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Bevezetés

A meddőségi központokban elvégzett IVF/ICSI-beavat
kozások (IVF: in vitro fertilizáció; ICSI: intracitoplazmatikus 
spermiuminjektálás a petesejtbe) során számtalanszor talál-
kozunk olyan esettel, amikor a meddőségi kezelésben részt 
vevő pár egyik tagjánál sem találunk semmilyen szervi, im-
munológiai, genetikai problémát, látszólag minden rend-
ben van, a gyermekáldás mégis várat magára. Ezeket az ese-
teket, amikor nyilvánvaló okot nem találunk a meddőség 
hátterében, ismeretlen eredetű meddőségnek nevezzük. A 
meddőségi kezelésben részt vevő párok közel 30%-a küzd 
ezzel a problémával [1]. Az utóbbi néhány év kutatásai egy-

re inkább arra utalnak, hogy ezekben az esetekben a telje-
sen normális spermiumszám, -mozgás és -morfológia elle-
nére azok DNS-állománya akár nagyfokú töredezettséget, 
fragmentációt mutathat [2, 3]. A DNS-molekulát számos 
sérülés érheti még akár természetes körülmények között is. 
Ez lehet
	 egy egyszerű pontmutáció;
	 egy-egy génszakasz kiesése, azaz deléció;
	 egy-egy szakasz beépülése, azaz addíció;
	 deamináció következtében kialakuló léziók; illetve
	 a bázisok oxidatív károsodása.

A kromoszómákba rendeződött örökítőanyag esetében is 
beszélhetünk hasonló jelenségekről: 

Számtalan olyan eset adódhat munkánk során, amikor egyszerűen nem tudjuk megmagyarázni, hogy egy-egy meddőségi 
kezelésben részt vevő pár esetében miért nem sikerül a fogantatás, vagy ha megtörténik is, akkor majdnem minden eset-
ben vetéléssel végződik. A korábbiakban ilyenkor általában immunológiai és genetikai irányba tapogatóztunk, de a mole-
kuláris biológiai módszerek fejlődésével új távlatok nyílnak előttünk. Ennek egyik alternatívájaként szolgálhatnak a külön-
féle spermium-DNS-fragmentációs vizsgálati módszerek és berendezések, illetve a hozzájuk kapcsolódó spermiumszepa-
rálási eljárások. Az andrológiai oldalt kicsit mellőzve a spermium-DNS-fragmentáció potenciális jeleit a nőgyógyászati 
oldalról igyekeztük felvázolni, bemutatva az intézetünkben is alkalmazott indikációs protokollt, a vizsgálatainkhoz használt 
SCD-assay-t, valamint a magas fragmentációs indexnél használt spermiumszeparálási technikákat.
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Sperm DNA fragmentation and its gynecological indicators
There are several cases during the infertility treatments of couples where we are unable to explain the recurrent 
implantation failure or if pregnancy occurs, it almost always results in a miscarriage. Earlier in such cases we usually looked 
for an immunological or a genetic discrepancy but with the development of molecular biological methods new perspectives 
have become an option. Alternatively, various sperm DNA fragmentation assays, equipment’s and sperm separation 
methods can be used. Slightly neglecting the andrological side we tried to outline the potential signs of sperm DNA 
fragmentation from the gynecological side presenting the indication protocol used in our institute: the SCD assay is used 
for our studies and sperm separation techniques are used at high fragmentation index.
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	 deléciókról;
	 egy-egy szakasz duplikációjáról;
	 egy-egy szakasz megfordulásáról, azaz inverzióról; illetve
	 egy-egy szakasz át is helyeződhet, ekkor transzlokációról 

beszélhetünk.
Ha a DNS-molekula egyik vagy mindkét szálán tö-

rés keletkezik (vagy törések keletkeznek), akkor DNS-
fragmentációról beszélhetünk.

