges
azonban a rekonstruktiv beavatkozassal egylilésben spermium sebészi extrakcidja
krioprezervacio, esetleges késObbi felhaszndlads céljara. Ezentl ezen eljarasok specialis
szakértelmet, a vasovasostomia és a tubulovasostomia mikrosebészeti képzettséget is igényel,
igy altalaban csak centrumokban végezhetdk sikerrel. Végiil az OA néhany specidlis esetében
(pl. kongenitalis kétoldali ductus deferens agenézia (CBVDA)) rekonstrukcié egyaltalan nem
jon szoba [14,22].

A mellékherébdl valé spermiumnyerés esetén a legegyszerlibb megkdzelités a perkutan
aspiracid (percutaneous epididymal sperm aspiration, PESA), melynek elonye a gyors,
egyszerli, minimal invaziv procedura, hatranya a pontatlansag és az erek esetleges sériilése
esetén a minta voOrosvértestekkel vald szennyezddése. Ezenkiviil lehetséges scrotalis
exploraciot kovetden a mellékherét eléemelve, annak tdgult ductusait pungéalva nyilt finomt{i
aspiracid (open fine needle aspiration, OFNA) elvégzése, illetve a mellékhere csatornak
mikrosebészi feltarasa (microsurgical epididymal sperm aspiration, MESA). Ez utobbi
technikdk segitségével preciz modon, vérrel kevésbé szennyezett, nagyobb mennyiségii
himivarsejt nyerhetd, azonban a PESA-hoz képest nagyobb invazivitést jelentenek, nagyobb az
eszkozigényiikk (MESA esetén operacios mikroszkop is), ennél fogva koltségesebbek.

NOA esetén a herében tobbféle hisztopatologiai mintdzat fordulhat el6:
hipospermatogenezis, mely a germinalis epitélium csokkent cellularitdsat jelenti, de minden
fazisnak megfeleld sejt fellelhetd, érésgatlas tobbnyire a primer és szekunder spermatocitanak

megfelelden (maturation arrest, MA), Sertoli cell only-szindroma (SCOS), mely esetén
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kizarolag Sertoli-sejtek lelhetdk fel a tubulusban, a germindlis sejtek teljesen hidnyoznak, végiil
a tubulusok hialinizacidja (seminiferous tubule hyalinisation, STH), mely a tubulusok
végstadiumi karosodasat jeloli, ekkor lumeniik mar csak fibroblasztok és kollagén rostok altal
kitoltott. Ezek a mintdzatok nem homogénen, hanem legtobbszor egyméassal keveredve
jelennek meg [23,24]. Fontos megjegyezni, hogy mellettiik kézel normalis, un. fokdlis
spermatogenezis, teljes kiérés is megjelenhet szigetszeriien, egy-egy tubulusban, melyek igy
altalaban megjelenésiikben nagyobbak, vaskosabbak, kevésbé atlatszoak, NOA esetén végzett
tesztikularis spermiumnyerés soran ezeket célozzuk [25].

A herébdl valo sebészi spermiumnyerés soran lehetdéség van aspirdcios technika
alkalmazasara (testicular sperm aspiration, TESA), mely obstrukci6 esetén alkalmazhato,
azonban NOA esetén az extrakcids technikdkhoz (testicular sperm extraction, TESE)
viszonyitott alacsony sikerrataja okdn jelenleg mar nem ajanlott. Az un. konvencionalis TESE
(cTESE) soran scrotalis behatolasbol a hereburkokon athatolunk, majd a herét eléemelve annak
tunica albuginea-jan ejtliink bemetszést, ezen keresztiil hereszovet mintat metsziink ki, melybol
a késObbiekben spermiumok izolalhatdéak. A cTESE helyett a magasabb spermiumnyerési rata
(sperm retrieval rate, SRR) okan altaldban Un. multifokalis random TESE végzendd,
amennyiben mikrosebészeti armamentarium, szakértelem nem 4all rendelkezésre [26]. Ennek
soran az alsd, kozépsd, illetve a felsé harmadnak megfelelden is egy-egy aprd metszésbdl tobb
mintét vesziink. NOA esetén a sebészi spermium nyer¢s arany standardjat a jelenleg érvényben
1év6 eurdpai iranyelvek alapjan (European Association of Urology (EAU), Guidelines on Sexual
and Reproductive Health [14]) a mTESE (microdissectional TESE) jelenti. A technika el6szor
Peter Schlegel altal keriilt leirasra 1999-ben [25]. A miitét operacids mikroszkdp segitségével,
20-25x nagyitas alatt torténik, a here koz&ps6 harmadaban a tunica albuginean un. ekvatorialis
metszest ejtlink, majd a vastagabb, tdgabb tubulusokat keresve, mikrodisszekciojukkal azokat
egyenként emeljiilk ki a hereszovetbdl. Ezaltal precizebb, kisebb szdveti traumat jelentd
beavatkozas végezhetd, mely kevesebb szovodmény (vérzés, hematdoma, késoi fibrozis, primer
hipogonadizmus, stb.) mellett magasabb SRR-t eredményez, bar utobbi megallapitas tovabbra
is alacsony evidencia szinten alapszik, tovabbi vizsgalatokat igényel. Bernie és mtsai. altal
2015-ben koz6lt metaanalizis alapjan a mTESE SRR-ja jelentdsen feliilmulja a ¢TESE
eredményeit (52% vs. 35%) [27]. Ezzel szemben Corona ¢s mtsai. 2019-ben végzett
metaanalizisiikben nem talaltak kiilonbséget a két technika sikerrataja kozott [28]. Az
rendelkezésre all6 irodalom alapjan tigy tlinik, hogy a szovettani képet illetden a mTESE foként

SCOS és kisebb mértékben hipospermatogenezis esetén jelent elényt, mig érésgatlas esetében
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nem [29,30]. A vitathat6 eldnyok ellenére az egyértelmii alacsonyabb szovodményratara vald

tekintettel az EAU irdnyelvei szerint a mTESE a valasztand6 technika NOA esetén [14].

1.4. Asszisztalt reprodukcios technikdk

Az ART alatt tobb terapids modalitast értliink, melyek invazivitasukban és a fertilizacios
folyamat feletti kontroll mértékében jelentdsen kiillonboznek. A kovetkezékben rdviden,

kizarolag az értekezés megértéséhez sziikséges mértékben ezeket részletezem [13,31,32].

1.4.1. Intrauterin inszeminacié (IUI)

Az IUI a fertilis spermiumok oocita kozelébe jutasat, koncentralodéasat biztositja az ovulacid
idején a tuba uterindban. A technika altal az esetlegesen akadalyt jelentd anatomiai barrierek
(vagina, cervix) athidalhatok, mely példaul cervikalis faktor infertilitds (abnormalis cervikalis
nyak, cervikalis sztendzis, spermium ellenes antitestek, stb.) esetén jelenthet megoldast.
Ezenttl]l néhany férfi eredetli faktor (pl. sulyos hipospadidzis, retrograd ejakulacio, erektilis
diszfunkcid) esetében is hatékony lehet, ahol a spermiumok célba juttatdsa zavart szenved. A
beavatkozas soran kis mennyiségii (kb. 0,2-0,5 ml) eldkészitett spermium keriil injektalasra egy
vékony katéteren keresztiil az uterus Urterébe. Donor spermium felhasznéaldsa esetén is
elsérendlien ez a technika keriil alkalmazasra. A modszer elénye egyszerlisége, alacsony
koltség- és eszkdzigénye, a természetes szelekcios hatasok tobbségének megtartdsa, hatranya
alacsony sikerrataja, illetve, hogy sulyosabb/specidlis esetekben (pl. azoospermia, 100%

immotilis spermiumok, tubdris eredetli medddség) esetén nem alkalmazhato.

1.4.2. In vitro fertilizacio (IVF)

Az IVF soran az ovulaciot megeldzden az oocita az érett tiisz6bdl leszivasra keriil és a nd
testén kiviil, mesterséges kornyezetben (,,Jlombikban”), specidlis tenyészté médiumban zajlik
tovabb a fejlddése, ahol a megtermékenyitést kovetéen a korai embrionalis fejléddés is
megtorténhet. Manapsag a technikat legtobbszor ovaridlis stimulacié mellett alkalmazzak, igy
altalaban egyszerre tobb tiisz6 érik €és transzvaginalis ultrahang altal vezérelve tobb oocita is
leszivasra keriil a minél magasabb hatékonysag érdekében. Az ekképpen izolalt oocita/oocitak
kozelébe helyezhetdek az elokészitett, motilis spermiumok, melyet kovetden a fertilizacid

tovabbi fazisai a természetes utnak megfeleléen zajlanak le. A folyamat mindekdzben az

13



inkubétorban szorosan kovethetd, majd az embrid fejlédésének korai fazisdban az uterus
trterébe visszahelyezhetd, ahol az implantacié igy megtorténhet.

A modszer altalaban jol alkalmazhat6 tubaris eredetii medddség, csokkent ovaridlis rezerv,
ovulacios diszfunkcid, donor petesejt felhasznaldsa, rekurrens vetélés, preimplantacios genetika
igénye, ismeretlen eredetli ndi medddség és korabban sikertelen IUI esetén, azonban sulyos
foku férfi eredetli medddség esetén hatdsfoka altaldban alacsony.

Fontos megjegyezni, hogy az in vitro fertilizaciéo fogalma kettds jelentésii: nemcsak a
fentiekben leirt technikat, hanem tagabb értelemben az asszisztalt reprodukcio teljes folyamatat

is jelolheti, barmely technikéval is torténjen maga a megtermékenyités.

1.4.3. Intracitoplazmatikus spermium injekcié (ICSI)

Az ICSI 1992-ben [33] tortént bevezetése forradalmat hozott az medddség kezelésében: a
modszer altal sulyos foku férfi eredetli medddség (pl. NOA miatt TESE soran nyert tesztikularis
spermium felhasznalasa) esetén is sikeres megtermékenyités valt elérhetdvé, mig kordbban ez
a rendelkezésre 4llo technikdk (még IVF) segitségével is megvaldsithatatlan volt. Jelenleg
vilagszerte asszisztalt reprodukcios kezelések kb. 70%-aban ezt a mddszert valasztjak. Az
ovaridlis stimuldcid és a petesejtek leszivasa a kordbbiakban ismertetetteknek megfeleléen
zajlik. Az ICSI jelenti a legnagyobb kontrollt a fertilizaciés folyamat felett: egyetlen
kivélasztott spermium kertil injektalasra mikroszkop alatt, mikropipetta segitségével a petese;jt
citoplazmajaba, ezzel az akroszéma reakcid altali cumulus-corona radiata komplexen valo
athatolds és a zona pellucida interakcié a folyamatbdl kikapcsolasra keriil. Valosziniileg
természetes szelekcids mechanizmusok kikeriilésének tudhatd be, hogy az ICSI utjan fogant
gyermekek esetében magasabb az imprinting zavarok, nemi kromoszémak eltéréseinek, illetve
epigenetikai elvaltozasok megjelenése [34,35].

A technika 16 indikacioit a sulyos férfi eredetli medddség esetei jelentik: sulyos OAT,
abszolut astenozoospermia, azoospermia miatt sebészileg nyert tesztikuldris vagy
krioprezervalt spermium felhasznalasa, spermium ellenes antitestek jelenléte, magas DNS
fragmentacids index (DFI), globozoospermia (hianyzé akroszoma) [36].

Mintegy trendként jelenik meg az ICSI alkalmazasa bizonyos nem férfi eredetii faktorok
esetén is [37], bar a moédszer elonyét az IVF-val szemben a legtobb esetben eddig erds
bizonyitékok nem tamasztjak ald. Ilyen indikacio lehet korabbi sikertelen IVF, eldrehaladott
anyai kor, ismeretlen eredetli medddség, csokkent ovaridlis rezerv, policisztds ovarium

szindroma (PCOS), endometriozis vagy preimplantacids genetikai vizsgalat igénye [36].
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Paffoni és mtsai. altal 2024-ben az Egyesiilt Kirdlysag reprodukcids hatdsagi szervei altal 2005
¢€s 2018 kozott gyiijtott adatok alapjan végzett retrospektiv analizise [37] szerint csak ndi faktor
jelenléte mellett végzett ICSI esetén az €lve sziiletési rata (live birth rate, LBR) csokkenése volt
lathato, illetve ismeretlen eredetli medddség esetében nem észleltek szignifikans elonyt ICSI
esetén az [VF-val szemben. Yang és mtsai. altal 2024-ben kozéttett, 18 randomizalt-kontrollalt
vizsgalatot (randomized controlled trial, RCT) feldolgozé metaanalizisének [38] eredményei
szerint bar az ICSI novelte a fertilizacios ratat (fertilisation rate, FR) és csokkentette a teljes
fertilizacios kudarc (fotal fertilisation failure, TFF) esélyét, a klinikai mutatok (LBR)
tekintetében szignifikans elényt nem jelentett az IVF-val szemben nem férfi faktor indikacio
esetén. A kérdés tisztdzasara tovabbi nagy esetszamii RCT-k sziikségesek a késdbbiekben,

kiilonds tekintettel az ICSI biztonsagossagara irdnyuld aggodalmak fényében.

1.5. Spermium szelekcid

Az asszisztalt reprodukcio, kiilondsen az intracitoplazmatikus spermium injekcio (ICSI)
soran a ndi genitalis traktusban a spermiumokra hatd természetes szelekcidos hatdsok
kikapcsolasra keriilnek. Ilyen szelekciés mechanizmust jelent a hiivelyi savas pH, a cervikalis
nyak konzisztencidjanak megvaltozasa, a sejtes immunvalasz, a spermium-epitélium interakcio
a tuba uterina isthmusdban, illetve a spermium-zona pellucida interakcié [39,40] is. Ezek
kovetkeztében a legnagyobb fertilizacios potencidllal rendelkezd spermium szubpopuldcid
valasztodik ki. Teoretikusan ezen spermiumok mesterséges szelekcidjaval, majd tovabbi
felhasznalasaval az ART eredményessége javithato. Ennek céljabol tobb spermium szelekcios
technika kertilt kifejlesztésre, azonban mindezidaig egyik sem bizonyult hatékonyabbnak a
tobbinél a klinikai eredmények (féként az LBR) vonatkozésaban [41,42].

1.5.1. Konvencionalis technikak

A konvenciondlis spermium elvalasztasi technikdk koz¢ tartozik a feluszasi teszt (swim-up
(SU)) és a strliség gradiens centrifugdlds (density gradient centrifugation (DGC)), melyek
egyszerlien elvégezhetdk, kiilondsebb specialis tudast, eszkdzt nem igényelnek, igy manapsag
a medddségi centrumokban altalanosan alkalmazott médszerek az ondominta elokészitése
soran.

