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OSSZEFOGLALAS

A férfi eredetli meddéség a medddségi kezelésben részt-
vev6 parok mintegy felét érinté probléma. A valdsagban ez
a szam sokkal nagyobb is lehet, mivel a legUjabb kutatasok
egyre inkabb alatamasztjak, hogy az ismeretlen eredet(i med-
d6ség esetén (az esetek 15-30%-a), amikor a hagyomanyos
androlégiai vizsgalatok soran semmilyen problémat nem tala-
lunk, akkor sok esetben emelkedett, illetve magas spermium
DNS-fragmentacios érték detektalhatd. Azonban nem csak
ebben az esetben figyelheté meg emelkedett DNS-fragmentd-
cio. Tobb kutatasban is a DNS-fragmentacios index megemel-
kedését tapasztaltak habitualis vetélé holgyek parjainal, tobb-
széri sikertelen lombikbeavatkozas esetén, leukocytospermia
esetén, a varicocele-vel kiizd6knél, magas spermium reaktiv
oxigénszabadgyok-értéknél stb. Kéziratunkban szeretnénk be-
mutatni a szakirodalomban felelhetd indikacioit a spermium
DNS-fragmentacio vizsgalatnak és a DNS-fragmentacid vizs-
gélati modszereit.
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Bevezetés

A medd8ség tébb mint a parok 15%-at érinti vildgszerte és az ese-
tek 50%-aban kapcsolddik a férfi partnerhez (1). A férfiak kivizsga-
lasa alapvetéen a hagyomanyos ondévizsgélatokon alapszik, ame-
lyek nem tUkrozik telies egészében a meddéseg kezelés varhatd
sikerét, gondoljunk csak arra, hogy a paciensek mintegy 15-30%-a
ismeretlen eredet(i meddéséggel kiizd, amely esetekben teliesen
normdlis spermiogram tapasztalhaté (2). A spermiumkoncentracio,
a motilités és a morfologia meghatérozasa nem ad kelld informéa-
ot a spermiumok DNS-dllomdanyanak intaktsagarol, fragmen-
taltsagardl (DNS-fragmentécié — DF) (3). Bizonyos dsszefliggések
megfigyelhetéen az abnormalis spermiogram (pl.: sulyos oligoast-
henoteratozoospermia-szindréma vagy asthenozoospermia) és
DF emelkedése kozott, de normozoospermia esetén semmilyen
paraméter nem utal DF-re, csak a direkt vizsgélat (4, 5).
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Test methods and indications for DNA
fragmentation analysis of spermatozoa

Male infertility is a problem that affects about half of coup-
les in infertility treatment. In reality, this number may be much
higher, as recent research confirms that infertility of idiopat-
hic origin (15-30% of cases), when no problems are found
in conventional andrological examinations, increased sperm
DNA fragmentation value can be detected. However, it is not
the only case when an increased DNA fragmentation can be
observed. Several studies have found an increase in the DNA
fragmentation index in couples with habituated abortions,
multiple failed assisted reproduction cycles, leukocytospermia,
varicocele, high sperm reactive oxygen radicals, and so on. In
our manuscript we would like to present the indications in the
literature for sperm DNA fragmentation testing and DNA frag-
mentation testing methods.
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Habdr ugy tlnik, hogy a petesejtek megtermékenyUlésére
nincs igazan hatassal a spermium DF, azonban szamos meta-
analizis bizonyitja, hogy az embriok fejlédését, az implantaciot
és a terhességet mar anndl inkabb negativan befolyasolhatja
az emelkedett DF (6, 7). A nemzetkdzi tendencidk mindinkabb
afelé mutatnak, hogy a hagyomanyos spermiogram felvéte-
le mellett a spermiumok DF meghatérozasanak is részét kell
képeznie a meddéségi betegellatasnak, hiszen a spermium, a
petesejt és a képz&dE embrid 6rokité anyaganak stabilitésa el-
engedhetetlen a sikeres fogantatashoz (8). Bar a DF vizsgalati
technoldgidja tobb évtizedes multra tekint vissza, androlégia-
ban, in vitro fertilizacioban (IVF) torténd rutinszerdi alkalmazasa
csak az utdbbi néhany évben/évtizedben kerllt el6térbe, ha-
zankban pedig teljesen gyerekcip&ben jar. Ebbdl kifolyolag kéz-
iratunk célia, hogy 6sszefoglaljuk a DF vizsgélatanak modszereit
és indikacioit a nemzetkdzi szakirodalom alapjan.
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A DNS-fragmentacio vizsgalatanak
indikacioi