Napjainkra számos olyan publikáció látott napvilágot, 
amelyben igazolták, hogy az emelkedett spermium-DNS-
fragmentáció (SDF) negatívan befolyásolhatja az emb-
rió fejlődését, annak minőségét, beágyazódását, illetve a 
terhesség kialakulását [4, 5]. Simon és munkatársai [4] 
metaanalízisükben 8068 IVF/ICSI-ciklus klinikai terhessé-
gi kimeneteleit hasonlították össze az SDF függvényében, 
és szignifikáns negatív korrelációt találtak a vizsgált para-
méterek között.

Az SDF-vizsgálat hazánkban még egészen kezdeti fázisát 
éli, különösen a nőgyógyászkollégák találkozhattak legke-
vésbé erre vonatkozó eredményekkel. Éppen ezért jelen kéz-
iratunk célja, hogy rövid betekintést adjunk az SDF vizsgá-
latának indikációira. Különös figyelmet kívánunk szentelni 
a nőgyógyászok számára is „árulkodó” jelekre.

A DNS-fragmentáció kialakulása

Az ivarsejtek genetikai állományának sértetlensége elen-
gedhetetlen a sikeres fogantatáshoz. Ha a spermiumok 
örökítőanyagát alkotó DNS-spirál egyik vagy mindkét 
szálán törések keletkeznek, akkor DNS-fragmentációról 
beszélünk. Az SDF kialakul természetes folyamatként is, 
a spermatogenezis alatt fellépő apoptosis során, ahol a 
sejtek nagy részénél teljesen végbemegy az apoptosis, 
azonban egy másik részénél nem teljes ez a folyamat, 
ami életképes, de fragmentált DNS-sel rendelkező sper-
miumokat eredményezhet. Az SDF kialakulhat még a 
spermatogenezis alatt végbemenő DNS-újraszerveződés 
alatt is, de különféle külső, belső faktorok hatására mérté-
ke akár kórossá is válhat, ami a génekben kódolt informá-
ció hibás megnyilvánulásához vezethet [6]. Külső faktor-
ként tartják számon a genitáliák hosszú távú emelkedett 
hőexpozícióját, a drog- és alkoholfogyasztást, a dohány-
zást, a sugárzást, továbbá a már eddig is ismert, heremű-
ködési zavart okozó körülményeket (pl. a herék traumája, 
nem kontrollált hormonbevitel stb.). A belső faktorokhoz 
pedig a túlsúly, a fertőzések (leukocytospermia), a cukor-
betegség, a rák, az emelkedett életkor, a herevisszér-tá-
gulat, hormonális működési zavarok sorolhatóak [7–18]. 
Mind a belső, mind pedig a külső faktorok meglétekor 
több esetben is igazolták, hogy a hatásmechanizmus hát-
terében a reaktív oxigénszabadgyökök (ROS) szintjének 
megemelkedése állhat, és/vagy az őket kordában tartó 
antioxidáns enzimek csökkent expressziója. A ROS-szint 
tartós, kontrollálatlan megemelkedése számos patológiás 
folyamatot indukálhat, mivel az élő sejtek csaknem min-
den összetevőjével képesek reakcióba lépni (fehérjék, 
szénhidrátok, lipidek, örökítőanyag). Szintjük csökken-

tése a kiváltó ok megszüntetésével, vagy pedig valamilyen 
semlegesítő antioxidáns molekula külső bejuttatásával az 
SDF-érték redukálásának egyik sikerrel alkalmazott te-
rápiás módszere.

Vegyük sorra, hogy mik azok az indikációk, amelyek 
alapján a nőgyógyászkollégák is gyanakodhatnak potenciá-
lisan emelkedett SDF-értékre, és javasolhatják a férfi partner 
ez irányú kivizsgálását:
	 Ismeretlen eredetű meddőség: a meddőségi kezelésben 

részt vevő párok mintegy 30%-át diagnosztizálják isme-
retlen eredetű meddőséggel. Az SDF-vizsgálatoknak kö-
szönhetően fény derült arra, hogy ezekben az esetekben a 
férfiak 30%-ának ondómintájában mérhető magas SDF-
érték normozoospermia mellett [19, 20].