A SU teszt az egészséges spermiumok migraciojan alapul. Az eljaras soran az elfolyosodott

ondd mintat egy 45°-0s szogbe allitott kémcsobe helyezik, felszinére egy kiilon réteg tenyésztd
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médiumot pipettaznak. Kb. 1-1,5 éra inkubaciot kovetden (37°C, 5% CO») a motilis, magasabb
DNS integritast nagyobb valdszinliséggel mutaté spermium szubpopulaci6 a felsé frakciobol
kinyerhetd, mig az alacsonyabb fertilizacios potenciallal rendelkezd immotilis, elhalt sejtek,
egyéb szennyezo sejtek, illetve sejttormelék az alsod frakcioban maradnak. A médszer hatranya
a kinyerhetd alacsony sejtszam (kb. 5-10%), igy ez foként csak normozoospermiis mintak
esetében alkalmazhat6.

A DGC soran altalaban szilikat alapt kolloid oldatot felhasznalva fentrdl lefelé haladva
folyamatosan/szakaszosan (elkiiloniilé folyadékrétegek) novekvod stirliségii gradienst hoznak
létre, majd az elfolydsodott ondomintat ennek a tetejére rétegzik. Centrifugdlds sordn az
egészséges spermiumok nagyobb fajlagos stirliségiiknél, illetve jo motilitasuknal fogva
gyorsabban vandorolnak lefelé, igy a miivelet végeztével azok a pelletben fellelhetok. A stirtiség
gradiens centrifugéalassal nagyobb szamu sejt nyerhetd ki, mint a feluszési teszt soran, azonban
a modszer hatranya lehet a centrifugélasi 1épés soran képz6do reaktiv oxigéngyokok (ROS)
altal kifejtett oxidativ stressz, mely a spermiumokban DNS-fragmentaciot és lipidperoxidaciot
valt ki. Ennek a veszélye csokkenthetd a lehetd legalacsonyabb centrifugélis erd alkalmazéasaval
(4ltalaban 300xg, 20 perc) [43-45]. Specialis esetekben (pl. stlyos oligozoospermia,
cryptozoospermia, magas viszkozitas) ezen konvenciondlis spermium szelekciés modszerek

sajnos nem hatékonyak, ilyenkor alkalmazhatdk az Gn. fejlett spermium szelekcios eljarasok.

1.5.2. Fejlett technikak

A mobdszer neve

Miikodésének alapja, elve

Z¢ta potencial

Az érett spermium sejtmembranjanak két oldala
kozott fenntartott toltéskiilonbség mérése

Motilis spermiumok organellumainak
morfologiai vizsgalata
(MSOME)—intracitoplazmatikus
morfologiailag szelektalt spermium injekcio
(IMSI)

Hat organellum (akroszoma, poszt-akroszomalis
lamina, nukleusz, nyak, farok, mitokondriumok)
morfologiai analizise

Hialuronsav kotédési vizsgalat (HBA),
fiziologids intracitoplazmatikus spermium
injekcio (PICSI)

Hialuronsav koto glikoproteinek megléte az érett
spermium sejtmembranjanak kiilso felszinén

Magneses sejt szeparalas (MACS)

Apoptotikus spermiumok membranjaban 1évo
foszfatidil-szerin (PS)-annexin V ktddése

Mikrofluidikai eljarasok

Erett, motilis spermium aktiv mozgasa laminaris
aramlas ellenében
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A modszer neve Mikodésének alapja, elve

Hipo-ozmotikus kérnyezetben megtartott
Hipo-ozmotikus duzzadasi teszt (HOST) membran integritas esetén a sejt duzzad, ezaltal a
spermium farki része feltekeredik

Rovid, alacsony energiaju lézer impulzus leadasa

Lézer-asszisztalt immotilis spermium szelekcio a spermium farki részére célozva egészséges
(LAISS) spermium esetén a farki rész feltekeredését
indukalja

crer

Polarizacios mikroszkopia

feji része természetes kettds fénytorést mutat

3. tablazat: Fejlett spermium szelekcios technikak osszefoglaldasa [46]

A fenti tdblazatban felsorolt, 0sszes modszer miikodésének részletezése meghaladja jelen
irds kereteit. Tekintettel az értekezés témajara, a kovetkezOkben a MACS technika alapjai

keriilnek kifejtésre.

1.5.2.1.Magneses sejt szeparalas (MACS)

Az eljaras alapjait 1995-ben Pesce és De Felice fektette le, kisérleteikben egér embriokbol
szarmazd primordidlis Ossejtek szomatikus sejtektdl vald elkiilonitésére alkalmaztak [47].
Azdbta az immunoldgiai, onkologiai, idegtudomanyi, mikrobioldgiai, illetve Ossejt kutatas egyik
fontos eszkozéveé valt [48-55]. Kiilonféle szeparacios stratégidk léteznek, a legelterjedtebb
technikdk bizonyos sejtfelszini markerek alapjan szelektdlnak, mely markereket specialis
ligandokkal konjugaljak. Ezek a ligandok leggyakrabban antitestek, de szintetikus molekulak
(pL peptidek, aptamerek) is alkalmazhatok. Létezik jelolésmentes modszer is, mely olyan sejtek
esetében hasznalhat6, melyek természetesen paramagneses anyagokat (pl. hem a
vordsvértestekben) tartalmaznak, ezaltal magneses térbe keriilve onmagukban is migraciot, un.
magnetoforézist mutatnak. Shamloo ¢és mtsai. kidolgoztak egy kétlépcsdés mikrofluid
késziiléket, mely részben ezt a jelenséget felhaszndlva képes a véraramban cirkuldld
tumorsejtek szeparalasara a vorosvértestektdl, vérlemezkéktol, ill. fehérvérsejtektdl [56]. A
MACS elonye az egyszerli alkalmazhatosaga (kiilonosebb szakértelmet, képzett kezelét nem
igényel), a magneses tér erdsségének preciz allithatdosaga, specifikusan az adott célsejthez vald
optimalizalhatosaga, Osszetett szeparacios rendszerekbe vald integralhatosaga, illetve magas
szelektivitasa. A modszer hasznalata soran a f0 problémat célsejtek mikrogyongyokrdl valo,
¢letképességiik/funkciojuk karositdsa nélkiili levalasztasa jelenti. Ez elérhetd szamtalan

kiilonb6z6 moédon  (telitett  fehérje  oldat, enzimek, hdémérséklet/pH/elektromos
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toltottség/fényvaltozas indukalta, aptamerek, hidrogél, stb.) [57], a legkézenfekvébbnek az
Osszes, nem kivant sejt kiszelektalasa adodna, igy a szepardld oszlop aljan kizardlag a célsejtek
gyllnének 6ssze (Un. negativ szelekcio), azonban bioldgiai mintak esetében tekintettel a sokféle
szennyez0 sejtre ez a megkozelités komoly kihivast jelenthet.

A reproduktiv medicinaban elséként 2001-ben Grunewald €és mtsai. alkalmaztak a modszert
apoptotikus spermiumok eliminalaséara krioprezervalt, majd felolvasztott ondé mintakbol [58].
Az apoptozis folyamata sordn az érintett sejtekben molekularis valtozasok sora megy végbe a
sejtmembranban, illetve intracellularisan, Az egyik fontos momentum a normalis esetben a
sejtmembran belsé felszinén elhelyezkedd foszfolipid molekula, a foszfatidil-szerin
(phosphatidyl-serin(PS)) externalizacidja [59]. Sajnalatos modon, korai apoptotikus jeleket
hordozo6 spermium képes jelentds motilitast érintd karosodas, illetve morfoldgiai eltérés nélkiil
funkciondlni, igy a programozott sejthaldl késobbi fazisait elkeriilve megtermékenyiteni a
petesejtet [60]. Egy Hichri és mtsai. altal kozzétett tanulmanyban [61] a spermium kiilonféle
apoptotikus valtozasai (aktivalt kaszpazok aranya, externalizalt PS, fragmentalt DNS) az ART-
k kimenetelének fliggetlen prediktoranak bizonyultak a klasszikus paraméterektdl fliggetleniil.
Koziiliik a DNS-fragmentécié mutatta a legjobb prediktiv értéket [61]. Az eredeti modszer a PS
annexin V nevill fehérjéhez valod nagy affinitasu kotédésén alapul. Az annexin V molekuldkat
magneses mikrogyongyok felszinéhez konjugéaljuk, majd ezekkel a mikrogydngyokkel
megfeleld ideig inkubaljuk, jeldljiik a spermium sejteket. Ezt kovetden a mintat magneses térbe
helyezett szeparald oszlopra toltjiikk. Az apoptotikus spermiumok kikdtnek az annexin V-hoz, és
az oszlopon visszamaradnak (pozitiv frakcio). Az egészséges spermiumok az oszlopon kotddés

nélkiil atjutnak, ezaltal szeparalva kinyerhetdk (negativ frakcio) (2. dbra) [62].
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Célsejtek (fehérvérsejtek,
vorosvértestek, spermiumok, stb.)

Magneses
mikrogyongyok
ﬁ

Konjugalt antitestek
(CD45, CD235a, annexin V, stb.) Q
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2. abra: MACS miikédésének alapelve [63]

Korabban szdmos tanulmanyban igazoltak mar, hogy a MACS hatékonyan csokkenti a DNS-
fragmentaciot €s a strukturalis kromoszomalis eltérések eldéfordulasat a kezelt ondd mintaban,
altala a magasabb DNS-integritassal rendelkez0, igy az asszisztalt reprodukcios méodszerek
szamara magasabb mindségli spermiumok izolalhatok [64—73]. Esbert és mtsai. 2017-ben
kimutattak, hogy a szelektalt populacioban alacsonyabb a kiilonféle szambeli kromoszdémalis
eltérések (21 kr. aneuploidia, 6sszes aneuploidia (13, 18, 21, X, Y kr.), 0sszes kr. anomalia
(aneuploidia+diploidia)) jelenléte, mint az oszlopon maradt sejtekben [74].

Mindezek ellenére, a technika ART-k kimenetelére gyakorolt valds, pozitiv klinikai hatasa
egyeldre nagy esetszamu RCT-okban nem keriilt bizonyitésra, igy a jelenlegi eurdpai asszisztalt
reprodukcios iranyelvek (Europeran Society of Human Reproduction and Embryology
(ESHRE)) alkalmazasat egyelére nem ajanljak [75]. Az elérhetd kutatasok a MACS-ot altalaban
nem Onalloan, hanem mads, egyszerlibb spermium szelekciés technikdkkal (SU, DGC)
kombindlva vizsgaljadk. Lepine és mtsai. altal 2019-ben publikalt Cochrane Osszefoglald
kozlemény [76] szerint egyértelmli bizonyiték nem &ll rendelkezésre a moddszer klinikai
terhességi aranyt, élve sziiletési ratat emeld, illetve a vetélési aranyt csokkentd hatasara. Mei és
mtsai. 2022-ben a MACS-ot a klasszikus spermium szelekcids eljarasokkal (SU+DGC) egyiitt
vizsgaltak 86 IVF-n/ICSI-n atesd paciens esetében, akiknek a klinikai, illetve embrioldgiai

paraméterei jelentds kiilonbséget nem mutattak. Az elsé embrido transzfert kovetden
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szignifikans kiilonbséget a klinikai terhességi, illetve implantacidés ratdban nem taldltak,
azonban az els6 ciklusra vetitett, illetve kumulativ LBR jelentdsen javult alacsonyabb beiiltetett
embri6 szam, illetve ciklus mellett [77].

Habar a modszer alkalmazasat tamogatando, magas szintii 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-
fragmentacid mellett, ennek minden esetben egyéni mérlegelést kovetden, részletes

tajékoztatas, illetve konzultacid megtorténtét kovetden kell torténnie [60].

1.6. Abszolut asthenozoospermia

Fiziologiasan a spermiumok érése a mellékhere csatornaiban torténd tranzitjuk soran zajlik.
Ezalatt szdmos biokémiai 4talakulds torténik: moddosul a spermiumok proteomja
(poszttranszlacids modosulasok, illetve exogén proteinek akvizicidja), membranlipid
Osszetétele (pl. nd a tobbszordsen telitetlen zsirsavak aranya), sejtfelszini glikdn mintédzata,
illetve jelatviteli Gtvonalak aktivaloédnak. Mindezek eredményeként a spermium alkalmassa
valik a késdbbi kapacitacio lezajlasara, illetve szert tesz progressziv motilitasi képességére [78].
Ez utobbinak foként a vaginatdl a tubdig vald eljutdsban és a cumulus oophorus-on vald
penetracidban van jelentdsége, ezéltal egyértelmii kapcsolat all fenn a spermium motilitasa és
fertilizacios képessége kozott [79].

Az abszolut asthenozoospermia egy ritka rendellenesség (eléfordulas: 1/5000 férfi) a
motilitds teljes hidnyat jelenti a friss ejakulatumban. Hatterében intrinszik (flagellum
ultrastrukturalis defektusai-pl. Kartagener-szindroma, mitokondridlis rendellenességek) és
extrinszik (necrozoospermia infekcidk, oxidativ stressz, spermium ellenes antitestek,
szennyez® anyagok 4ltali kdrnyezeti expozicid (pl. peszticidek), krioprezervaciod, hossza
onmegtartoztatas kdvetkeztében) okok is felmeriilnek, de szamos esetben idiopatias jelenségrol
beszéliink [80,81]. Természetesen a tesztikularis spermiumok immotilitasa fiziologias jelenség,
mely a metabolikus éretlenségiik és a Sertoli-sejtekkel vald esetlegesen még meglévo
kapcsolataik kdvetkezménye.

Nagy ¢és mtsai. mar 1995-ben 966 esetet retrospektiven vizsgalva kimutattak, hogy az ICSI
esetében a modszer 4ltal még a klasszikus paraméterek szempontjabdl sulyosan kompromittalt
spermaképet mutatd betegek (pl. cryptozoospermia, sulyos astheno-/teratozoospermia)

esetében is magas fertilizacios és terhességi ratdk érhetdk el. Férfi oldalrol egyetlen tényezd
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bizonyult erds negativ prediktiv értékiinek: az immotilis (feltehetéen non-viabilis) spermium
felhasznalasaval torténd megtermékenyités [82].