A DF kialakuldsdhoz mind kilsé, mind pedig belsé tényezék
hozzajarulhatnak. Kilsé tényezd lehet a magas hémérséklet, a
drogok fogyasztasa, a toxinoknak valé kitettség, a dohanyzas, a
sugarzas vagy a kemoterdpia; mig belsd tényez6 a sérdlt spermi-
umérési folyamat, valamilyen fert6zés/gyulladas/leukocytosper-
mia, a magas BMI, a varicocele, egy daganatos megbetegedés,
vagy a diabetes mellitus stb. (9). Ezek mindegyikében k&zos, hogy
kapcsolatba hozhatéak reaktiv oxigén-szabadgyokok (ROS)
képzddésével, amelyek oxidativ karosodasokhoz vezethetnek.
A ROS-ok nélkulozhetetlenek szamos fizioldgiai folyamathoz,
spermiumok esetében példaul az akroszémareakciohoz, illetve
a kapacitacidhoz, de a spermium-petesejt fuzidhoz is elenged-
hetetlenek (10). Kérosan megemelkedett koncentraciéjuk azon-
ban szamos kéros hatés kifejtésére képes, rendkivil reaktivak,
képesek az él6 sejteknek gyakorlatilag barmilyen dsszetevéjével
reakcidba 1épni, karositani azt, Ugy, mint a szénhidratokat, fehér-
jéket, lipideket, de magét az 6rokitd anyagot is, amely utdbbinak
fragmentalodasa hibéas génétirast vagy hibas kromoszéma-szeg-
regaciot, aneuploidiat okozhat (11).
Az aldbbiakban tekintstk 4t milyen indikéaciok lelehetdk fel a
szakirodalomban (7. gbra):
Ismeretlen eredet(i medddéség: kutatasok alapjan az ismeret-
len eredet(i medd6séggel diagnosztizélt parokndl, a férfiak 20-
30%-a kizd 30% feletti DF-értékkel (12). Az ilyen esetek egy
j6 részében a mellékherében vagy az ondévezetékben eltottott
id6 alatt karosodhat a spermiumok DNS-allomanya (13).
Habitualis vetélés: tobb kéziratban vizsgaltak, hogy azoknal
a parokndl, ahol legalabb két vetélés tértént a huszadik ter-
hességi hét el6tt, ott szignifikdnsan magasabb spermium DF
volt kimutathatd a kontrollcsoporthoz viszonyitva. Ameny-
nyiben az ivarsejtek, illetve a bel6ltk képz&d6 embrid ge-
netikai dllomanyaban valamilyen sulyos hiba talélhato, akkor
sok esetben vagy ki sem alakul a terhesség, vagy pedig korai
vetéléssel végzédik (7, 14, 15).
Eletviteli kockazati tényezdk: tobb tanulmany is sziletett
mar bizonyos életviteli faktorokrél, mint DF-et stlyosbito té-
nyezdkrél. Ezek nem mas, mint: a sugarzas, a magas hdmér-
séklet, a kemikalidk, a dohanyzés, az alkoholfogyasztas, a
drogok, tulsuly, cukorbetegség stb. Nagyon fontos megem-
liteni, hogy ezeknek a kockazati tényezéknek hosszu tavu
fennélldsara van szikség, hogy a negativ hatds megnyilva-
nuljon (16—18).
Emelkedett életkor: ahogy a holgyek esetében azt mar rég-
6ta tudjuk, az életkor ndévekedésével parhuzamosan a pete-
sejtek kromoszémalis rendellenességei is emelkednek, egyre
nagyobb az esélye az aneuploidianak (19). Hasonlo jelenség
figyelhetd meg a férfiakndl is. Albani és munkatarsai (20)
munkajaban idésebb férfiaknal szignifikdnsan magasabb
spermium DF-értékeket mértek. Tobb esetben is azonos
eredményt publikaltak (21, 22). A problémat az jelentheti,
hogy nincs egységes allasfoglalds azzal kapcsolatban, hogy
mi mindsdl a férfiaknal magas életkornak.
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IsmeretI?n Habitualis Eletv,lte“. Emelkedett
eredet( A kockazati .
. vetélés ., P életkor
medd&ség tényezék
Fertézés, Tobbes
Varicocele leukocyto- sikertelen
spermia IVF/ICSI ciklus
Magas ROS-
érték

