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Roviditesek jegyzéke

AR gén: androgén receptor gén

AZF: azoospermia faktor

CBAVD: kongenitalis bilateralis vas deferens hiany
CFTR gén: cisztas fibrdzis transzmembrén regulétor fehérje gén
CK: kreatin kinaz

CUAVD: kongenitalis unilateralis vas deferens hiany
DAZ gén: deleted in azoospermia gén

DTT: ditiotreitol

FISH: fluorescens in situ hibridizacio

FMR1 gén: fragilis X mentalis retardacié gén

FSH: luteinizalé hormon

GnRH: gonadotropin-releasing hormon

HA: hialuronsav

HBA-teszt: hialuronsav-koto teszt

HspAZ2: a spermiumokban termelédé ho sokk fehérje tipus
ICE: interchromosomal effect, interkromoszomalis hatas
ICSI: intracitoplazmatikus spermium injektalas

IVF: in vitro fertilizacio

KAL1 gén: a Kallmann szindréma génje, anosmin-1

LH: luteiniz&l6 hormon

LIS: litium-dijodszalicilat

MAIS: mild androgen insensitivity syndrome, az androgén inszenzitivitasi szindroma enyhe
forméja

PAR: pszeudoautoszomalis régio



PCR: polimeraz lancreakcid

PHA: fitohemagglutinin

PGD: preimplantacios genetikai diagnosztika

POF: korai ovariumelégtelenség

SBMA: spinalis és bulbaris muszkularis atréfia

SCO: Sertioli Cell Only szindroma

SHOX gen: short stature homeobox gén

SRY gén: az Y kromoszoma szex determinacioért felelés génje
STS: sequence tagged site

TESE: tesztikularis spermium extrakcio

ZFY gén: az Y kromoszoman 1év6 cink-ujj fehérjét kodolo gén



1. BEVEZETES

A fejlett orszagok (Eur6pa és Eszak Amerika) népessége kiilonbozé tarsadalmi,
szocidlis és gazdasagi tényezOk miatt csokken, kisebb a gyermekvallalasi kedv és né a
halalozési rata. A kevesebb gyermek sziiletéséhez jelentds mértékben hozzajarul a magas
infertilitasi arany, a mortalitasi értékek ndvekedéseében pedig a sziv és érrendszeri, valamint a
daganatos megbetegedések jatszanak dont6 szerepet. Magyarorszagon a nyolcvanas évek
elején kezd6dott a népesség szamanak csokkenése. Az ezredfordulé utan a magyar népesség
évente 40 ezer fével csokkent, mara tiz millio6 ald esett hazank lakdinak szama. A
népességcsokkenés hatterében szamos ok allhat: megvaltozott tarsadalmi szokasok (a nék
foglalkoztatasa, a nem hazassagban él0k és a valdsok nagy szama), romlo szocialis helyzet.
Mindezek mellett fontos sziiletési aranyszamot csokkentd tényezé a meddd hazasparok nagy
szdma, a mesterséges reprodukcios technikak gyakori ismételt sikertelensége a nem megfelel6
beagyazddas, illetve korai vetélések miatt, ami jelentdsen csokkenti a parok gyermekvallalasi
kedvét.

A fejlett orszagokban a meddd hazasparok arnya 10-15%, az esetek felének hatterében
genetikai eltérés allhat. Ezek vizsgélata napjainkban egyre nagyobb jelentdséget nyer, tobb
ma mar a rutin diagnosztika részévé valt. A genetikai vizsgalat jelent6sége, hogy az eltérések
tisztdzasaval az esetek jelentds részében adatot nyerhetiink az utdéd genetikai kockazatarol, az
asszisztalt reprodukcid varhato sikerességerél, Utmutatast kapunk a legcélravezetébb modszer
megvalasztasahoz, esetleg donor spermium/petesejt szilkségességének megitéléséhez. Fontos
annak elérése, hogy a genetikai vizsgélatokra az in vitro fertilizacié (IVF) elvégzése el6tt, ne
csupan tobb sikertelen probalkozas utan kertljon sor. Sikeres IVF utdn nagyobb a
genetikailag rendellenes utod sziiletésének kockazata. A genetikai okok ismeretében a nagy
genetikai kockézatl esetekben preimplantacidés vagy prenatalis vizsgalattal megel6zhetjik

karosodott gyermek sziiletését.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az infertilitds meghatarozasa és eléfordulasi gyakorisaga

Az infertilitds fogalomkorébe tartoznak a férfi és ndi eredetii meddéség kiilonbozo
formai, valamint az ismétlodé vetélések, amennyiben ezek hatterében nem derithetd ki
egyértelmii n6gydgyaszati, vagy androldgiai tényezd. Infertilitasrol beszéliink, ha rendszeres,
fogamzasgatlastol mentes hazasélet ellenére egy év alatt nem kovetkezik be terhesség (Foresta
és mtsai, 2002). Amennyiben elézéleg sem jott létre terhesség, primer infertilitasrol,
amennyiben az anamnézisben szerepel terhesség, szekunder infertilitasrél van sz6. Ismétlédo
vetélésrol két, vagy tobb vetélés/magzati elhalas esetén beszélink. A kutatasi eredmények
alapjan megallapithatd, hogy az infertilitds hatterében 40%-ban nbgyogyaszati, 40%-ban
andrologiai tényezok allnak, mig 20%-ban az okok mindkét félben kereshetok (Huynh és
mtsai, 2002; ESHRE Capri Workshop Group, 2004).