Mig spermiumok vitalitdsa az intakt sejtmembranjuk alapjan indirekten mért €16 spermium
aranyt jelenti, addig a viabilitas egy joval szofisztikaltabb, a funkciondlis integritast is
figyelembe vevd fogalom [83], azonban ezeket a kifejezéseket a laboratériumi gyakorlatban
sokszor felcserélhetdnek 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
reprodukciohoz mar nem felhasznalhatok. A vizsgalat a WHO ajanlas szerinti spermaanalizis
részét képezi, 40% alatti teljes motilitds esetén végzendd el [17]. A spermiumok
felhasznalhatosdganak megdrzése melletti viabilitds meghatdrozasra tobb modszert is emlit az
irodalom (pl. spermium farki rész elaszticitasanak vizsgalata, HOST, diéda 1ézer impulzus
leadésa a spermium farki részére (LAISS), foszfodiészteraz gatlok (pentoxifillin, teofillin, 2-
deoxyadenozin) alkalmazéisa, kettés fénytorés vizsgalata [80,84—89]), azonban ezek
felhasznalasa problematikus lehet pontatlansadguk, invazivitasuk, potencidlis toxicitdsuk miatt.
Egyediil a HOST-tel kapcsolatban nem vetddott fel hasonld aggély, mely egyszerii, gyorsan
elvégezhetd, a spermiumok tekintetében kiméletes eljarasnak mondhatd, viszont krioprezervalt
sejtek felhasznaldsa esetében a potencialisan fellépd spontdn duzzadas miatt korlatozottan
hasznalhato, illetve eredménye nagyban fligg a modszert alkalmazd személy szakmai

jartassagatol [90-92].

1.7. Leukocitospermia jelentdsége

Az reprodukcios technikdkhoz vald felhasznédlasra idedlis ondominta nem tartalmaz
szennyezd sejteket (fehérvérsejt, vorosvértest, hamsejt, stb.). Ezzel szemben, a férfi genitalis
traktusban, illetve az onddutakban fehérvérsejtek fizioldogiasan is jelen vannak, ott fontos
szerepet jatszanak kiilonbozd, a homeosztazis fenntartasahoz hozzajaruld folyamatokban (pl.
abnormalis/eloregedd spermiumok fagocitdzisa a mellékherében jelenlévd makrofagok altal,
patogének eliminacidja (,, immunosurveillance’)) [93,94]. A mindennapi klinikai gyakorlatot
tekintve, szinte minden vizsgalt minta valamilyen mértékben szennyezett fehérvérsejtekkel
(foként polimorfonuklearis (PMN) sejtekkel (granulocitakkal, 50-60%)) [95]). A WHO aktualis
iranymutatésa alapjan (WHO laboratory manual for the examination and processing of human

semen, 6th ed., 2021 [17]) csak a 1,0x10%ml koncentraciét meghaladé mértékii jelenlétiik bir
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klinikai jelentdséggel és tarthat6 abnormalisnak. A leukocitospermia prevalencidja a meddd
férfiak esetében nagyjabol 10-20%-ra tehet6 [95].

Az irodalmat attekintve, a leukocitospermia ¢és a csokkent sperma paraméterek,
kovetkezésképpen a férfi szub-, illetve infertilitas kozti potencidlis relaciot alatdmasztd szamos
adat lelheté fel. Fehérvérsejtek altali infiltracid leggyakrabban az ondoutak fertdzéseinek
(orchitis, epididymitis, prostatitis) kdvetkezménye, azonban egyéb non-infektiv, citokin
szinteket emeld allapotok, hatdsok (pl. varicokele, dohdnyzas, marihudna-, alkoholfogyasztas)
[96,97] kovetkeztében is kialakulhat. Kordbban velesziiletett hatsé hugycsd billentyli miatt,
annak ablacidjan atesett felnétt férfiakban is megfigyeltek leukocitospermiat [98]. A sperma
paraméterekben észlelhetd elvaltozasok altalaban nem specifikusak, és nehezen allithatok
korrelacioba a predominans fehérvérsejt szubpopulacioval, azonban néhany specialis
patomechanizmus eddig mar leirasra keriilt. A PMN sejteket gyulladasos citokinek aktivaljak,
melyet ROS produkcid (,,oxidative burst”), kovetkezményes oxidativ stressz kovet [99].
Amennyiben az oxidativ hatasok tulstlyba keriilnek és a szemindlis plazma antioxidans
enzimrendszerének kapacitdsdt meghaladjak, lipid peroxidacio, a membran integritds
elvesztése, ezek kovetkezményeként mitokondrialis, illetve nukledris DNS sériilése,
fragmentacidja alakulhat ki [100], mely végiil akar a spermium apoptdzisdhoz is vezethet.
Mindezek a valtozdsok klinikailag a klasszikus paraméterek (térfogat, koncentracio,
progressziv/teljes motilitds) romlasa, illetve gatolt spermium-oocita fuzidé képében jelennek
meg [101-104]. A T-limfocitdk altalaban sokkal kisebb frakcidjat (2-5%) adjak az onddban
talalhato fehérvérsejteknek, interferon-y altal medialva negativ hatast fejtenek ki a spermiumok

motilitasara [105].

1.8. Hemospermia és a hereszovet mintakat szennyezd vorosvertestek

jelentésege

A hemospermia a vér onddban valé megjelenését jelenti, mely szamos patologias folyamat
kovetkezményeként (ondouti fertdzések, urogenitalis malignitdsok (prosztata-, holyag-,
heretumor), prosztatikus/ondoholyag cisztak, stb.) megjelenhet, habar az esetek kb. 30-70%-
ban a folyamat idiopatidasnak mondhat6 [17,106]. A TESE soran nyert hereszovet minta nem
csupan a spermatozoat, hanem a spermium el6alakokat, illetve mas eredetli sejteket

(fehérvérsejtek, vorosvértestek, epitél sejtek) is tartalmaz.
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Az emlitett esetekben az asszisztalt reprodukciohoz felhaszndlni kivant biologiai mintdban
talalhatd vorosvértestek potencidlisan negativ hatasokat fejthetnek ki a spermiumokra. Azon
mintdk esetében, melyekben csak néhany spermium lelhetd fel, a tobbségben 1évd szamos
vordsvértest extrémen megnehezitheti és iddigényessé teheti ezek izolalasat, kiillonosen, ha
tesztikularis minta esetében ezek immotilisak is. Ezt kikiiszobolendd, tobb modszer keriilt
kifejlesztésre eddig (eritrocita-lizis puffer oldat, pentoxifillin alkalmazasa a motilitas
stimulalasara), de ezek biztonsagos felhaszndlhat6sdga tovabbra is kérdéses [107-110]. A
spermiumok krioprezervacidja késobbi felhasznalasra (pl. heretumoros betegeknél szervvesztd
mitét, onkoterdpia megkezdése el6tt) mara mindennapi gyakorlattd valt a medddségi
centrumokban, ezzel kapcsolatban fontos aspektus a vordsvértestek hemolizise okozta
potencidlisan karos — a felszabaduld hem és vas molekulak altal kifejtett kombinalt oxidativ és

direkt citotoxikus - hatas a felolvasztott spermiumokra [111].

1.9. Cluster of differentiation

A Cluster of differentiation (CD) nevli molekularis azonositasi rendszer alapjait 1982-ben
Périzsban fektették le [112]: hasonld sejtfelszini antigének un. klaszterein alapul, melyeket
ugyanazon antitest ismer fel, igy megadva a Ilehetdségét a kiilonbozd sejtpopulaciok
immunfenotipus alapjan valé elkiilonitésének. Jelenleg tobb, mint 400 kiilonb6z6 fehérje kertilt

besorolasra CD markerként [113].

1.9.1. CD45

A CD45 markert kozos leukocita antigénnek is nevezziik, mivel genetikailag magasan
konzervalt szerkezetli membran glikoproteinként - az érett vorosvértesteket és vérlemezkéket
leszamitva - minden érett magvas hemopoetikus sejt felszinén megtalalhatd, kulcsszerepet

jatszva az immunvalasz szabalyozéasaban [114].
1.9.2. CD235a

A CD235a egy glycophorin A (GPA) nevll transzmembran glikoproteint jelol, mely
vorosvértesteken és azok eldalakjain van jelen, strukturalis, a vordsvértestek alakjanak
kialakitasaban jatszott élettani szerepe ismert [115]. Ezentul patologids folyamatokban is
szerepet jatszik kiilonbozd korokozok, példaul a malariat okozo protozoon, a Plasmodium

falciparum receptoraként viselkedve [116].
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2. Célkituzesek

Az eredeti, annexin V-alapt szeparalasi modszeren tul a technika tobb lehetdséget is rejthet:
az alkalmazott mikrogydngyok felszinéhez tetszéleges célmolekulat célzo antitest kdthetd (akar
egyszerre tobbféle is), igy az Oket jellemzd sejtfelszini markerek alapjan akar a magas
integritdsu Orokitdanyaggal bird, magas fertilizaciés potencidllal rendelkezd spermiumok
szuperszelekcidja, akar az alkalmazott biologiai mintat szennyezd, annak feldolgozhatdsagat
nehezitd sejtek (pl. fehérvérsejtek, vordsvértestek az ondo, illetve a sebészi spermiumnyerés

soran nyert hereszdvet mintaban) kiszlirése lehetové valhatna.

Doktori munkdm els§ felében az eredeti modszer egy specidlis alkalmazhatdsagat
vizsgaltam, a masodik felében pedig a szennyezd sejtek kiszilirésének lehetdségeivel

foglalkoztam. A kovetkezd kérdéseket vizsgaltuk meg:

1. Csokkenthet6-e szignifikdnsan az emelkedett DNS-fragmentéaciét mutaté onddémintak
DFI-e annexin V alapit MACS segitségével? (Ezt a pozitiv effektust korabban szdmos

tanulmanyban leirtak, ezt ellendriztiik.)

2. A spermiumok vitalitasa és DFI értéke kozotti korrelacio vizsgalata. DFI csokkenés
megnyilvanul-e emelkedett vitalitdsban, ezaltal javithato-e jelentésen a vitalitas abszolut
asthenozoospermia esetén annexin V alapt MACS altal? (A rendellenség ritka

eléfordulasa okan egy esettanulmany kapcsan, retrospektiv vizsgalva.)

3. Csokkentheté-e szignifikdnsan a leukocitospermids onddémintdkban a szennyezd

fehérvérsejtek aranya CD45 molekulat célz6 magneses szeparalas altal?

4. Csokkenthet6-e szignifikansan TESE sordn nyert hereszovet mintakban a szennyezd

vordsvértestek aranya CD235a molekulat célz6 magneses szeparalas altal?
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3. Anyagok ¢s modszerek

3.1. Mintagyujtés, alapvizsgalatok

Az ondomintak gytijtésére 3 nap onmegtartdztatast kovetden maszturbacio utjan keriilt sor.
37°C-on inkubalva, az elfolydsodast kovetden legkésdbb 1 oran beliil végeztiik el a mintak
vizsgalatat CASA rendszer (SCA SCOPE, gyartd: Microptic S.L., Barcelona, Spanyolorszag),
illetve aramlasi citométer (MACSQuant Analyzer 16, gyartd: 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 motilitds, morfoldgia, vitalitas, kerek és
peroxidaz-pozitiv sejtek szdma) szerinti sperma analizisén, illetve DNS-fragmentacié mérésén
esik at.

17 beteg rutin vizsgalata soran észlelt magas DFI-i (>30%) ond6 mintaja esetében
tudomanyos céllal annexin V jelolést és magneses szeparaciot végeztiink.

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

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

Tovabbi 205 beteg rutin vizsgalata kapcsan adataikon retrospektiv modon korrelaciokat
allitottunk fel a vitalitdas ¢és a DNS-fragmentacid kozott. Egy esetben abszolut
astenozoospermiat mutatd spermaképii beteg kertilt felismerésre, esetében tudomanyos céllal
annexin V jelolést és magneses szeparaciot végeztiink.

A mintaadas minden fenti esetben 6nkéntes alapon, irdsos beleegyezést kovetden tortént a
Dunamenti Reprodukcios Kozpont Pannon Telephelyén (kordbban Pannon Reprodukcios
Intézet, Tapolca), illetve PTE KK Urologiai Klinikan (Pécs). Vizsgéalatainkat a PTE KK

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

A spermiumszam meghatarozasat kovetden, az elfolydsodott ondd minta siiriség gradiens
centrifugalasat végeztiik (300xg, 12 min). Ehhez 40%, illetve 80% PureCeption™ (gyarté:
Cooper Surgical Inc., Trumbull, Connecticut, USA) oldatokat hasznaltunk, ez kovalensen kotott
hidrofil szilan molekuldk altal stabilizalt szilikdt részecskék steril kolloid szuszpenzioja,
HEPES oldattal pufferelt human tubaris folyadékkal formuldzva. Az eljaras soran 1 ml 80%-os
oldatot toltottiink az edény aljara, majd tovabbi 1 ml 40%-os oldatot rétegeztiink lassan ennek
tetejére. A PureCeption™ oldatot spermium el8készitd médiummal higitottuk. Ezt ko vetden
megfelel6 mennyiségli elfolydsodott ondot rétegeztiink ovatosan a felsé fazis (40%) tetejére.
Az igy el6készitett kémcsovet a fentiek szerint centrifugaltuk. A feliiliszot leszivtuk, majd a
pelletet MACS ART binding buffer oldatban reszuszpendaltuk ugy, hogy a koncentracid 1-
2x107 spermium/ml legyen és ismételten centrifugaltuk (300xg, 4 min). A feliiliszot 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, jeloletlen sejteket felfogtuk.
A szeparacios eljaras megeldzden, illetve utdna DNS-fragmentacio mérést végeztiink TUNEL
assay alkalmazasaval, a Sharma és mtsai. altal leirt modszer [117] szerint. A DFI-et a TUNEL-
pozitiv sejtek szamat a teljes sejtszammal elosztva szamoltuk ki.

Az abszolut asthenozoospermids minta esetében a vitalitds meghatarozasat eosin festéssel
végeztiik, a DNS-fragmentaci6 vizsgéalata SCD modszer [118] szerint tortént a gyartd utasitasai
¢s a WHO ajanlasai szerint, egyebekben a mintagyiijtés és alapvizsgalatok a fentiekben
részletezetteknek megfeleléen zajlottak. A vitalitds meghatarozasédhoz 5 pl onddémintahoz
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 onddémintat PBS-sel higitottuk 5-10 milli6/ml koncentracidig, 30 pl mintat 1%
agardzzal kevertiink 0ssze 37°C-on, majd ebbdl 14 pl-t egy eldkészitett, agardzzal boritott
targylemezre pipettaztunk, fedélemezzel fedtiik. Ezt 5 percig 4°C-on inkubaltuk, majd a
fed6lemezt eltavolitva a targylemezt 7 percig denaturacios oldatba (0.08 M HCI), majd 25
percig egy 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, levegdn

megszaritottuk, Giemsa-festést kovetden SCA Scope segitségével vizsgaltuk. Ennek soran a
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spermiumok feje koriili un. ,halo” keriilt megtigyelésre, mely a normal, egészséges sejtek
esetében megtartott, mig fragmentalt DNS-sel birdk esetében minimalis vagy teljesen el is tlinik
(a jelenség a denaturalt, igy deproteinalt nukleoidban 1év6 ép DNS hurkok fénydiszperzidjan
alapul). A vizsgalat soran minimum 200 spermatozoon keriilt értékelésre. Az annexin V alapt
MACS szeparacio a fentiekkel identikusan tortént, a vitalitds és a DFI meghatirozasa a
szeparacio eldtt és utan is elvégzésre kertilt. A DFI-et a fragmentalt DNS-1i sejtek szamat a teljes
sejtszammal elosztva szdmoltuk ki. DFI hatarérték tekintetében az SCD teszt esetében

altalanosan elfogadott 30%-ot alkalmaztuk.