Tunel-assy, Comet-assy, SCSA, SCD

Magas spermium DNS-fragmentacio

Ha lehetséges, akkor terdpias javaslat

Spermiumszeparacio

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

Varicocele: a klinikai varicocele-vel kiizd6 férfiak ondominta-
jaban szignifikansan magasabb ROS-tartalom és alacsonyabb
antioxidans szint mérhet, amivel parhuzamosan megemel-
kedett DF is tapasztalhatd (23—25). Ami még inkabb bizonyit-
ja, hogy a varicocele és a DF kozétt szoros korrelacio all fen,
hogy varicocelectomia utan szinte minden esetben csokken-
nek az elébbiekben emlitett markerek szintjei (DF és ROS) és
akar a spontan fogantatas esélye is fennall (26).
Leukocytospermia és fertézések: a medddséggel kizdd
férfiak akar tobb, mint 15%-anél elGfordulhat valamilyen
fert6zés és leukocytospermia (27). Ami kozos ezekben az
esetekben, hogy maga a fertézés, illetve annak szervezet
altali lekUzdése is ROS-képz&déssel és oxidativ stresszel jar,
ami pedig megemelkedett DF-et okozhat (28). Mind a fer-
t6zésekre, mind a leukocytospermidra hatékony kezelésként
szolgalhatnak kulonféle antibiotikumterapiak, amelyek a be-
tegség lekizdésén tul, ,mellékhatasként” a megemelkedett
DF-szint csokkentésére is alkalmasak (29).

Toébbszori sikertelen IVHICSI (in vitro fertilizacidlintra-ci-
toplazmatikus  spermiuminjektalas) beavatkozés: mind a
fentebb emlitett vetéléshez, mind pedig a sikertelen VF/ICS-be-
avatkozashoz hozzdjarulhat az emelkedett spermium DFE Tébb
munkaban is szoros negativ korrelacét talaltak a spermiumok DF
emelkedése és a terhesség rata csokkenése kozott (6, 30, 31).
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Az onddmintan mért magas ROS-tartalom, vagy valami-
lyen oxidativ stresszel kapcsolatos paraméter: a DF hatte-
rében kozvetett vagy kdzvetlen mddon, de majdnem min-
den esetben a ROS-ok allnak. In vitro kisérletekben human
spermiumokat kezeltek 5 6ran keresztlil 0,001% H,0-dal,
mint oxidativ stresszt okozé agenssel, és szignifikans csok-
kenést tapasztaltak a DNS integritasaban (32). Hasonlé ered-
ményeket publikaltak mas vizsgalati rendszereken is, példaul
halak spermiumain (33). A ROS-ok és a kivéltott oxidativ
karosodasok ellen hasznos terdpiaként szolgalhatnak kilon-
féle antioxidans terapiak, amelyek tobb klinikai vizsgalatban
is bizonyitottak mar (34, 35). A problémét az jelenti, hogy ez
idaig nem szlletett egységes protokoll a hasznalatukra, illet-
ve indokolatlan, vagy utankdvetés nélkdli tulzott hasznalatuk
artalmas is lehet a kivaltott reduktiv stressz miatt (36).