	 Többszöri sikertelen IVF/ICSI-beavatkozás: az SDF-
index emelkedésével párhuzamosan csökkenést fi-
gyeltek meg az embriók fejlődésében, implantációs 
rátájában, ebből kifolyólag a terhességi arányokban 
[4, 5, 21, 22].

	 Habituális vetélés: amikor vetélésről van szó, akkor leg-
többször alapvetően a hölgyekre koncentrálunk, és ke-
ressük, hogy lehet-e valamilyen genetikai, immunoló-
giai probléma a vetélés hátterében. Mindazonáltal több 
kutatásban is találtak összefüggést a többszöri veté-
lés és a magas SDF-index között [5, 23–25]. Jayasena 
és munkatársai munkájában [26] a kontrollcsoport-
hoz viszonyítva kétszer magasabb SDF-értéket mértek 
a habituális vetéléssel küzdő pároknál. Nagyon fontos 
lenne, ha metaanalízisek készülnének a témában, mert 
olyan munkák is napvilágot láttak, amelyekben semmi-
lyen kapcsolatot nem találtak a vetélés és az SDF-érték 
között [27].

A spermiumok DNS-fragmentációjának 
meghatározása

A felállított indikációk alapján négy lehetőség közül választ-
hatunk (több is van, de ez a négy a legelterjedtebb) az SDF 
meghatározásához:
	 terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 

labeling (TUNEL) assay;
	 comet assay;
	 sperm chromatin structure assay (SCSA) és
	 sperm chromatin dispersion (SCD) teszt.

Az egyes módszerek közti legnagyobb különbség, hogy 
míg a TUNEL assay és a comet assay direkt módon vizs-
gálja a DNS-törések meglétét; addig az SCSA és az SCD 
módszerek indirekt módon, a DNS savas denaturációra 
való érzékenysége alapján. Továbbá annak megállapításá-
ra, hogy a törések a DNS egyik vagy mindkét szálát érintik, 
a comet assay a legalkalmasabb módszer. A TUNEL assay 
és az SCSA assay leginkább az egyszálú DNS-törésekre ér-
zékenyek, az SCD-teszt és a comet assay pedig az egy- és 
kétszálú törésekre [28]. Intézetünkben az SCD-technika 
alapján történik az SDF meghatározása. Magyarországon 
elsőként sikerült beszereznünk egy SCA Scope spermi-
umanalizáló rendszert (Microptic, Spanyolország). Az 

Spermium-DNS-fragmentáció� Máté Gábor és mtsa



30

Spermium-DNS-fragmentáció� Máté Gábor és mtsa

SCD-módszer a spermiumok kromatinállományának 
szétoszlási, diszpergálódási képességét vizsgálja savas 
denaturációt és a nukleáris fehérjék eltávolítását köve-
tően. A spermiumok kromatinállománya hurkokban 
(loop) szerveződik. Intakt DNS-állomány esetén ezek a 
hurkok szét fognak terjedni, és kiterjedt „halót” képez-
nek (1. ábra). Amennyiben DNS-fragmentáció tapasz-
talható, akkor ez a fajta szétterjedés nem fog megtörtén-
ni, így a haloképződés elmarad, vagy csak minimális lesz 
[29]. A módszer előnye, hogy a vizsgálat akár egyszerű 
fénymikroszkóp segítségével is elvégezhető, nem igényel 
pluszban több tízmillió forintos berendezéseket, illetve 
másik nagy előnye, hogy az általunk is használt készülék 
az SDF vizsgálatán túl alkalmas a több spermiumparamé-
ter vizsgálatára is (pH, koncentráció, motilitás, vitalitás, 
morfológia, leukocytospermia meghatározása). Hátránya 
a több esetben is hosszadalmas mintaelőkészítés, illetve 
a savas denaturáció használata. Ez utóbbi egyrészt azért 
jelent problémát, mert a módszer nem direkt méri az 
SDF-et, hanem a denaturációra való érzékenység alapján. 
Másrészről a denaturáció során alkalmazott oldatok kö-
zül több is potenciálisan toxikus, ami miatt fokozott oda-
figyelés és optimális esetben vegyi elszívófülke használata 
javasolt, bár hasonló „ellenérvek” a többi SDF-vizsgálati 
módszernél is elmondhatóak [28]. Utolsósorban pedig 
nagy lehet a vizsgálatokat végző technikusok közötti kü-
lönbség. Ez két részből tevődik össze:
	 mivel a minta-előkészítési protokoll hosszadalmas, több 