3.3. Fehérvérsejtek magneses szeparacioja

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

magneses szeparaciot megeldzden, illetve azt kovetden is meghatarozasra keriilt.

3.4. Vorosvertestek magneses szeparacioja

Az korabban leirt modszer szerint elokészitett hereszovet mintakat centrifugaltuk (300xg,
10 min), a feliiliiszot leszivtuk és a pelletet 80 ul/107 sejt PBS oldatban reszuszpendaltuk, majd
20 pl/107 sejt CD235a (clone REA175) méagneses mikrogydngyot adtunk hozza. Az oldatot
osszekevertiik, majd 15 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kdvetden 2 ml PBS-t adtunk
a mintdhoz, majd a fentiek szerint lecentrifugaltuk. A feliiliszot leszivtuk, majd 10® szamu sejtet
500 pl PBS-ben is ismételten reszuszpendaltunk. Az LS szeparacios oszlopot PBS-sel &tmostuk,
majd a jelolt sejtszuszpenzidt az oszlopra toltottiik. Az oszlopon atjutd, jeldletlen sejteket

felfogtuk. A mintdban 1év0 vorosvértestek szdma a magneses szeparaciét megelézden, illetve
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azt kovetden is meghatdrozasra keriilt fény mikroszkop segitségével. A vordsvértesteket

morfologiai jellemzdik (szin, alak) alapjan azonositottuk.

3.5. Vegyszerek

A magneseses szeparaldshoz alkalmazott annexin V, CD45 és CD235a mikrogyongyoket,
illetve a fluoreszcens jeloléshez hasznalt CD45-FITC fluorofort a Miltenyi Biotec-t6l
vasaroltuk. A minték elékészitéséhez hasznalt puffer oldatok a Sigma Aldrich (Sigma Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA) 4ltal gyartott termékek voltak. A DNS-fragmentacié 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.-t61
vasaroltuk. A siirliség gradiens centrifugalashoz 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 medidn és az also, illetve felsd kvartilis értékkel jelenitettiik meg. Az adatok eloszlasanak
vizsgalatara Shapiro-Wilks tesztet alkalmaztuk. Az igy meghatarozott normal eloszlasu
valtozokat parametrikus teszttel, kétmintds t-probaval, a nem normal eloszlast mutato
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. Eredmények

4.1. Magas DNS-fragmentacioji spermiumok magneses szeparaldsa

Mivel a bevalogatasi kritérium a magas DFI volt, szeparacié el6tt a spermiumok atlagos DFI
értéke 42,04+9,34% volt. Szeparaciot kovetden 2,19% csokkenés volt megfigyelhetd,
19,11+5,90%-ra (p<0,01; 3. 4bra).
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3. abra: Az annexin V jelolés alapu magneses szeparalas hatasa a spermiumok DNS-

crer

és utan (B). DFI szeparalas elott és utan (C). **p<0,01; kétmintas t-proba.
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4.2. A vitalitas, DNS-fragmentacio €s klasszikus sperma paraméterek

kozotti lehetséges 0sszefliggések vizsgalata

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

A DFI 1,36% magasabb volt a necrozoospermiat (vitalitas: <58%) mutat6 csoport esetében a
normal vitalitasti mintdkhoz (vitalitas: >58%) viszonyitva (17,38+10,38% vs. 23,71£16,17%;
p=0,0261). A koncentracid, 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% (4/A. abra).

A DFI iranyabol megkozelitve még jelentdsebb kiilonbségek latszottak (p<0,001): az
alacsony DFI-t mutatdé csoportban a vitalitas 66,91+14,08% volt, mig ez a magas DFI-i
csoportban 56,25+16,44%-nak adodott. A koncentracid, a motilitas, 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% (4/B. ébra).
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4. abra: A spermiumok vitalitasanak és a DNS-fragmentacio korrelacioja. (A) DNS-fragmentdcio

(feher oszlop), spermium koncentracio (sziirke oszlop), motilitas (vizszintesen vonalazott oszlop),

progressziv motilitas (fliggolegesen vonalazott oszlop) normalis vitalitas vs. necrozoospermia esetén.

(B) Vitalitas (pontozott oszlop), spermium koncentrdacio (sziirke oszlop), motilitas (vizszintesen

vonalazott oszlop), progressziv motilitas (fiiggolegesen vonalazott oszlop) alacsony vs. magas DNS-

fragmentacio esetén. *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001,; Kruskal-Wallis teszt.
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4.3. Abszolut asthenozoospermids minta magneses szeparacioja

Esettanulmanyunkban a vizsgalt ondéminta koncentracidja 8 M/ml spermium volt 0%-o0s
motilitas, 10%-os vitalitas és 77.6%-os DFI mellett. MACS szeparaciot kovetden a vitalitas

73%-ra emelkedett (5. dbra), mig a DFI 28,2%-ra csokkent (6. abra)

5. abra: Spermiumok vitalitasa a magneses szeparalas elott (A) és utan (B). A sejteket eosin festékkel

jeloltiik. Az élo spermiumok szintelenek, mig a halott sejtek vordsen festodnek.

6. abra: DNS-fragmentdcio mértéke a magneses szeparalas elott (4) és utan (B). A sejteket az SCD
modszer szerint jeloltiik. Az egészséges sejtek feji része koriil kiterjedt ,, halo” jelenség figyelheté meg

(zold négyzetekben), mig a fragmentalt DNS-sel biro sejtek kériil minimalis vagy egyaltalan nincs

(piros négyzet).
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4.4. Fehérvérsejtek magneses szeparacidja

Leukocitospermia esetében CD45+ sejtek kezdeti ardnya a teljes sejtszdmhoz képest
6,92+3,71% volt. Szeparaciot kdvetden aranyuk szignifikdnsan csokkent, 0,44+0,39%-ra
(»<0,001; 7. abra).
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7. abra: CD45+ sejtek aranya a mageneses szepardcio eldtt és utan.

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

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

csOkkent a mintdban (p<0,001; 8. abra).
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8. abra: Fenymikroszkopos kép a vordsveértestek szamanak szemléltetésére a CD235a+ sejtek
mdgneses szeparacioja elott (A) és utan (B). Vordsvértestek szama a szepardcio elott és utan (C).

***p<0,001, kétmintas t-proba.
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5. Megbeszélés ¢€s kovetkeztetesek

Az emberi fajt érinté globalis fertilitasi krizis megolddsa szempontjabol esszencialis
jelentdségli lenne az egyeldre relative alacsony hatékonysagu asszisztalt reprodukcios eljarasok
eredményességének novelése. Ennek egyik kulcsa az ehhez felhasznalt mintak, ivarsejtek minél
magasabb mindségben vald biztositasa. Férfi oldalrdl nézve ez egyrészt a magas DNS
integritdsu spermiumok szelekcidjaval, masrészt a felhasznalt ejakuldtumot/hereszovet mintat
szennyez0 sejtek eltavolitasaval érhetd el. Az eddig kifejlesztett spermium szelekcids eljarasok
egyike sem bizonyult eredményesebbnek a tobbinél a klinikai végpontok tekintetében, igy
tovabbra is fennall az igény ezek fejlesztésére.

Jelen értekezésben a fejlett spermium szelekcids modszerek 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 sejthaldl fiziologias folyamatat jeloli, mely soran a sejt aktiv, energia-dependens
folyamatokon keresztiil, kontrollaltan felszamolja sajat strukturdit: a sejt zsugorodni kezd,
kromatin allomanya kondenzéaloédik, majd internukleoszomalisan darabolodik. Ezek a DNS
toredékek végiil a sejtorganellumokkal egyiitt intakt sejtmembran altal hatarolt un. apoptotikus
testekbe keriilve levalnak a sejtrél, majd a kdrnyezd fagocitdk bekebelezik dket. A szigortian
kontrollalt folyamat sordn a sejt citoplazmajabdl semmi sem keriil szabadon az extracellularis
térbe, ezéltal gyulladds sem indukalodik. Ezzel szembe allithaté a nekrozis, mely minden
esetben patologids folyamat. Ennek soran a sejt duzzad, a sejtmag és az intracellularis
organelllumok szétesnek, végiil a sejtmembran integritdsa megsziinik és a citoplazma passziv,
kontrollalatlan médon dramlik ki a sejtbél, mely negativ hatasokat (gyulladas) fejt ki a kornyezd
sejtekre és akar a szervezet tavolabbi pontjain is. Az apoptozis fontos funkciokat tolt be a
homeosztdzisban: szerepet jatszik példaul az egyedfejlodésben, a szovetek allando
volumenének fenntartasaban (sejtproliferacio/-pusztulas egyensulya, az un. turnover), hormon
dependens szoveti atréfidban (pl. endometrium lelokédése a menstruacid sordn), az
immunrendszer mitkodésében (pl. autoantigéneket felismerd immunsejtek eliminacidja) és az
oregedés fiziologias folyamataiban. Regulaciojanak felboruldsa, az ennek kdvetkeztében
csokkent/fokozott apoptdzis szerepet jatszik bizonyos patologids folyamatokban is (csokkent:
tumorgenezis, virusfertézések, stb.; fokozott: AIDS, sziv-/agyi infarktus, neurodegenerativ

korképek (pl. Alzheimer-kor), stb.). Az apoptotikus szignal hatashelyétdl fliggden a folyamat
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két fobb, a receptoridlis vagy extrinszik €s a mitokondridlis vagy intrinszik Utvonalon
indukalodhat. Emellett Iétezik egy tovabbi, citotoxikus T-sejtek altal indukalt, perforin-granzim
medialt mechanizmus is. Az extrinszik Utvonalat transzmembran receptorok és ligandjaik
kapcsolodasa aktivalja, ezek koziil a legfontosabbak a TNFo/TNFR1 és a FasL/Fas. A ligand
kotodését kovetden a receptor aktivacidja, majd trimerizacidja zajlik, adapter fehérjék kotddnek
az igy kialakult komplexhez, végiil a prokaszpaz-8 kotddése, aktivacidja vezet a prokaszpaz-3
enzim proteolitikus aktivaci6jahoz, mely altal elindul az apoptdzis végrehajtasi fazisa
(,.execution pathway ). Az intrinszik Gtvonalat olyan intracelluldrisan haté stimulusok inditjak
be, melyek altaldban a sejt szamdra valamiféle stresszt jelentenek: novekedési faktorok
deplécidja, hipoxia, oxidativ stressz, irradidcids hatds, toxin, hipertermia, virdlis infekcio, stb.
Mindezen hatdsok végs6 sorban a mitokondridlis membran potencialjanak valtozésdhoz,
megsziinéséhez jarulnak hozzé, melyet a p53 tumorszuppresszor fehérje altal regulalt Bel-2
csalad kontrollal. A Bcl fehérjék porusokat képeznek a mitokondrium kiilsé membranjan.
Ennek eredményeként az intermembran térben elhelyezkedd proapoptotikus fehérjék (citokrom
¢, Smac/DIABLO, AIF, stb.) a citoszélba vandorolnak. A citokrom c a Apaf-1-hez és a
prokaszpaz-9-hez kotddve létrehozza az Un. apoptoszomat. Az igy aktivalodott kaszpdz-9
aktivalja a prokaszpaz-3-at, innentdl becsatlakozva a fentebb emlitett végrehajtasi utvonalba. A
végrehajtod kaszpdzok szdmos tovabbi enzim proteolitikus aktivaciojat idézik eld (pl. proteazok,
endonukledzok), hasitjak a citoszkeleton molekulait és a nukleoproteineket, mely hatdsok
Osszességében végiil a fent részletezett morfoldgiai valtozadsokhoz vezetnek. A folyamat utolsé
fazisaban a kialakuld apoptotikus testek fagocitozisa torténik a kornyezdé sejtek, foként
makrofagok 4ltal. Ennek kulcsmomentuma a PS externalizicidja, mely egyfajta non-
inflammatorikus fagocitdzis szignalként funkciondl, szerepe esszencidlis az apoptozis
maradéktalan lejatszéddsdban [119,120]. Fontos megjegyezni, hogy nekrozis esetében a
sejtmembran integritds megsziinése eredményeként a PS annak belsé felszinén is

hozzaférhetové valhat (9. abra).
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9. abra: A spermium sejtek annexin V pozitivitasanak sematikus abrazoldasa. A non-viabilis sejtek
propidium-jodiddal (PI) jelolhetok, de néhany esetben ezen sejtek annexin V pozitivitdst is

mutathatnak.

Az apoptozis fontos élettani funkcidkat tolt be a spermatogenezis soran: szerepet jatszik az
optimdlis Sertoli-sejt-csirasejt arany megorzésében, illetve a defektiv fejloddést mutatd
eldalakok eltavolitasaban. Ezzel szemben kiilonféle koros behatasok (pl. oxidativ stressz)
esetén is felléphet apoptozis, ilyenkor altaldban fokozott, szabdlyozatlan médon, mely a férfi
medddség kialakulasaban is szerepet jatszhat [121]. Bizonyitott, hogy a Sertoli-sejtek az
apoptdzis receptorialis Utjan keresztiil szabalyozzak a csirasejtek szamat a germinalis hdmban.
FasL-ot expresszalnak, mely parakrin jelként kapcsolodik a kornyezd Fas-t expresszalo,
abnormalis csirasejtekhez, azok apoptdzisat indukélva [122,123]. Azonban a Fas-t hordoz6
spermiumok koziil néhany kikeriili a fenti mechanizmust, igy ezek akéar az ejakulatumban is
megjelenhetnek, ilyenkor Un. abortiv apoptozisrol beszéliink [124,125], habar ugy tiinik, ez a
jelenség csak az éretlen spermiumok jellemzdje, az érett spermiumokban a teljes apoptotikus
folyamat képes lejatszodni a receptorialis Ut indukcidja altal [126]. Az érett és éretlen
spermiumok, illetve az egyes spermium eldéalakok kdzott is finom kiilonbségek jelentkezhetnek
az expresszalt apoptotikus markerekben. Cayli és mtsai. magasabb Bcl-XL ¢és kaszpéaz-3
szinteket mutattak ki éretlen spermiumok esetén, el6bbi antiapoptotikus fehérjeként szerepet
jatszhat ezen sejtek abortiv apoptozisaban [127]. Joshi és Dighe 2006-o0s publikaciojukban

tesztoszteron deplécid mellett vizsgaltdk kerek spermatiddk és spermatocitdk expresszios

37



mintazatat apoptotikus gének esetében: a kerek spermatiddk esetén magasabb kaszpaz-1, -2
szintek latszottak, mig a spermatocitdk esetében a Bax, illetve a Fadd protein mutatott
intenzivebb kifejezddést [128]. A tesztikularis és az ejakuldtumban talalhaté spermiumok
vonatkozasadban apoptotikus marker mintdzatbeli kiilonbségre szakirodalmi adatot nem
talaltam. Az apoptotikus jeleket (aktivalt kaszpazok, externalizalt PS, DNS fragmentacio)
mutaté spermiumok aranya az ejakulatumban magasabb a meddd férfiak korében [61,129];
hogy ezek még a herében/onddutakban vagy mar az ejakulaciot kovetden jelennek meg,
egyeldre kérdéses. Az apoptotikus jelatviteli utak aktivaciojanak kifejezett negativ hatésait irtdk
le a spermium fertilizacids potencidljara nézve: az végrehajtd kaszpaz-3 aktivacidja esetén
csokkent motilitas, kapacitacid, karosodott akroszoma reakcié €s oocita penetracid, illetve
alacsonyabb fertilizacids rata észlelhetd [71,126,130-132].