DNS-fragmentacio vizsgalati technikak
és azok hatarértékei

Fenndllé indikacid esetén alapvetéen négy maédszer kozll vélaszt-
hatunk, hogy meghatarozzuk a spermiumok DF mértékét (7. dbra):
Tunel-assay: a terminal deoxinukleotidil-transzferaz d-UTP
Nick End Labeling (TUNEL) assay a DNS kettés spiraljaban
elhelyezked® DNS-toréseket detektéalja, azok szabad 3'-OH
végeire altaldban deoxyuridint (dUTP) épit be enzimatikusan,
amely dUTP-hez fluoroférok konjugélhatdak. A moédszer
leginkabb az egyszalli DNS-torések detektalasara alkalmas,
a fluoroforok altal emittlt jel pedig egyenesen aranyos a
DNS-torések mennyiségével. A detektalashoz hasznalha-
tunk vagy fluoreszcens mikroszképot, vagy pedig aramila-
si citométert. A nemzetkdzileg megallapitott hatarérték,
amely felett magas DF-rél beszélhetlink, az 17% (37), de Ja-
ved és munkatarsai (38) munkajaban ez az érték 22% volt.
Comet-assay: egy elektroforézisen alapuld detektalasi technika.
Alapja, hogy a DNS-molekula negativ toltéssel rendelkezik,
elektromos térbe helyezve a pozitiv irdnyba fog vandorolni
Az intakt DNS-allomény a vandorlds soran egy, jol definialt
csoportba fog t&morlini, ez a comet feje”. A fragmentatt
DNS-dllomany viszont a fragmentek méretének megfelel6-
en szét fog valnj, egy ,farokra” hasonlitd képet adva (39). Ha
egyaltaldn nem figyelheté meg feji rész, akkor 100% DF-rél
beszélhetiink. Kiértékelése torténhet pusztan vizudlisan, illet-
ve szoftveresen is, amely kvantitativ eredménnyel szolgadl A
madszer alkalmas egy- és kétszali DNS-torések detektalasara.
A szakirodalomban nem lelhet6 fel egységes hatarérték sper-
mium DF terén (25% és 50% kozott valtozik), amely annak
koszonhet®, hogy a mintakészitési protokoll sz&mos olyan
lépést tartalmaz, ami nagy tapasztalatot igényel — emiatt a
klinikumban taldn legkevésbé alkalmazott médszer —, emiatt
rendkivll id6igényes és nagy a laborok kozotti széras (38).
Sperm Chromatin Dispersion (SCD) assay: a DF vizsga-
latéra alkalmas technikak kézUl talan az egyik legkevesebb
specidlis berendezést igényld technika, egyszer(ien fénymik-
roszképiaval, brightfield optika segitségével végrehajthato.
A vizsgdlat alapjat az képezi, hogy a spermiumok DNS-al-
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lomanya mennyire érzékeny savas denaturaciora. Az intakt
DNS-sel rendelkez6 sejteknél, a denaturaciot és a nukleris
fehériék eltavolitasat kovetden, a DNS mintegy kiterjed, Un.
,halo-t” képez. Ha a DNS fragmentalt, akkor a DNS-nek ez
a fajta kiterjedése nem torténik meg, vagy csak minimélisan.
Mivel a fragmentalt DNS érzékenyebb a savas denaturalas-
ra, mintegy ,feloldédik” az és nem képez ,halo-t". Egy- és
kétszalu torések detektaldsara egyarant alkalmas. A nem-
zetkodzileg megallapitott hatarérték szerint 25%-0s DF-in-
dexnél mar magas értékrél beszélhetiink, azonban bizonyos
SCD-kiteket forgalmazd marka ezt 30%-ban éllapitotta
meg, de ezektdl teljesen eltérd hatarértékek is olvashatok
a szakirodalomban (38). Nagy héatranya, hogy nem kozvet-
lentl méri a DF-et, hanem kozvetve, a denaturélasra valo
érzékenység alapjan. Tovabba eredménye nagyban fligg a
minta elékészitést és a kiértékelést végzé technikustdl, ebbdl
kifolydlag nagy lehet a széras egyes mérések kozott.
Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA): a modszer
azon az elven alapszik, hogy az acridine orange nev( jel6lé
molekula, ha kétszall DNS-hez kapcsolddik, akkor gerjesz-
tést kovetGen zold fényt emittdl, ha pedig egyszali DNS-
hez, akkor piros fényt. A jeldlést megel¢zéen itt is savas
denaturalas torténik, amelyre a DNS-torések miatt a frag-
mentalt Orokité anyag lesz az érzékeny, igy az a denaturalast
kovetden egyszaluva valik, a jelold bekotddik, és piros fényt
emittal. Kiértékelése torténhet fluoreszcens mikroszkopiaval
és dramlasi citometriaval is. A szakirodalomban fellelheté ha-
tarérték 25% (38). Ez esetben is a modszer indirekt mivolta a
legnagyobb hatrany; illetve leginkabb az egyszalil DNS-toré-
sek kimutataséra alkalmas. Tovabba mind az SCD-, mind az
SCSA-technika olyan vegyszereket hasznal a denaturacié és
a lizis soran, amelyek toxikusak lehetnek.