lépésből tevődik össze, hibalehetőséget jelenthet az egyes 
technikusok között;

	 illetve a kiértékelés vizuálisan történik, emiatt még az au-
tomatizált rendszer is utólagos validálást kíván a lehet-
séges tévesztések miatt, ami a humán munkaerő miatt 
fokozottan érvényesülhet.
A fentieket leszámítva az SCD-módszeren alapuló proto-

kollok talán leginkább standardizáltak, leginkább spermiu-
mok vizsgálatára szabottak, több gyártó is forgalmaz azon-
nal használható kiteket.

Javaslatok magas spermium-DNS-
fragmentációs index esetére

Az általunk használt SCD-módszer esetén a gyártó által 
közzétett határérték, amely felett magas SDF-indexről be-
szélhetünk, 30% [29]. Érdemes megemlíteni, hogy jelen-
leg nincs egységes konszenzus az egyes határértékek te-
kintetében, ami annak köszönhető, hogy nincs egységes 
protokoll a minta-előkészítésekhez, illetve több vizsgálati 
módszer is rendelkezésünkre áll, amelyek más-más elven 
mérnek (direkt vs. indirekt, egyszálú DNS-törések vs. két-
szálú DNS-törések) [28]. Magas SDF esetén kétféle módon 
járhatunk el:
	 Andrológus kolléga irányításával terápiás javaslat kidol-

gozása, ha lehetséges. Ez lehet életmódváltás (fogyás, al-
kohol- és/vagy dohányzásabsztinencia), antioxidáns-te-
rápia (ha bizonyítottan emelkedett ROS-koncentrációval 
társul az SDF), fennálló fertőzés antimikrobiális ágenssel 
való kezelése, herevisszér-tágulat kezelése [7, 9–13, 16].

	 Ha nem lehetséges terápiás javaslat kidolgozása, akkor 
szakirodalmi adatok alapján az SDF-index csökkent-
hető spermiumszeparálási eljárásokkal. Intézetünkben 
kétféle szelekciós eljárást alkalmazunk, amelyek a mág-
neses spermiumszeparálás (MACS, Miltenyi Biotec, 
Németország) és a mikrofluiditáson alapuló spermium-
szeparálás (Zymot 850, Zymot Fertility, USA). Ezeket a 
szeparálási módszereket csak röviden említjük, mivel e 
folyóirat egy korábbi lapszámában már részletesen tár-
gyaltuk őket [30].

MACS (magnetic-activated cell sorting)

A MACS-szeparálás elve, hogy az eukarióta sejtek apoptosisa 
során a plazmamembrán foszfatidil-szerinje a belső oldal-
ról átfordul a külső oldalra, aminek köszönhetően hoz-
záférhetővé válik extracelluláris jelölők számára, amelyet 
esetünkben annexin V-nek hívnak. Ha az annexin V-höz 
mágnesgyöngyöket kapcsolnak, akkor – mágneses téren 
átfolyatva a mintát – az apoptotikus sejtek eliminálhatóak. 
Mivel az apoptosis folyamata az aktiválódó endonukleázok 
miatt DNS-fragmentációval jár, az apoptotikus sejtek elimi-
nálása csökkenti a spermiumminta SDF-indexét [31, 32].