A MACS spermiumok DNS fragmentacidjat csokkentd hatdsat mar kordbban is szdmos
tanulmanyban igazoltak [64—66,68—73]. Vizsgalataink kiindulasaként ezt ellendriztiik: a mintdk
annexin V-alapu szeparaldsaval a DFI szignifikans mértéki, 2,19x csokkenése volt elérhetd (3.
abra), az irodalmi adatokkal 6sszhangban, mely valdjaban nem meglepd jelenség. Ahogy az
fentebb targyalasra keriilt, az apoptozis folyamatanak természetes velejaroja a DNS molekula
feldarabolodasa, fragmentdlodasa. Az apoptotikus sejtek rendszerbdl vald eliminaldsanak
logikus kovetkezménye a DFI csokkenése is.

A sulyos vagy abszolit asthenozoospermia komoly kihivast jelent az asszisztélt
reprodukcios eljaras sordn, mivel az ¢l6, de immotilis és az apoptdzis vagy nekrdzis
kovetkeztében elpusztult spermiumok elkiilonitése (azok karositdsa nélkiil) igencsak nehezitett.
A korabban emlitett technikdk (HOST, LAISS, stb.) alkalmazhatosaga, biztonsdgossaga és
sikeressége egyelore kérdéses. Megoldast jelenthet €10, alacsony DNS fragmentaciot mutatd
tesztikularis spermium nyerése, azonban ez csak mitéti iton (TESE) kivitelezhetd, melytdl a
betegek gyakran idegenkednek [92]. AMACS kapcsan jol ismert DNS fragmentéaciot csokkentd
hatasa, de ezenttll szdmos tanulmany lelhetd fel az irodalomban, mely a magas DNS integritasu
spermiumok izoldlasa kapcsan észlelt vitalitast javitd effektusrol is beszamol [133]. Brahem és
mtsai. vitalitds dependens valtozasokat észleltek a DFI alakuldsaban normo-, illetve kiilonb6zo
foku necrozoospermidt mutaté mintak vizsgélata kapcsan: minél magasabb a vitalitas, annal
alacsonyabb értékli DNS fragmentacié mérhetd [134]. Emellett, Samplaski és mtsai. az altaluk
prospektiv modon vizsgalt 3049 minta esetében 75%-nal magasabb vitalitas esetén az esetek
95%-aban 30% alatti DFI-t talaltak, ezzel igazolva a spermiumok viabilitdsa és DNS
fragmentacioja kozti szoros korrelaciot [135]. Az eddig fellelhetd eredményekkel 6sszhangban,

vizsgalatunk sordn negativ korrelaciot taldltunk a spermiumok vitalitisa és a DNS
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fragmentacidojuk mértéke kozott (4. dbra). Ezenttl vizsgaltuk ezen két jellemzd valtozasanak
hatasat a klasszikus paraméterekre is. Mind a csokkent vitalitas, mind a magas DFI szignifikdns
valtozasokat eredményezett a vizsgalt paraméterekben. A vitalitds csokkenésével egyiitt
jelentdsen ndtt a DFI, csokkent a koncentracid, a motilitds €s a progressziv motilitds. A DFI
novekedése hasonld valtozasokat eredményezett, leszamitva a koncentracid szignifikans
valtozasat. Ezentul megfigyelhetd, hogy a DFI valtozésa jelentdsebben befolyasolta a vitalitast,
mint forditva. A DFl-vitalitas kozotti korreldcié ugyancsak az apoptdzis folyamataban
keresend6. A DNS feldarabolodas az apopotdzis folyamatanak része, mely folyamat
végeredménye az adott sejt pusztuldsa. Tehat egy ond6 minta magas DFI értéke tulajdonképpen
a programozott sejthalal soran fragmentéalodott drokitdanyagot mutatja, melynek egyértelmii
kovetkezménye a csokkent vitalitds. A fentiekben emlitett Osszefliggést mi sem szemlélteti
jobban, mint a DFI csokkenése a SU tesztet kovetden, mely szelekcios technika alapvetden az
€10, egészséges, motilis spermiumok migracidjan alapszik. Az eljaras soran a motilis/€l6 frakcid
elvalasztodik az immotilis/potencidlisan elhalttél, ezaltal nagyméretékben nd a vitalitds, és a
fentiek szerint, csokken a DNS-fragmentacio [136—139]. Ezt jelenséget hasznositjadk a
mikrofluidikai szeparacids chipek (pl. ZyMot™), melyek csokkentik a DFI-t, novelik a
motilitast, és ezek altal a vitalitdst is [140]. Sajnalatos moédon ezen eljarasok nem
mitkodoképesek dontd részben immotilis spermium populacio esetén. Egy masik tanulmany
[141] a progressziv motilitds valtozasat irta le a DFI fliggvényében; érdekes modon ezen
vizsgalatban vitalitassal valo korrelaciot nem taldltak. A fentiek alapjan egy tovabbi nagyon
fontos kovetkeztetés vonhatd le: a jelenlegi DNS-fragmentacios tesztek eredményének
értékelésekor figyelembe kell venni, hogy ezek egy Osszesitett értéket tikkroznek, mivel az non-
viabilis spermiumok adatait is tartalmazzak, igy félrevezetdek lehetnek. Ezaltal a DF tesztek
hasznos informaciot adnak a természetes fertilitasrol, azonban pontatlanok lehetnek az
IU/TVF/ICSI eredményének prediktalasaban. Az TUI/IVF/ICSI ciklusok soran a spermiumok
elokészitéseként valamelyik konvencionalis szelekcios eljarast (SU/DGC) alkalmazzak, mely
mar dnmaga csokkenti a DFI-t és javitja a vitalitast és a motilitast [136—139]. Emiatt a DF
tesztek eredménye és az IVF/ICSI ciklusok kimenetele alapjan egyértelmiien nem hatarozhato
meg a DNS-fragmentdci6 hatdsa a klinikai terhességi rata, a vetélési rata és a LBR
vonatkozasaban. Osszegezve, a DNS-fragment4ci6 hatdsa a klinikai végpontokra mindezidaig
tisztdzatlan, tovabbi RCT-k, metaanalizisek sziikségesek [142]. A MACS az eddigi
tanulmanyok alapjan biztonsdgos moddszernek mondhaté [143], azonban a magneses tér
spermiumokra gyakorolt potencidlis hatisai és ezek szerepe az asszisztalt reprodukcio

kimenetelében tovabbi vizsgalatokat igényel.
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A fentiekben részletezett DNS-fragmentécio-vitalitds kozotti erds korrelacioé alapjan egy
fragmentaciot csokkentd eljaras alkalmas lehet a vitalitds novelésére. A MACS szeparacio
alkalmasnak bizonyult erre a célra: vizsgélatunkban az abszolit asthenozoospermiis minta
vitalitdsa 7,3x-ra n6tt az annexin V-alapi magneses szeparalast kovetden (5. 4dbra). Habar a
vitalitds 100%-ra nem volt emelhetd €és a szepardlds utdn a spermiumok tovabbra is
mozdulatlanok voltak, a moddszer statisztikai szempontbdl jelentésen noveli a viabilis
spermiummal valé megtermékenyités esélyét. Ezzel parhuzamosan, a kordbban emlitett
irodalmi adatokkal dsszhangban, jelentds csokkenést tudtunk kimutatni a minta DFI-ében
(77,6% vs. 28,2%; 6. dbra). Martinez és mtsai. [73] altal kozolt adatok alapjan a MACS ezen
hatdsa nem homogén mddon jelenik meg a betegpopuldcioban: f6ként a magas DFI-t mutatd
mintdk (DFI>30%) esetében kifejezett, akar 2-3x-0s 6sszehasonlitva az alacsony DFI-t (<30%)
mutatd mintdkkal. Utobbi esetekben a negativ frakcid fragmentacios értéke akar ndhet is a
kiindulasihoz képest. Ezentil pedig markans 0ssz-DFI csokkenés esetén is maradhat
fragmentalt DNS-t tartalmazd spermium a negativ frakcioban; a jelenség feltehetéen az
apoptotikus markerek expresszidjanak egyedi, finom kiilonbségei miatt jelenhet meg. Az
altalunk alkalmazott médszer TESE mintdk esetében is hatékony lehet, ahol éretlen tesztikularis
spermiumokrol 1évén szd, szintén nem taldlhaté motilis spermium. A vizsgalat limitacidjat az
abszolut asthenozoospermia ritka eléfordulasabol adodo esettanulmany jellege adja.

Az eredeti, annexin V alapu modszer médositasaval, a mikrogydngyok felszinéhez kotott
mas molekulakkal (antitestekkel) egyéb sejtfelszini markerek altal célsejtek (magas mindségi
spermiumok) feldusitasan tul a mintdban 1év6 nem kivanatos, szennyezd sejtek eliminaciojara
is lehet6ség adodik.

A CD45 molekula egy kozos leukocita antigénnek is nevezett membran glikoprotein, mely
minden érett magvas hemopoetikus sejt felszinén fellelhetd, ezaltal alkalmas a
leukocitospermids ejakulatumot szennyezd fehérvérsejtek -eltavolitasara, melyek karos
hatdsokat fejtenek ki a fertilitdsra: Fraczek és mtsai. 2016-os tanulmanyukban izolalt
leukocitospermids ondé mintakat vizsgalva csokkent spermium koncentraciot, teljes és
progressziv motilitast, illetve emelkedett malondialdehid (MDA) szinteket észleltek a
kontrollokhoz képest, mely utobbi a lipidperoxidacié egyik biokémiai markere [102]. Ugy
tiinik, hogy mig bakteriospermia esetén az apoptdzis mitokondrialis ttja aktivalodik és az
intracellularis ROS szint emelkedik, addig leukocitospermia sordn inkdbb a fehérvérsejtek
(foként neutrofil granulocitdk) altal generalt ROS okozta direkt celluldris kérosodas,
lipidperoxidaci6 dominal (természetesen egy ondouti fertdzés esetében leukocitospermia-

bakteriospermia egyiittes jelenléte esetén ezek a hatdsok kombinalodnak). Tekintettel arra, hogy
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sejtmembranjuknak extrém magas (kb. 50%) a kdnnyen oxidativ reakcidba 1€pd tobbszordsen
telitetlen zsirsav tartalma, a spermiumok kiilondsen sebezhetok a lipidperoxidacio
szempontjabol, mely 4altal csokken a sejtmembran és az intracellularis organellumok
membranjanak fluiditdsa. Ez alapvetden kérositja a spermium olyan kardinalis funkciit, mint
a kapacitéacid, az akroszoma reakcio, a spermium-oocita fizi6 és a kiilonféle receptor medidlt
jelatviteli utak normal mitkodése. Ezentul a képz6do végtermékek (pl. MDA) DNS adduktokat
képeznek, ezaltal indirekt genotoxikus hatést is kifejtve a ROS direkt DNS karosité hatasan tul
[94]. Az aktivalt fehérvérsejtek proinflammatorikus citokineket is expresszalnak (interleukin-6
(IL-6), interleukin-8 (IL-8), tumor nekrozis faktor-o (TNF-a)), melyek negativ asszociaciot
mutatnak a spermium koncentracioval, teljes €és progressziv motilitassal, vitalitassal és a DNS
integritassal [ 144—146]. Mindezek alapjan nyilvanvalo, hogy a felhasznélni kivant ejakulatumot
szennyezd fehérvérsejtek elimindcidja eldnyds lehet a reprodukcids eljards eredménye
szempontjabol. Néhany tanulmanyban mar vizsgaltak ennek lehetdségét MACS alkalmazasaval
[147-149]. Ochsendorf és mtsai. anti-CD67-tel bevont mikrogyongydket is hasznaltak
szelektiven a granulocitdk eltavolitdsara, melyek a ROS termelésért els6dlegesen felelds
fehérvérsejt szubpopulacio. Maietta és mtsai. CD45 magneses mikrogyongyoket alkalmaztak
ondomintab6l  fehérvérsejtek  izoldlasdra, azok  szubpopuldcidinak  elemzéséhez.
Vizsgalatunkban a CD45 alapt szeparaci6 altal a leukociték szazalékos aranyanak szignifikéns,
15,73 csokkenése volt elérhetd leukocitospermids ondomintdkban (7. abra). A modszer
limitacidjat jelentheti az antitest kotddés altal indukalt esetleges aktivacid és ROS termelés,
ennek spermiumokra kifejtett esetleges karos hatasai tovabbi vizsgalatokat igényelnek.
Vorosvértestek jelenléte a reprodukcids eljards soran felhasznalt ondo, illetve hereszovet
mintdkban tobb szempontbol is kedvezdtlen. Egyrészt jelentdsen nehezitik a spermium
izolalasat az embriologus szdmara. Masrészt esetleges citolizisiik (pl. eritrocita-lizis puffer
alkalmazasakor, fagyasztott minta felolvasztasat kovetden) kovetkeztében felszabadulod
szabadgyokok oxidativ stresszt, direkt citotoxikus hatast is jelentenek [108,111]. Ezen gyokok
forrésa legfobbképp a hem molekuldban jelenlévd nagy mennyiségii vas ion, mely dtmeneti fém
lévén telitetlen d elektronhéjanak kovetkeztében igen reakcioképes, kétféle oxidativ allapotban
is létezik. A porfirin gyliriibe zart Fe*" képes reakcioba 1épni hidrogén-peroxiddal, ekkor a
Fenton-reakciot (Fe**+H,0,— Fe*"+HO'+OH") katalizalva Fe*" ionna alakul. Az igy képz8dé
hidroxil gyok (OH") az egyik leginstabilabb gydk, konnyedén reakcidba 1ép a spermium
membranjanak telitetlen zsirsavaival, a mar emlitett lipid peroxidaciot eléidézve [150,151].
Ezenttl kimutattdk, hogy maga az eritrocita-lizis puffer is toxikus lehet a spermiumok szamara:

egyrészt a vorosvértestek lizisében szerepet jatszo Band 3 anion csatorna a spermiumok
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membranjaban is megtalalhatd, masrészt ha a puffer oldat ozmolaritasa jelentdsebben eltér a
médiumétol, az ozmotikus sokkot okozhat [108]. Az altalunk hasznalt CD235a alapi magneses
szeparalas soran a TESE soran nyert hereszovet mintdkat szennyezd vorosvértestek nagyfoku
(30,8x), sikeres kivonasa valt lehetové (8. abra). Az eddig rendelkezésre allo irodalom részletes
attekintése alapjan kutatocsoportunk elsdként kozolte vorosvértestek magneses szeparalas altali
eliminacidjat ond6/TESE mintak esetében.