Kovetkeztetések

Az elébbiekben, ahogy olvashattuk, tébb technika is rendel-
kezéstnkre all a spermiumok DF-indexének meghatarozasa-
ra. Minden moédszernek van elénye és hatranya is, az egyes
laborok le tudjak tenni a voksukat a szamukra legmegfele-
I6bb mddszer mellett (Tunel-assay, Comet-assay, SCD, SCSA).
Fontos megemliteni, hogy ezek a médszerek mindaddig ,ha-
tastalanok”, amig nincs egy egységesen elfogatott allaspont
mind a vizsgalat indikacidi terén, mind pedig annak terén,
hogy mi torténjen a férfi betegeinkkel, ha emelkedett DF-ér-
téket kapunk. Intézetlinkben lehetévé vélt mind a DE mind
az intra- és extracelluldris ROS helyben végzett vizsgalata.
A DF-meghatdrozashoz — Magyarorszagon elséként — SCA
Sope-ot (Microptic, Spanyolorszag) hasznalunk, annak érde-
kében, hogy ahol csak lehetséges, a meghatarozasok ered-
ményei alapjan terapias javaslatok kidolgozasa torténjen meg.
A terdpia alkalmazasat kdvetGen utankdvetést végzink, hogy
a vizsgalt paraméterekben tortént-e valamilyen jellegl javulas
(1. bra). Fontos, hogy a par mindkét tagjat parhuzamosan,
egyUtt vizsgaljuk ki, hiszen lehetséges, hogy az alap férfi ki-
vizsgalds, spermiogram nem mutat semmilyen indikaciot a
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DF-vizsgalatra. Amennyiben nem lehetséges terdpids javas-  tason alapuld szepardlas) valamelyikét alkalmazzuk a termé-
lat felallitasa, illetve a terapiat kdvetéen tovabbra is magas kenyités soran, amelyek csdkkenthetik a hasznalt ondéminta

a DF-index, akkor a hazankban is mér elérhet® spermium-  DF-értékét, bar alkalmazasuk tényleges hasznarél egyelére

szeparalasi moddszerek (pl.: magneses szeparalas, mikrofluidi-

=

. Oztekin U, Canikliog ~ lu M, Sari S, et al. Evaluation of male infertility prevalen-

megoszlanak a vélemények (8).