Mikrofluiditáson alapuló spermiumszeparálás

A mikrofluidika a kis mennyiségű folyadék pontos kezelésé-
nek tudománya és technológiája, amelyet általában néhány 
száz mikrométeres méretű mikrocsatornákban végeznek. 
Ennek a mérettartománynak két fő előnye van:
	 az érintett áramlások laminárisak, lehetővé téve szá-

munkra, hogy a folyadékok determinisztikus viselke-
désének előnyeit kihasználva pontosan kezeljük a folya-
dékokat és a szuszpendált részecskéket, jelen esetben a 
spermiumokat (ez a tulajdonság a mi esetünkben kevés-
bé lényeges); illetve

1. ábra: A spermium-DNS-fragmentáció vizsgálata az SCD-
módszer alapján. Zöld négyzetben a kiterjedt „halóval” 
rendelkező egészséges spermiumok láthatóak, míg piros 
négyzetben a „halót” nem, vagy csak minimálisan mutató, 
fragmentált DNS-sel rendelkező sejtek láthatóak
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	 a csatornák orientációja és mérete miatt a csak a 
legmotilisabb spermiumok képesek áthaladni rajtuk. 
Mivel a spermiumok mozgékonysága és SDF-indexe kö-
zött szoros korrelációt véltek felfedezni, a technika alkal-
mas a minta SDF-értékének csökkentésére [9, 33, 34].
Mindezeken túl nem a szeparálás az egyetlen hatásos 

módszer az SDF csökkentésére. Habár az SDF meghatározá-
sa a natív ondómintából történik, és a természetes állapotot 
tükrözi, azonban meddőségi kezelés során alkalmazott IUI/
IVF/ICSI mindegyikénél valamilyen előkészítésen esnek át 
a spermiumsejtek (sűrűséggradiens-centrifugálás, swim-up 
stb.). A szakirodalom szerint ezek mindegyike csökkenti a 
felhasznált minta SDF-indexét [35]. Mindezekből követke-
zik, hogy az emelkedett SDF elsősorban a természetes rep-
rodukcióra gyakorol legnagyobb hatást, de ahogy azt már 
fentebb említettük Simon és munkatársai [4] metaanalízise 
kapcsán, az asszisztált reprodukcióban résztvevőknél is meg-
figyelhető ez a hatás mind IVF-, mind ICSI-ciklusokban. 
Ezenfelül ha betegeinkkel rövidebb absztinenciát tartatunk, 
akkor szintén javulás érhető el az SDF-értékben [36]. Biztató 
eredményeket értek el magas SDF-értéknél végzett műté-
ti spermiumnyerés alkalmazásával. Ezekben az esetekben 
kiküszöbölhető, hogy a spermiumok transzportja és táro-
lása során bármiféle, DNS-re negatív hatás megnyilvánul-
jon. Magas SDF esetén TESE (testicular sperm extraction) 
használatával szignifikánsan magasabb terhességi eredmé-
nyeket értek el több esetben is [37]. Végezetül a petesej-
tek rendelkeznek több természetes javítómechanizmussal 
(nukleotidexcíziós repair, bázisexcíziós repair, mismatch 
repair). Ha a törés(ek) a DNS kettős spiráljának csak az 
egyik szálát érintik, akkor a petesejtek azt könnyen javítani 
képesek, azonban ha mindkét szálat, akkor a javítás lehe-
tősége sokkal limitáltabb, és pontosan a kettős szálú DNS-
törések okoznak olyan mutációkat, kromoszómaátrendező-
déseket, amelyek kihatnak az embriók fejlődésére, illetve a 
terhességi kimenetelekre, súlyos esetben pedig elindítják az 
apoptosist, a programozott sejthalált [36]. Egérkísérleteken 
kimutatták, hogy a petesejtek DNS-javító képessége az élet-
korral csökken, ami azt indukálja, hogy ezeknek a szepa-
rációs technikáknak az idősebb pároknál lehet kiemelkedő 
haszna [38].