Amennyiben rendelkezésiinkre allna a legjobb mindségli (legmagasabb DNS integritasa)
spermium szubpopulaciora jellemzé molekularis marker, azt targetként felhasznalva lehetséges
lenne a MACS technologia tovabbfejlesztése ezen sejtek csoportjanak pozitiv szelekcidjat
célozva. A tomegspektrometrids képalkotas (MALDI) egy értékes eszkoz lehet ilyen molekulak
kutatasaban, melyet limitdl a modszer magas koltsége €s hozza sziikséges magas fokl
képzettség, szakértelem. A jovoben a fertilizaciora legidedlisabb spermium kivalasztasaban
hatékony, hasonlo technolégian alapulo, rutin pozitiv szelekcids technika véleményiink szerint
hozzajarulhatna az ART eredményességének javitdsdhoz. Adams és mtsai. irtak le, majd
validaltak egy Gin. multitarget MACS moddszert, mely kombinélja a magneses alapu szeparalast
a miklofluidikai technologidval egy chip-alapu platformon, lehetévé téve bakteridlis sejtek
magas szelektivitdsu szepardcidjat tobbféle sejtfelszini marker alapjan [152]. Elképzelhetd,
hogy hasonld elven a magas fertilizacios potencidllal birdé spermiumok és a szennyezd sejtek

szeparacidja akar egyiilésben is elvégezhetové valhatna.
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6. Osszegzés

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

annexin V rendszer spermiumok DNS-fragmentaciot csokkentd hatasat.

2. Eredményeinkkel alatdmasztottuk a DNS-fragmentécié ¢€s a vitalitas kozti erés negativ
korrelaciot, illetve igazoltuk ezek hatasat a klasszikus paraméterekre (spermium

koncentracid, motilitds, progressziv motilitas).

3. Azeddigi irodalom alapjan elsdként alkalmaztuk az annexin V alaptt MACS szeparalast
az ondominta vitalitdsdnak emelésére (és ezaltal DFI csokkentésére) ritka abszolut

asthenozoospermia kapcsan.

4. CD45 molekulat célz6 magneses mikrogyongyoket alkalmazva a szennyezd
fehérvérsejtek ardnydnak szignifikdns csokkenését értiik el leukocitospermids

onddémintakban.

5. CD235a molekulat célz6 magneses mikrogyongyoket alkalmazva a szennyezd
vorosvértestek ardnyanak szignifikdns csokkenését értilkk el TESE sordn nyert
hereszovet mintdkban, legjobb tudomasunk szerint eddig elséként alkalmazva ezt a

modszert.
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Abstract: Magnetic activated cell sorting (MACS) is a well-known sperm selection technique, which is
able to remove apoptotic spermatozoa from semen samples using the classic annexinV based method.
Leukocytes and erythrocytes in semen samples or in testicular tissue processed for in vitro fertilization
(IVF) could exert detrimental effects on sperm. In the current study, we rethought the aforementioned
technique and used magnetic microbeads conjugated with anti-CD45/CD235a antibodies to eliminate
contaminating leukocytes and erythrocytes from leukocytospermic semen samples and testicular
tissue samples gained via testicular sperm extraction (TESE). With this technique, a 15.7- and a
30.8-fold reduction could be achieved in the ratio of leukocytes in semen and in the number of
erythrocytes in TESE samples, respectively. Our results show that MACS is a method worth to
reconsider, with more potential alternative applications. Investigations to find molecules labeling
high-quality sperm population and the development of positive selection procedures based on these
might be a direction of future research.

Keywords: annexin V; assisted reproduction; erythrocyte; leukocyte; magnetic activated cell sorting;
magnetic bead; sperm

1. Introduction

A global crisis of human fertility is developing since the mid-20th century, currently 1 in
every 6 people is affected according to the World Health Organisation (WHO) [1]. For
this population, assisted reproduction techniques (ARTs) offer a chance to have their own
biological offspring since its first success in 1978 [2]. Despite their worldwide use, the
efficacy of ARTs is still relatively low: 37.3% of ART cycles resulted in live-birth deliveries
in the USA in 2021 [3].

The male factor is present in 30 to 50% of infertile couples [4]. With ARTs (especially
with intracytoplasmic sperm injection (ICSI)) several natural mechanisms (vaginal acidic
pH, cervical mucus, cellular immune response, sperm-epithelial interactions in the cau-
dal isthmus of the Fallopian tube, sperm-zona pellucida interactions [5,6]), resulting in
selection of the sperm subpopulation with highest fertilization potential, are bypassed.
Thus, presumably with the isolation and use of these particular cells, it might raise the
success rate of assisted reproduction. For this purpose, many sperm selection techniques
have been developed: the swim-up test (SU) and the densitygradient centrifugation (DGC)
are routinely used. SU is one of the simplest, fastest, cheapest and most commonly used
methods. It is based on the migration of the healthy spermatozoa. The sample is placed in
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a tube placed in a 45° angle with a layer of culture medium on top. After certain time of
incubation (usually 1 h) a motile fraction of sperm can be harvested from the upper layer,
with high probability of normal morphology and higher DNA integrity. The drawback
of the technique is the low percentage (circa 5-10%) of cells retrieved. DGC is based on
different densities of normal/abnormal sperm, contaminating cells and debris in semen
samples. A density gradient is formed from the colloidal suspension of silica particles,
and after centrifugation the lower phase contains the better-quality sperm subpopulation,
while the abnormal spermatozoa, other cells, non-cellular contaminants can be found in the
upper phase. One possible disadvantage can be the formation of reactive oxygen species
(ROS), although its chance could be minimized with the application of the lowest possible
centrifugal force (generally 300x ¢ for 20 min). In some specific, more complicated case
(severe oligozoospermia, high viscosity) these conventional selection techniques could be
inefficient [7]. In these occasions, the advanced sperm selection methods (e.g., microfluidic
devices, physiological intracytoplasmic sperm injection (PICSI)) can improve the results,
though these are sporadically applied depending on their accessibility and preferences of
the fertility centre. None of these methods has been proven to be unequivocally beneficial
in large studies, so their routine application cannot be recommended yet [8,9]. In this
regard further studies are needed. In the clinical practice, sperm selection is still based on
the subjective (mainly morphological) evaluation and expertise of the embryologist.

The methodology of magnetic activated cell sorting (MACS) was published first in
1995 by Pesce and De Felici [10], to separate primordial germ cells of mouse embryos from
somatic cells. It is commonly used in immunology, oncological research, neuroscience and
stem cell research [11-16]. Dunlap et al. [17] used the method to identify immunoglobulin
(Ig) G-bound bacteria from bronchoalveolar lavage samples to study lung microbiome. The
technique was applied to identify IgG-bound bacteria participating in the pathogenesis
of inflammatory bowel disease (IBD) [18]. Different cell selection strategies exist, the pre-
dominant method is based on cell surface markers using ligands targeting them. These
ligands are most frequently antibodies, but synthetic molecules like aptamers and peptids
have been developed as well. Label-free magnetic cell sorting is also a viable option in
case of specific cells containing paramagnetic materials (e.g., hem molecule in erythrocytes)
providing intrinsic susceptibility for magnetophoresis. Shamloo and his colleagues devel-
oped a two-step microfluidic device which could separate circulating tumor cells from
erythrocytes, platelets and leukocytes based partially on this phenomenon [19].

In reproductive medicine, it was applied for the first time by Grunewald et al. in 2001
to eliminate apoptotic spermatozoa from cryopreserved semen samples [20]. Apoptotic cells
show several intracellular alterations and molecular changes in the plasma membrane. One
of the latter is the externalisation of phosphatidylserine (PS), which is a phospholipid lo-
cated normally on the inner surface of the cell membrane [21]. Unfortunately, spermatozoa
can carry this and other early signs of apoptosis without significant impact on morphology
or motility, thus it can escape further phases of programmed cell death and fertilise the
oocyte [22]. In a study by Hichri et al. showed that distinct apoptotic alterations (the ratio
of activated caspases, externalized PS, DNA-fragmentation) are reliable predictors of ART
outcomes independently of conventional sperm parameters, DNA-fragmentation with best
predictive value [23]. The original method is based on the binding of PS to a protein named
annexin V, showing high affinity to this molecule. Annexin V is conjugated to the surface
of magnetic microbeads placed in a separation column and exposed to magnetic field.
Sperm sample is loaded into the column, apoptotic spermatozoa bind to annexin V and
are retained in the column (positive fraction). Non-apoptotic spermatozoa can be eluted
through the column (negative fraction) and separated for further application (Figure 1) [24].
Many studies proved that MACS effectively reduces DNA-fragmentation [25-27], yielding
spermatozoa with higher DNA integrity, meaning higher quality for ART. The technique is
frequently suggested to couples with more than two ICSI failures /miscarriages with an
unknown female cause with higher DNA-fragmentation by the male partner, though its
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application lacks any high level evidence, therefore its application should be consulted
individually with each couple [22].
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Figure 1. Operating principle of magnetic separation.

Since the quality of the current evidence is very low, the true clinical effects of the
method on ART outcomes are still a debate and large randomized controlled studies
are missing. MACS is usually not examined individually, rather combined with other
techniques (mostly with SU and DGC). A Cochrane review by Lepine et al. in 2019, was
inconclusive if MACS elevates clinical pregnancy and live birth rates (LBR), and reduces
miscarriage rates [28]. Mei et al. in 2022 reported no significant differences in clinical
pregnancy and implantation rates of the first embryo transfer cycles after MACS + SU +
DGC. However, they detected a tendency to improve the LBR of the first embryo transfer
cycle and the cumulative LBR along with lower number of transferred embryos and
transferred number in 86 patients undergoing in vitro fertilization (IVF) and ICSI without
any difference in clinical and embryological characteristics [29].

The routine application of MACS run out in the annexin V-based technique, but accord-
ing to us, it hides much greater potential. Antibodies targeting different surface molecules
can be attached to the microbeads and this way, we could purify the sperm/TESE sam-
ple from the contaminating cells (e.g., leukocytes, erythrocytes, epithelial cells) (Figure 1)
preventing their detrimental effects (increasing ROS level, hampered visualization of sper-
matozoa in suspension, etc.).

2. Results
2.1. Magnetic Separation of Sperm Cells with High DNA-fragmentation
As the inclusion criteria was a high DNA-fragmentation index, the DNA-fragmentation

of sperm cells before separation was 42.04 £ 9.34%. After separation, a 2.19-fold decrement
was observed, from 42.04 £ 9.34% to 19.11 &£ 5.90% (p < 1%, Figure 2).
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Figure 2. Illustrative effect of annexin V labeling and separation on sperm DNA-fragmentation.
DNA-fragmentation before (A) and after (B) annexin V magnetic separation. (C) DNA-fragmentation
indexes before and after magnetic separation of annexin V-positive sperm cells. ** p < 1%, p value
was calculated via one sample t-test.

2.2. Magnetic Separation of Leukocytes

In case of leukocytospermia (LCS), the initial proportion of CD45+ leukocytes was
6.92 £ 3.71% compared to the total number of cells in examined semen samples (Figure 3).
After magnetic separation, the ratio of leukocytes has decreased significantly (p < 0.1%) to
0.44 +£ 0.39%.
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Figure 3. Ratio of CD45+ cells before and after magnetic separation. *** p < 0.1%, p value was
calculated via one sample ¢-test.
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2.3. Magnetic Separation of Erythrocytes

All testicular biopsies involve some level of bleeding, which also appears in the
prepared sample. The processed biopsies contained an average of 73.71 4- 39.85 M mL~!
erythrocytes (Figure 4). Magnetic separation of CD235a+ cells reduced noticeably the
number of CD235a expressing erythrocytes from 73.71 4+ 39.85 M mL~! t0 2.39 + 2.04 M
mL~! (p < 0.1%, Figure 4).

ok

Number of erythrocytes (M ml

—

Before separation After separation

Figure 4. Illustrative number of erythrocytes at a testicular biopsy before (A) and after (B) magnetic
separation of CD235a+ cells. (C) Number of erythrocytes before and after magnetic separation.
*** p < 0.1%, p value was calculated via one sample ¢-test.

3. Discussion

In our study, potential applications of the MACS technology were investigated. The
original concept of the method is the elimination of apoptotic cells marked with annexin
V, which we have successfully proven by confirming the data in the literature. After that,
DNA-fragmentation is one of the inherent processes of apoptosis, so the effectiveness of
magnetic separation can be measured through this. Annexin V magnetic separation of
samples with elevated DNA-fragmentation resulted in a 2.19-fold decrease (p < 1%) in the
DNA-fragmentation index (Figure 2). El Fekih et al. [30] observed a similar phenomenon,
after annexin V magnetic separation, the ratio of un-fragmented, chromosomally balanced
was significantly higher. These have been confirmed several times in the literature [31,32].
Esbert et al. [33] compared the apoptotic cells remaining on the separation column with the
flow-through, high-quality cells and found that the rate of abnormalities was higher for
each of the 17 chromosomes examined in the sample retained on the column. However, so
far the results are not conclusive regarding the effect of the method on the effectiveness
of IVF cycles. In some cases, they were not found any improvement on the reproductive
outcomes [34].
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The ejaculate basically consists of two main fractions: the spermatozoa and the seminal
plasma composed of the secretions of the accessory glands (epididymides, seminal vesicles,
prostate, bulbourethral glands). The semen sample ideal for ART purposes contains no
leukocytes, erythrocytes or epithelial cell. On the contrary, leukocytes are present through-
out the male genital tract and have important roles in the homeostasis (e.g., phagocytic
clearance of abnormal or senescent spermatozoa by epididymal macrophages) [35]. In the
clinical practice almost every semen sample is contaminated with leukocytes (mainly poly-
morphonuclear (PMN) cells (50-60%) [36]) in a different level. According to the WHO, only
if their level exceeds 1.0 x 10° peroxidase-positive cells mL~}, it has clinical significance
and is considered abnormal [37]. Prevalence of leukocytospermia (LCS) or pyospermia is
around 10 to 20% of infertile men [36].