https://doi.org/10.18632/aging. 101946

ce with clinical outcomes in middle Anatolian region. Cureus 2019; 11: e5122. 21. Lu R, Chen X, Yu W, et al. Analysis of age-associated alternation of SCSA
https://doi.org/10.7759/cureus.5122 sperm DNA fragmentation index and semen characteristics of 1790 subfer-
2. Quaas A, Dokras A. Diagnosis and treatment of unexplained infertility. Rev tile males in China. J Clin Lab Anal 2020; 34: e23548.
Obstet Gynecol 2008; 1: 69-76. https://doi.org/10.1002jcla.23548
3. Guzick DS, Overstreet J, Factor-Litvak P et al. National cooperative repro- 22. Pino V, Sanz A, Valdés N, et al. The effects of aging on semen parameters
ductive medicine network. Sperm morphology, motility, and concent- and sperm DNA fragmentation. JBRA Assist Reprod 2020; 24: 82-86.
ration in fertile and infertile men. N Engl J Med 2001; 345: 1388-93. https://doi.org/10.5935/1518-0557.20190058
https:/doi.org/10.1056/NEJMoa003005 23. Sheehan MM, Ramasamy R, Lamb DJ. Molecular mechanisms involved in
4. Belloc S, Benkhalifa M, Cohen-Bacrie M, et al. Which isolated sperm varicocele-associated infertility. J Assist Reprod Genet 2014; 31: 521-6.
abnormality is most related to sperm DNA damage in men presen- https://doi.org/10.1007/s10815-014-0200-9
ting for infertility evaluation. J Assist Reprod Genet 2014; 31: 527-32.  24. Agarwal A, Sekhon LH. Oxidative stress and antioxidants for idiopathic oli-
https://doi.org/10.1007/s10815-014-0194-3 goasthenoteratospermia: Is it justified? Indian J Urol 2011; 27: 74-85.
5. Evgeni E, Charalabopoulos K, Asimakopoulos B. Human sperm DNA frag- https://doi.org/10.4103/0970-1591.78437
mentation and its correlation with conventional semen parameters. J  25. O'Brien J, Zini A. Sperm DNA integrity and male infertility: A review. Urology
Reprod Infertil 2014; 15: 2-14. 2005; 65: 16-22. https//doi.org/10.1016/j.urology.2004.07.015
6. Simon L, Zini A, Dyachenko A, et al. A systematic review and meta-analysis ~ 26. Yao H, Li F, Qiu X, et al. The effect of varicocele repair for sperm DNA frag-
to determine the effect of sperm DNA damage on in vitro fertilization and mentation: A protocol for systematic review and meta-analysis. Medicine
intracytoplasmic sperm injection outcome. Asian J Androl 2017; 19: 80-90. (Baltimore) 2020; 99: €21960. https://doi.org/10.1097/MD.0000000000021960
httpsz//doi.org/10.4103/1008-682X.182822 27. Jung JH, Kim MH, KimJ, et al. Treatment of leukocytospermia in male infer-
7. Tan J, Taskin O, Albert A, et al. Association between sperm DNA frag- tility: A systematic review. World J Mens Health 2016; 34: 165-172.
mentation and idiopathic recurrent pregnancy loss: a systematic re- https://doi.org/10.5534/wjmh.2016.34.3.165
view and meta-analysis. Reprod Biomed Online 2019; 38: 95%960. 28. Agarwal A, Mulgund A, Alshahrani S et al. Reactive oxygen species and
https://doi.org/10.1016/j.rbmo.2018.12.029 sperm DNA damage in infertile men presenting with low level leukocytos-
8. Maté G, Torok A. Spermiumdiagnosztikai- és szelekcios eljarasok. Magyar permia. Reprod Biol Endocrinol 2014; 12: 126.
NGorvosok Lapja 2020; 83: 271-275. httpsz//doi.org/10.1186/1477-7827-12-126
9. Kim GY. What should be done for men with sperm DNA fragmentation? Clin ~ 29. Moubasher A, Sayed H, Mosaad E, et al. Impact of leukocytospermia on
Exp Reprod Med 2018; 45: 101-109. https//doi.org/10.5653/cerm.2018.45.3.101 sperm dynamic motility parameters, DNA and chromosomal integrity. Cent
10. Takeshima T, Kuroda S, Yumura Y. Reactive Oxygen Species and Sperm Cells. In European J Urol 2018; 71: 470-475. https://doi.org/10.5173/ceju.2018.1724
FilipC, AlbuEeds,Reactive OxygenSpecies(ROS)inLivingCells.InTechOpen2018.  30. Bach PV, Schlegel PN. Sperm DNA damage and its role in IVF and ICSI. Basic
https://doi.org/10.5772/intechopen.73037 Clin Androl 2016; 26: 15. https:/doi.org/10.1186/512610-016-0043-6
11. Halliwell B, Gutteridge JMC. Free radicals in biology and medicine. Oxford: 31. Benchaib M, Braun V, Lornage J, et al. Sperm DNA fragmentation decrea-
Oxford University Press; 2007. ses the pregnancy rate in an assisted reproductive technique. Hum Reprod