Következtetések

Az elmúlt néhány évben egyre nagyobb átalakuláson kezd 
átmenni a meddőségkezelés. Az eddig alkalmazott konven-
cionális technikák, legyen szó a spermiumok vizsgálatáról 
és feldolgozásáról, a petesejtek manipulációjáról vagy az 
embriók tenyésztéséről és szelekciójáról, úgy tűnik, elérték 
a határukat, amit a sikeresség terén nyújtani tudnak. Ahhoz, 
hogy előrébb tudjunk lépni, mélyebb betekintést kell nyer-
nünk az ivarsejtek/embriók belső molekuláris történéseibe. 
Ennek egyik módszere a spermiumok DNS-állományának 
vizsgálata. Az ivarsejtek örökítőanyagának sértetlensége el-
engedhetetlen ahhoz, hogy genetikailag, kromoszomálisan 
egészséges euploid embriókat nyerjünk. Az eddigi gyakor-
lat rendszerint a petesejtek, majd a belőlük képződő emb-

riók anyai életkorral emelkedő aneuploidiájára, kromoszó-
ma-rendellenességeire koncentrált. Mindazonáltal be kell 
látnunk, hogy a zigóta genetikai állományának 50%-a a 
hímivarsejtből származik, ebből kifolyólag szükségessé vál-
tak módszerek, amelyek a hímivarsejtek DNS-intaktságába 
engednek betekinteni. Magyarországon jelenleg olyannyi-
ra gyerekcipőben járnak az ilyen jellegű vizsgálatok, hogy 
nincs szakmailag elfogadott koncepció a spermium SDF-
vizsgálatára, annak indikációira, sőt a WHO megjelenés 
előtti, hatodik kézikönyve is csak most fog foglalkozni a té-
mával, az eddigiek ezt nem tették. Bár a szakirodalom adatai 
még nem teljesen egyértelműek, de úgy tűnik, hogy felállít-
hatóak bizonyos indikációk, amelyek megléte mellett emel-
kedett SDF-re számíthatunk. Andrológiai indikációk:
	 életviteli kockázati tényezők,
	 emelkedett életkor,
	 herevisszér-tágulat,
	 fertőzések, magas ondó-ROS-érték, hormonzavarok 

(magas FSH, alacsony tesztoszteron, magas prolaktin),
	 ismeretlen eredetű meddőség.
Nőgyógyászati indikációk:
	 ismeretlen eredetű meddőség,
	 habituális vetélés,
	 többszöri sikertelen IVF/ICSI-beavatkozás.

Ez utóbbi három indikáció könnyen felismerhető min-
den nőgyógyászkolléga számára, és a kezelt pár andrológus 
kollégához irányítható. Fontos azonban megemlíteni, hogy 
a meddőségi programba való bekerüléskor, ha párhuzamo-
san, kellő alapossággal vizsgáljuk férfi és női betegeinket, ak-
kor a probléma gyökerének korai feltárása sok esetben meg-
kímélheti a párokat többszöri sikertelen kezeléstől vagy ve-
téléstől. Ha nem orvosolható valamilyen terápiával az SDF 
(pl. antioxidáns-terápia, életmódváltás, herevisszértágulat-
helyreállítás, antibiotikumkúra stb.), akkor hazánkban elér-
hető már többféle spermiumszeparációs módszer is, amelyek 
az SDF-index csökkentésére lettek fejlesztve. Mindazonáltal 
ezeknek a szeparációs technikáknak a hasznossága sem tel-
jesen bizonyított napjainkig. Például a rossz válaszképességű 
idősebb betegeinknél csodát nem várhatunk tőlük, de magas 
SDF-érték esetén potenciálisan hasznos eszközként szolgál-
hatnak. Mindezektől függetlenül a következő években mé-
lyebb betekintést kell nyernünk az SDF és az infertilitás kö-
zötti kapcsolatba, valamint a szeparációs technikák potenci-
ális SDF-csökkentő hatásaiba, illetve nagy szükség lenne ar-
ra, hogy további metaanalízisek készüljenek a témában, hogy 
megismerjük, mi is ezeknek a módszereknek a valódi haszna.

A szerzőknek nincsenek anyagi érdekeltségeik.
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