In literature, a potential relationship between LCS and poorer semen quality, conse-
quently male sub-/infertility can be found. Leukocyte infiltration can occur due to con-
ditions with elevated cytokine levels (e.g., varicokele, smoking) [38,39] or male-accessory
gland infections (MAGI; orchitis, epididymitis, prostatitis). Specific pathomechanisms
and alterations in sperm parameters can be hardly correlated with particular leukocyte
subpopulations, but some of them has been already observed. PMN cells activated by
cytokines exhibit ROS production causing oxidative stress [40]. If the oxidative effects
overwhelms the capacity of the antioxidants system of seminal plasma, lipid peroxidation,
loss a membrane integrity and as a consequence, mitochondrial DNA damage and nuclear
DNA-fragmentation develops in the spermatozoa [41], in addition to the deterioration
of classical semen parameters (volume, concentration, progressive/total motility) and
inhibition of sperm-oocyte fusion [42—45]. T-lymphocytes giving a much smaller fraction
(2-5%) of seminal leukocytes can have a negative effect on sperm motility mediated by
interferon-y [46].

Haemospermia means blood appearing in the ejaculate. It can be a consequence of
several pathological conditions (infections, urogenital malignancies, prostatic or vesicular
cysts, etc.), though 30-70% is idiopathic [37,47]. In case of testicular sperm retrieval (TESE),
the gained tissue sample contains not only the spermatozoa from the tubules, but many
cells of other origin (leukocytes, erythrocytes, epithelial cells).

In both cases, the biological sample from the male partner, which we intend to use
for ART, is contaminated with erythrocytes exerting potential unfavourable effects on
spermatozoa. In such cases, where only a few spermatozoa are present in the sample (even
immotile in case of testicular sperm), the abundant erythrocytes can make sperm isolation
extremely difficult and time-consuming. To facilitate this, several methods have been
already developed (erythrocyte-lysing buffer, pentoxifylline to stimulate sperm motility),
but some concerns have been raised about the safety of their application and it is still a
debate [48-51]. Cryopreservation of sperm for later use is a common practice in fertility
centers, therefore another important aspect worth to consider is the harmful effect of
erythrocytes on frozed-thawed spermatozoa through hemolysis (combined oxidative and
cytotoxic effect of released heme and iron molecules) [52].

Cluster of differentiation (CD) is an identification system established in 1982 [53] based
on the so-called clusters of similar cellular surface antigens recognized by antibodies which
gives the possibility of identify cell subpopulations based on their immunophenotype.
Currently, more than 400 proteins have been designated as CD markers [54]. CD45 also
known as the leukocyte common antigen, is a membrane glycoprotein with a genetically
highly conserved structure expressed on the surface of all nucleated haematopoietic cells,
thus the only exceptions are mature erythrocytes and platelets. It has a key role in the
regulation of immune response [55]. CD235a marks the transmembrane glycoprotein
glycophorin A (GPA), its presence is restricted to erythrocytes and their precursors. It is
responsible for the shape of red blood cells [56].

The modification of the original annexin V-based method using microbeads coated
with anti-CD45 or anti-CD235a gives the opportunity not only to enrich the target cells
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(spermatozoa), but to eliminate the undesired cells (leukocytes, erythrocytes) from the
sample (ejaculate, testicular tissue).

Thinking further about the basic principle of MACS separation, we investigated
other possible uses, such as the separation of leukocytes and erythrocytes. Previously,
the removal of contaminating leukocytes from semen samples using MACS was already
examined in a few studies [57-59]. Ochsendorf et al. used anti-CD67 coated microbeads
as well, which bind specifically to granulocytes, the most frequent subgroup of leukocyte
in semen with supreme role in ROS production. The limitation of the method could be
the activation of leukocytes via binding to the antibody leading to ROS release. In the
study of Marietta et al. [60], CD45 magnetic beads were applied to isolate and identify
different leukocyte populations in human semen successfully. Similarly to the literature, the
application of CD45 magnetic beads on semen samples of patient suffering in LCSresulted
in significant decrement in the ratio of CD45+ cells, in comparison with unseparated
controls (Figure 4). In this way, the method can contribute to the elimination of the
aforementioned negative effects in vitro. However, it has to be mentioned that the effect
of leukocytes on spermatozoa in vitro may be less severe than in vivo. Adams et al. [61]
described and validated a multitarget MACS method which combines microfluidics with
magnetic separation on a chip-based platform providing highly selective separation of
bacterial cells based on multiple surface marker. In the future, the development of a device
for sperm separation based on this technology could make possible both the purification
of semen sample from contaminating cells and isolation of high-quality spermatozoa in
a single step process. The main advantages of MACS are its high selectivity for target
cells based on immunomagnetic principle, specificity (based on good contrast between
target and non-target cells), ability to control accurately the strength of the magnetic field
to optimize it for the specific cell type (e.g., sperm) and integrability with other separation
methods. Furthermore, it is easy-to-use, the contribution of a highly trained operator is
not necessary. The main challenge using the method is the detachment of the target cells
from the magnetic beads without detrimental effects on their functions and viability. It
can be achieved via saturated protein solutions, enzymes, temperature/pH/electricity
change/light-induced release, aptamers, hydrogels [62]. The most apparent approach
to bridge this problem would be the selection of all non-target cells (negative selection),
but in a clinical setting this might be also challenging considering the high variety of
contaminating cells in biological samples.

There are several options available for sorting different types of cells, but basically two
methods are widely used, fluorescent-activated cell sorting (FACS) and MACS. Compared
to MACS, FACS sorters are more powerful and can be used to produce more pure cell
populations. An additional advantage is that it allows the separation of cells according
to their surface markers, as well as their size and granularity. For the purification of rare
populations, multi-color staining is also possible with some instruments. It follows from all
of this that FACS sorters require special skills and represent a serious financial investment
for certain laboratories. Unlike FACS, available commercial MACS instruments are less
sophisticated, more compact, and much less expensive. There are many benchtop magnetic
cell sorters, either manual or automated. A trained technician is not required for their use,
the cell sorting process is much simpler and more time-saving [63]. The above-mentioned
advantages may allow MACS to spread widely in IVF laboratories, whether it is for the
separation of apoptotic sperm cells, aimed at reducing DNA-fragmentation, or the selection
of other components of the semen sample.

Our literature review cannot find any previous publication about the elimination
of erythrocyte in semen with MACS, thus we are the first to give a description of this
setting. Regarding the obstetric and perinatal outcomes, the method seems to be safe [64],
but further studies are needed focusing on the potential effects of magnetic force on
spermatozoa and its aftermath on ART outcomes. This is the first time, that significant
(p < 0.1%), 30.8-fold reduction in the number of erythrocytes has been published in TESE
samples with magnetic, CD235a separation.
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We do not claim that annexin V, CD45 or CD235a magnetic separations will bring
a breakthrough in the field of IVF or increase dramatically its success. Nevertheless,
the method may be worth rethinking. It would be important to identify a molecule on
spermatozoa that allows for positive/negative selections for the development of new
magnetic beads.

4. Materials and Methods
4.1. Sample Collections

After 3 days of abstinence, semen samples were collected by masturbation. After
liquification on 37 °C (not more than 1 h), semen analyses were performed by an SCA
SCOPE (Microptic S.L., Barcelona, Spain) automatic semen analysis system and a MAC-
SQuant Analyzer 16 flow cytometer (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Germany). In
our clinic, complete sperm analysis (sperm count, motility, progressive motility, vitality,
DNA-fragmentation, count of round cells and peroxidase-positive cells) is performed on
all men applying for an andrological examination.

If high DNA-fragmentation index (>30%) was found during the routine examination
(n = 17), annexin V labeling and magnetic separation was performed for research pur-
poses. Inclusion criteria were the high DNA-fragmentation index and signed research
consent form.

If LCSwas found during the routine examination (n = 13), magnetic separation was per-
formed for research purposes. Inclusion criteria were confirmed LCS and signed research
consent form.

In case of testicular biopsies, testicular tissues (1 = 12) were processed mechanically.
Unprocessed tissue scraps were eliminated by density gradient centrifugation. After
centrifugation, sediments were used for magnetic separations. Inclusion criteria were
confirmed sperm hit in the biopsy and signed research consent form.

4.2. Magnetic Separation of Apoptotic Sperm Cells for Decreasing DNA-Fragmentation

Separations were carried out based on the recommendations of the manufacturer.
Namely, after the determination of cell count, 1-2 x 10”7 sperm mL~! was sedimented
by density gradient centrifugation carried out at 300x g for 12 min. For density gradi-
ent centrifugation, sperm samples were processed using 40% and 80% PureCeption™
(PureCeption™ is a sterile colloidal suspension of silica particles stabilized with covalently
bound hydrophilic silane formulated in HEPES-buffered human tubal fluid) gradient layers.
Briefly, 1 mL of the lower phase gradient (80%) was moved into a conical bottom tube. A
second 1 mL layer of upper phase (40%) was then slowly placed over the lower phase.
PureCeption™ was diluted with sperm preparation medium. A proper volume of liquefied
semen was gently placed over of the upper phase. The prepared tube was then centrifuged
as described above. The supernatant was discarded, cells were resuspended in MACS
ART binding buffer and centrifugated at 300x g for 4 min. The supernatant was discarded,
200 pL of MACS ART annexin V reagent was added to cells and the final volume was
completed to 500 pL with the MACS ART binding buffer. This solution was incubated for
15 min at room temperature. A MACS ART MS separator column was rinsed with MACS
ART binding buffer and the labeled cells were loaded onto the column. Unlabeled cells that
passed through were collected. Sperm DNA-fragmentation measurement with TUNEL
assay was done before and after separations based on the method of Sharma et al. [65]
DNA-fragmentation index was calculated by dividing the TUNEL-positive sperm count by
the total number of sperm cells.

4.3. Magnetic Separation of Leukocytes

Separations were carried out based on the recommendations of the manufacturer.
Namely, semen samples were centrifuged at 300 x g for 10 min, the plasmas were discarded
and the cell pellets were resuspended in 80 pL of buffer (PBS, containing 0.5% bovine
serum albumin and 2 mM EDTA, pH 7.2) per 107 total cells. 20 uL of CD45 (clone REA747)
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magnetic microbeads were added to the samples per 107 total cells. After mixing, this
solution was incubated for 15 min on room temperature (the manufacturer recommends
4-8 °C but for spermatozoa it is not an optimal temperature). After the incubation, 2 mL of
PBS was added and a centrifugation was performed as described earlier. The supernatant
was aspired completely and up to 108 cells were resuspended in 500 puL of PBS. LS separator
columns were rinsed with PBS and the labelled cell suspensions were loaded onto the
columns. Unlabeled cells that passed through were collected. The unlabeled cell fraction
was labeled with CD45-FITC stain to ensure complete removal of CD45+ cells. Flow
cytometric analyses were performed. Ratios of CD45+ cells were determined before and
after magnetic separations.

4.4. Magnetic Separation of Erythrocytes

Separations were carried out based on the recommendations of the manufacturer.
Namely, prepared testicular biopsies were centrifuged at 300x g for 10 min, the super-
natants were discarded and the cell pellets were resuspended in 80 pL of PBS buffer (the
composition is the same as described above) per 107 total cells. 20 pL of CD235a (clone
REA175) magnetic microbeads were added to the samples per 107 total cells. After mixing,
this solution was incubated for 15 min on room temperature. After the incubation, 2 mL of
PBS was added and centrifugation was performed as described earlier. The supernatant
was aspired completely and up to 108 cells were resuspended in 500 L of PBS. LS separator
columns were rinsed with PBS and the labelled cell suspensions were loaded onto the
columns. Unlabeled cells that passed through were collected. Number of erythrocytes
before and after magnetic separation was observed and counted with light microscopy.
Erythrocytes were identified based on their colour and morphological features.

4.5. Chemicals

For magnetic separations, annexin V, CD45 and CD235a magnetic beads; and for
fluorescent labeling, CD45-FITC fluorophore were purchased from Miltenyi Biotec. For
buffer preparation, chemicals were purchased from Sigma Aldrich (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA). TUNEL assay for DNA-fragmentation determination was from Thermo
Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). For density gradient
centrifugations, PureCeption™ and sperm preparation medium were purchased from
Origio, CooperSurgical (CooperSurgical, Trumbull, CT, USA).

4.6. Statistical Analysis

The data were given as the average and standard deviation. A Shapiro-Wilks test
was used to evaluate the distribution of the data. Normally distributed variables were
examined using the parametric one sample ¢-test. GraphPad in Stat 7.0 software (Dotmatics,
GraphPad Software Inc., Boston, MA, USA) was used for statistical analysis.

5. Conclusions

MACS is classically used in the annexin V-based setting resulting the isolation of
a higher quality sperm subpopulation by negative selection, which means the active
extraction of apoptotic spermatozoa from the sample. Substituting annexin V with various
molecules (mostly antibodies), we can target undesired cells of other origin as well.

In our study, we showed that with the application of CD45 magnetic beads the ratio
of CD45+ leukocyte in semen samples can be significantly decreased, which could be
useful when working with leukocytospermic samples. We proved that with using CD235a
beads, testicular samples can be purified from contaminating erythrocytes, decreasing
their concentration significantly in the sample. This method can give aid during pro-
cessing TESE samples, handling haemospermic ejaculates or as a preparative measure
before cryopreservation.