12. Oleszczuk K, Augustinsson L, Bayat N, et al. Prevalence of high DNA frag- 2003; 18: 1023-8. httpsv//doi.org/10.1093/humrep/deg228
mentation index in male partners of unexplained infertile couples. Andro-  32. Wu J, Wu, S, Xie Y, et al. Zinc protects sperm from being damaged by reac-
logy 2013; 1: 357-60. https://doi.org/10.1111/).2047-2927.2012.00041.x tive oxygen species in assisted reproduction techniques. Reprod Biomed
13. Esteves SC, Roque M, Garrido N. Use of testicular sperm for intracytoplas- Online 2015; 30: 334-9. https//doi.org/10.1016/j.rbmo.2014.12.008
mic sperm injection in men with high sperm DNA fragmentation: a SWOT  33. Dietrich GJ, Szpyrka A, Wojtczak M, et al. Effects of UV irradiation and
analysis. Asian J Androl 2018; 20: 1-8. https//doi.org/10.4103/aja.aja_7_17 hydrogen peroxide on DNA fragmentation, motility and fertilizing ability of
14. Bareh GM, Jacoby E, Binkley P, et al. Sperm deoxyribonudleic acid fragmen- rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) spermatozoa. Theriogenology 2005;
tation assessment in normozoospermic male partners of couples with 64: 1809-22. https//doi.org/10.1016/j.theriogenology.2005.04.010
unexplained recurrent pregnancy loss: a prospective study. Fertil Steril 2016;  34. Majzoub A, Agarwal A, Esteves SC. Antioxidants for elevated sperm DNA
105: 329-36. https//doi.org/10.1016/j.fertnstert.2015.10.033 fragmentation: a mini review. Trans| Androl Urol 2017; 6: S649-5653.
15. Khadem N, Poorhoseyni A, Jalali M, et al. Sperm DNA fragmentation in https://doi.org/10.21037/tau.2017.07.09
couples with unexplained recurrent spontaneous abortions. Andrologia  35. Micic S, Lalic N, Djordjevic D, et al. Double-blind, randomised, placebo-cont-
2014; 46: 126-30. https//doi.org/10.111V/and. 12056 rolled trial on the effect of L-carnitine and L-acetylcarnitine on sperm para-
16. Boeri L, Capogrosso P Ventimiglia E, et al. Undiagnosed prediabetes status meters in men with idiopathic oligoasthenozoospermia. Andrologia 2019;
is associated with a reduced effectiveness of phosphodiesterase type 5 in- 51: e13267. https//doi.org/10.1117/and. 13267
hibitors in men with erectile dysfunction. Int J Impot Res 2020; 32: 393-400.  36. Henkel R, Sandhu |, Agarwal A. The excessive use of antioxidant therapy: a
https://doi.org/10.1038/s41443-019-0149-4 possible cause of male infertility? Andrologia 2019; 51: e13162.
17. Pacey AA. Environmental and lifestyle factors associated with sperm DNA https//doi.org/10.111Vand. 13162
damage. Hum Fertil (Camb) 2010; 13: 189-93. 37. Sharma, R, Ahmad G, Esteves SC, et al. Terminal deoxynucleotidyl transfera-
https://doi.org/10.3109/14647273.2010.531883 se dUTP nick end labeling (TUNEL) assay using bench top flow cytometer
18. Zhang MH, Zhai LR, Fang ZY, et al. Impact of a mild scrotal heating on sperm for evaluation of sperm DNA fragmentation in fertility laboratories: pro-
chromosomal abnormality, acrosin activity and seminal alpha-glucosidase in tocol, reference values, and quality control. J Assist Reprod Genet 2016; 33:
human fertile males. Andrologia 2018; 50: 12985. 291-300. https//doi.org/10.1007/510815-015-0635-7
https://doi.org/10.1117and.12985 38. Javed A, Talkad MS, Ramaiah MK. Evaluation of sperm DNA fragmentation
19. Franasiak JM, Forman EJ, Hong KH, et al. The nature of aneuploidy with inc- using multiple methods: a comparison of their predictive power for male
reasing age of the female partner: a review of 15,169 consecutive trophec- infertility. Clin Exp Reprod Med 2019; 46: 14-21.
toderm biopsies evaluated with comprehensive chromosomal screening. https://doi.org/10.5653/cerm.2019.46.1.14
Fertil Steril 2014; 101: 656-663. https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2013.11.004  39. Klaude M, Eriksson S, Nygren J, et al. The comet assay: mechanisms and
20. Albani E, Castellano S, Gurrieri B, et al. Male age: negative impact on sperm technical considerations. Mutat Res 1996; 363: 89-96.

DNA fragmentation. Aging (Albany NY) 2019; 11: 2749-2761.

https/doi.org/10.1016/0921-8777(95)00063-1