To find a molecule characteristic to the highest quality spermatozoa applicable in
MACS could be the direction of future investigations. State of the art mass spectrometry
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(MS) can reveal novel biochemical factors, thus can be a valuable tool of such research.
However, the MS technique is expensive and difficult to use in clinical environment.
In future developments and routine diagnostic applications, a molecular biomarker or
biomarker panels can be immobilized to MACS beads to create new predictive sperm
viability tests. In our opinion, this routine positive discrimination procedure can be used
to select the most suitable sperm for fertilisation and thus increase the efficiency of the
IVF procedure.
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Abstract: According to some statistics, absolute asthenozoospermia affects every 1 in 5000 men.
Although this incidence rate does not appear to be too high, it is extremely important to address the
phenomenon because it can drastically reduce the chances of pregnancy, even with assisted repro-
duction. The biggest problem with absolute asthenozoospermia is that it is difficult to distinguish
between live and dead sperm cells, and fertilization with non-viable spermatozoa may contribute
to the failure of an assisted reproduction cycle. Nowadays, DNA fragmentation (DF) is a crucial
parameter of semen analysis, and in this paper, we provide evidence of the correlation between DF
and vitality. For this purpose, the main semen parameters were investigated by a CASA system
(concentration, motility, progressive motility, vitality and DF). In the necrozoospermic group (vitality
< 58%), all the measured parameters showed significant differences compared to normal vitality.
Concentration (30.1 M mL~! vs. 13.6 M mL 1), motility (31.9% vs. 18.3%), and progressive motility
(24.3% vs. 12.7%) were significantly decreased, while DF was significantly increased (17.4% vs. 23.7%).
Based on the connection between vitality decrement and DF increment, DF lowering methods, such
as magnetic-activated cell sorting, have been hypothesized as novel methods for the elimination of
dead spermatozoa.

Keywords: assisted reproduction; asthenozoospermia; DNA fragmentation; in vitro fertilization;
magnetic-activated cell sorting; necrozoospermia; vitality

1. Introduction

Infertility is a growing problem,; it affects 10-15% of couples worldwide, and half
of the cases are related to the male partner alone or coupled with the female partner.
With the intracytoplasmic sperm injection (ICSI) technique, most of these male-related
problems can be compensated, whether it is oligozoospermia, teratozoospermia or
asthenozoospermia. However, in the case of absolute asthenozoospermia, when no
motile sperm are found in the used sample, it is very hard to distinguish between vi-
able and dead sperms during ICSI, which reduces its success. The nature of absolute
asthenozoospermia is still not fully understood, but a lot of research has been con-
ducted in this regard. Potential triggers include metabolic deficiencies of spermatozoa,
ultrastructural disorders of sperm flagellum, necrozoospermia, and it can also be idio-
pathic [1]. The origin of dead spermatozoa can be a result of either apoptotic or necrotic
processes. A lot of dyes have been developed to determine the characteristic of these
viable/apoptotic/necrotic cells, but a great disadvantage of these techniques is that
they are only diagnostic methods, and the fertilization process is not improved by them.
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The hypoosmotic swelling test (HOST) may be the only available technique that allows
us to make correlations between the viability of cells and the integrity of their plasma
membrane [2]. Besides this, a novel technique in sperm separation is magnetic-activated
cell sorting (MACS), which decreases the DNA fragmentation (DF) of sperm samples.
Its function is based on the fact that in apoptotic cells, the phosphatidylserine molecule
is transferred from the inner surface of the plasma membrane to the outer surface, which
enables it to be labelled and separated in a magnetic field using magnetically coupled
annexin V [3]. MACS is generally applied to reduce DF, but our study aimed to present a
lesser known ability of MACS separation, namely, how to enhance the amount of viable,
but immotile, sperms in ICSI samples. For this purpose, we will demonstrate (i) the
correlation between DF and sperm vitality, and (ii) the effects of MACS separation on
vitality through a case study.

2. Materials and Methods

Semen samples were collected from 205 men who applied for sperm DF determi-
nation in the Hungarian Pannon Reproduction Institute in 2021. Samples were divided
into two groups, based on the percentage of viable spermatozoa or the value of DF. In
the first case, the first group contained 151 samples with sperm vitality higher than
58%, and the second group contained 54 samples with necrozoospermic values (vitality
was lower than 58%) [2]. In the second case, the low DF group (<30%) had 170 samples
and the high DF group (>30%) had 35 samples. Semen analysis was performed by an
SCA SCOPE (Microptic S.L., Barcelona, Spain) automatic semen analysis system, and
the main parameters were measured, namely, sperm vitality, DF, concentration, motility
and progressive motility. Samples were collected after 3 days of sexual abstinence, and
assessments were performed after liquefaction at room temperature, but not more than
60 min after ejaculation. Sperm vitality was assessed after eosin staining. One drop of
semen sample (5 uL) was mixed with equal volume of 1% eosin-Y solution, a smear was
made on a glass side, covered with a coverslip, incubated for 30 s at 37 °C, and 200 sper-
matozoa were evaluated. DF was assessed using the sperm chromatin dispersion (SCD)
test, following the manufacturer’s instructions and the WHO guidelines [2]. Briefly,
semen was diluted with phosphate buffer saline to 5-10 million mL~!. A 30 uL sample
was mixed with 1% agarose at 37 °C. A total of 14 uL of the above mixture was pipetted
onto a prepared agarose glass slide and covered with a glass coverslip (18 x 18 mm).
The slide was cooled for 5 min at 4 °C. The coverslip was removed and the glass slide
was immersed horizontally into a denaturation solution (0.08 M HCI) for 7 min at room
temperature. After this, the slide was transferred to a lysis buffer (0.4 M Tris, 0.4 M
DTT, 50 mM EDTA, 0.3% SDS and 1% Triton Xysis) and incubated for 25 min at room
temperature. The slide was thoroughly washed with distilled water, dehydrated for
2 min in each of 70, 90 and 100% ethanol and subsequently air dried. The slide was
stained with Giemsa and analyzed by an SCA Scope system. During the analysis, halos
around the head of sperm cells were observed. Healthy cells show extended or moderate
halos, while sperms with fragmented DNA show small or no halos. A minimum of
200 spermatozoa per sample were evaluated. For SCD tests, all of the mentioned reagents
were purchased from Microptic S.L as kits.

During the analysis of these 205 samples, absolute asthenozoospermia was observed
in one case, and MACS separation was applied for further investigation. For MACS
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) separation, after liquefaction, density
gradient centrifugation was performed at 400 g for 12 min. The pellet was collected
and washed with a binding buffer. The suspension was centrifuged at 400 g for 3 min
and the supernatant was removed. Sperm cells were labelled with 100 puL of magnetic
bead-conjugated annexin V for 15 min at room temperature. A separation column
containing iron balls was placed in a magnet, and the labelled cells were separated by
the magnetic field, allowing the negative fraction to be collected. Annexin V-positive
apoptotic sperm cells with fragmented DNA are retained by the column. Washing was
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performed on the negative fraction, and the sperm cells were then analyzed. For MACS
separation, all of the mentioned reagents were purchased from Miltenyi Biotec as kits.
Based on the abovementioned methods, DF index and vitality were determined again
after MACS separation.

Data were given as average and deviation. A Shapiro-Wilk test was used to evaluate
the distribution of the data. Non-normally distributed variables were examined using the
Kruskal-Wallis non-parametric test. Graphpad InStat software, version 7.0 (Graphpad
Software, San Diego, CA, USA) was used for statistical analysis.

3. Results

Both the decrement in sperm vitality and the increment in DF resulted in significant
differences (Figure 1). If our results are analyzed as a function of vitality, the DF was 1.36-
fold higher in the necrozoospermic group (17.38 = 10.38% vs. 23.71 £ 16.17%, p = 0.0261)
in comparison with normal vitality. The concentration, the motility and the progressive
motility were 30.07 £ 29.50 M mL~! vs. 13.58 + 16.81 M mL !, 31.86 + 16.65% vs. 18.31
£ 11.94%, and 24.31 £ 14.11% vs. 12.67 £ 9.95%, respectively (Figure 1A). If our data
are approached from the function of DF, a more significant difference can be obtained
(p < 0.001). In the low DF group, the vitality was 66.91 & 14.08%, and in the high DF group,
this value was 56.25 & 16.44%. The concentration, the motility and the progressive motility
were 26.52 +28.51 M mL ™! vs. 21.85 4 23.22 M mL !, 30.51 + 16.67% vs. 17.51 & 11.53%,
and 23.01 & 14.23% vs. 12.68 + 9.68%, respectively (Figure 1B).
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Figure 1. Correlation between sperm vitality and their DNA fragmentation. (A) DNA fragmentation
(white column), concentration (grey column), motility (horizontally striped column) and progressive
motility (vertically striped column) as a function of sperm vitality. (B) Vitality (white column), con-
centration (grey column), motility (horizontally striped column) and progressive motility (vertically
striped column) as a function of DNA fragmentation. * p < 0.05, *** p < 0.001, *** p < 0.0001.

In our case study, the raw semen sample contained 8 M mL~! spermatozoa with
0% motility. Cells had 10% vitality and 77.6% DEF. After MACS separation, the vitality of
spermatozoa increased from 10% to 73% (Figure 2). The DF index of separated sperm
cells showed similar improvement, namely, the DF index decreased from 77.6% to 28.2%
(Figure 3).
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Figure 2. Sperm vitality (A) before and (B) after magnetic-activated cell sorting. Cells were labelled
with eosin dye. Dead spermatozoa became red and viable spermatozoa remained colorless.

Figure 3. Demonstrative figure of sperm DF (A) before and (B) after magnetic-activated cell sorting.
Cells were labelled based on the SCD method. Healthy cells show extended or moderate halos (green
squares), while sperms with fragmented DNA show small or no halos (red squares).

4. Discussion

Severe or absolute asthenozoospermia, without any motile sperm, is a problem that
makes the fertilization process much harder because the distinction between viable and
dead sperm cells is circumstantial. Only a few techniques are available for this purpose,
for example, HOST, mechanical touch or laser-assisted selection of spermatozoa, but their
application and success are still controversial [1]. In these cases, testicular sperm extraction
(TESE) is recommended to isolate live spermatozoa with lower DF; however, this invasive
process is often refused by the patient [4]. In our study, we presented evidence of how
MACS separation is capable of improving sperm vitality in absolute asthenozoospermic
samples. MACS is generally identified as a DF reducing method, but several correlations
can be found between vitality and DNA integrity in the literature. Brahem et al. [5]
observed vitality-dependent alterations in the DF index, namely, the lower the vitality,
the higher the DFE. In addition, Samplaski et al. [6] found <30% DF when the vitality
was over 75% for most of the samples. This phenomenon has also been confirmed by
others [7]. In agreement with the literature, a positive correlation was found between the
severity of vitality /necrozoospermia and sperm DF (Figure 1). Both the decrement in sperm
vitality and the increment in DF resulted in significant differences (Figure 1). Vitality had a
significant impact on all of the measured parameters; DF showed significant increment,
and concentration, motility, and progressive motility showed decrement. Increasing the DF
resulted in similar effects; only the concentration did not change significantly. However, DF
has a more significant impact on vitality than vice versa. Nothing proves this connection
better than the significant improvement in the DF index after swim-up sperm preparation.
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During swim-up, the motile fraction is separated from the immotile fraction, resulting in
a strong increment in vitality, and due to the above findings, decrement in the DF [8-11].
This phenomenon is exploited by microfluidic separation chips, which improve the DF
index, motility and, hence, vitality [12]. Unfortunately, the method is not suitable for
immotile spermatozoa-containing semen samples. In another study, progressive motility
was affected by altered DF; however, vitality was not influenced in this case [13]. Another
very important conclusion can be drawn from the above statements, namely, some of
the results of DF tests may be misleading because the results also include the data of
non-living sperm cells. DF tests provide information on natural fertility, but these results
could be incorrect if associated with the effects on the outcome of IUI/IVF/ICSI cycles.
For IUI/IVF/ICSI cycles, one of the sperm preparation methods is used (density gradient
centrifugation/swim-up), and in these cycles, the applied preparation method itself can
reduce DF and improve vitality /motility [8-11]. Due to this, the results of DF tests and
the outcomes of IVF/ICSI cycles cannot clearly determine the effect of fragmentation on
clinical pregnancy, miscarriage or live birth rates; both neutral and negative effects can be
found. To date, the effect is unclear; several meta-analyses are needed [14].

As we have discovered that there is a strong connection between vitality and DEF,
a fragmentation reducing method could be suitable for vitality improvement. MACS
separation has been found to be appropriate for this purpose. During MACS sample
preparation, cells are labelled with annexin V, which allows the molecules to bind with
phosphatidylserine in the plasma membrane (Said et al., 2006). This is usually located
in the inner layer of the plasma membrane, but during apoptosis, it moves to the outer
surface and becomes accessible to the annexin V. On the other hand, in some necrotic
cells, phosphatidylserine will be accessible on the inner surface due to the altered state of
the plasma membrane (Figure 4). Using this approach, relevant increases in vitality were
experienced after annexin V separation occurred (Figure 2). With MACS separation, the
vitality of spermatozoa improved 7.3-fold (Figure 2). Although vitality did not rise to 100%
and the separated sperm cell was still motionless, this method statistically improves the
chances of fertilization with living spermatozoa. As the beneficial effects of MACS on DF
have been published several times [15-18], our results are in agreement with the literature,
showing huge decrements in the DF index (77.6% vs. 28.2%, Figure 3). Martinez et al. [19]
discussed how MACS could not reduce DF in a small subpopulation of sperm samples, but
they noticed its significant reducing capability in samples with highly degraded DNA. This
observation also supports our results.

. - : : . '@?@E‘f;‘ <4 Secondary

1R L necrotic /
Necrotic . . [ Late

: : apoptotic

Pl

sy el

.« Early
apoptotic

‘e

LB B LY | LR | LR | T T TTTTm

Annexin V

Figure 4. Schematic figure of annexin V positivity of sperm cells. Dead cells can be labelled basically
with propidium iodide, but in some cases, these cells are also positive for annexin V.



J. Clin. Med. 2022, 11, 2914 60f7

5. Conclusions

In conclusion, our results and the literature clearly demonstrate the negative effects of
DF on vitality and vice versa. Using this close relationship between the two parameters, we
hypothesized that a method to reduce fragmentation could improve vitality. In addition, we
were looking for a method that is suitable for the preparation of absolute asthenozoospermic
samples; its operation is not based on sperm motility. The MACS technique has been
found for this purpose. Annexin V is capable of binding both early apoptotic and late
apoptotic/secondary necrotic cells, inducing the increment in the ratio of viable cells
after magnetic separation. Both this study and the literature data suggest that the DF
measurements of semen samples essentially reflect the levels of dead/dying sperm cells.
The DF is, therefore, decreased by the elimination of these cells during most of the sperm
preparation methods. The great limitation of this study is that it is only a case study, and the
case number was not high enough due to the occurrence of absolute asthenozoospermia;
therefore, no significant conclusions can be drawn. Further investigations are required, but
our principle could be useful for TESE samples where no motile spermatozoa are found.
Another problematic issue could be the potential cost of the method. The price can vary
from center to center and manufacturer to manufacturer, but the average material cost of
EUR 200-300 is far lower than the price of a fresh cycle. As this is a relatively cost-effective
method, it should not limit its widespread use for further studies.
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