A férfi infertilitas okai lehetnek pretesztikularis, tesztikularis diszfunkcioval 6sszefiiggd
¢s poszttesztikularis eredetieck. A pretesztikularis okok kozé a hipogonadizmus és a
kdzosulési problémak tartoznak. A tesztikularis diszfunkcié lehet velesziletett, szerzett vagy
idiopatias. A veleszilett okok kodzé soroljuk az anorchiat, cryptorhidizmust, vas deferens
hianyt és egyéb genetikai eltéréseket. Szerzett eltérések a tesztisz trauma, az orchitis, az
epididimitis, a prostatitis, a prostatovasculitis, a varicokele illetve szdmos antispermatogén
agens (kemoterapia, irradiacio, hé) hatasara bekovetkezé valtozasok. A poszttesztikuléris
okok kozott a sériléseket, a fertézéseket, a gyulladasokat és az autoimmun infertilitast kell
megemliteniink. A néi infertilitds okai funkcionalis vagy organikus eredetliek lehetnek. A
funkcionalis okokhoz tartoznak az endokrin miikodés, vagy a peteérés zavarai, az organikus
okok kozé a reprodukcidoban részt vevd szervek egyéb betegségei, mint a petevezeték-

elzérddas és a méhfejlédési rendellenességek (Klinikai Genetikai Szakmai Kollégium, 2006).



A fejlett orszagokban az infertilitas gyakorisaga 10-15%-ra tehetd, hét eurdpai parbol
egy reprodukciés nehézségekkel kiizd, mig az ismétldd6 vetélések gyakorissdga 0,5-3%
kozott valtozik a reproduktiv életkorban 1év6é hazasparok esetén (Foresta és mtsai, 2002;
Krausz, 2011). A Kozponti Statisztikai Hivatal adatai szerint hazankban 100-150 ezerre
becsiilhet6 a medd6 parok szama, amely az elmult években rohamosan né. E névekedésben
szerepet jatszik az a tény, hogy mig régebben a parok elfogadtak a gyermektelenség tényét,
mara a tarsadalmi nyitottsag miatt egyre gyakrabban fordulnak orvoshoz. Ett6l fiiggetlentil
megallapithatd, hogy az infertilitds abszol(t gyakorisaga nd. Ennek héatterében szdmos
tényez0 allhat, igy a férfiak csokkend spermium koncentracidja, szamos kornyezeti artalom,
epigenetikai tényezok stb., de nem hagyhatjuk figyelmen kivil a pszichés okokat sem.
2.2. A férfi nemzoképtelenség genetikai okai

Az infertilis férfiak vizsgalata az androlégiai vizsgalattal (sperma analizissel) kezd6dik.
Anatomiai és fizioldgiai okok hianyaban felmeriil a genetikai eredet lehetOsége. Az esetek
felében vérhatd genetikai eltérés, de csak mintegy 15%-ban sikerll azt diagnosztizalni.
Szamos tényez6é ismeretlen és ritka, s a genetikai eltérések mellett epigenetikai eredetii
valtozésokra is szamitani lehet. A genetikai rendellenességek lehetnek kromoszomalis,
Mendeli 6roklédésti (monogénes) és multifaktorialis eredetiick (Foresta és mtsai, 2002; Ferlin
és mtsai, 2006; Krausz, 2011; Jungwirth és mtsai, 2012). A férfi infertilitds hatterében alld

leggyakoribb genetikai tényezoket az 1. tablazatban foglaljuk 6ssze.



Kromoszoma-eltérések Génmutaciok

Nemi kromoszéma eltérések Y kromoszéma
e 45X e YQll mikrodeléciok (AZF régid)
o 46,XX _ . X kromoszéma
* 47’XXY3 48’XXXYj stb. e Kallmann szindroma (KAL1)
o 471XYY; _48’XXYY’ S:[b' o e Androgén inszenzitivitas szindroma
e Szerkezeti Y kromoszoma-eltérések (AR)
e Mozaikossag e .
Autoszéma eltérések Autoszomalis génmutaciok
e Robertson-transzlokacio o CFTRmutsciok
e Reciprok-transzlokacio * Mendeli médon 6r6klodo
o Inverzié anyagcsere betegségek
o Egyéb szerkezeti eltérések e Gonadotropin-receptorok mutacioi

1. tablazat. A férfi infertilitas fontosabb genetikai okai.

2.2.1. Kromoszoma eltérések

A kromoszoma-elvaltozasok incidencidja 1:100, fele szambeli, fele szerkezeti eltérés, de
el6fordulhat a szdmbeli és szerkezeti eltérések egyiittes jelenléte is (Jackson, 2002; Silber és
Repping, 2002). Mind a szambeli, mind a szerkezeti kromoszoma eltérések gyakrabban
fordulnak el6é infertilis férfiakban, mint az atlag populacioban. Az andrologiai eredeti
medddség hatterében az esetek mintegy 5%-aban all kromoszémalis ok, amely azoospermia
esetén 15%-ra emelkedik (Foresta és mtsai, 2002; Vicdan eés mtsai, 2004; Nagvenkar és mtsali,
2005; Krausz, 2011; Jungwirth és mtsai, 2012).

A nemi kromoszoma rendellenességek a kromoszoma eltérések 80%-at teszik Ki
(Hargreave, 2000; Visootsak és mtsai, 2001; Huynh és mtsai, 2002), nagy részik szambeli
kromoszoma aberracié (Klinefelter szindroma és variacioi, szamfeletti Y kromoszéma)
(Powell, 1999). Kevesebb a szerkezeti rendellenesség, ezek tobbsége az Y kromoszoma
makroszkopos szerkezeti elvaltozasa. Eléfordul még az Y kromoszoéma révid karjanak az X

kromoszomara, vagy autoszomakra torténé transzlokacidja, amikor a 46,XX Kkariotipus
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ellenére férfi fenotipus alakul ki. Ez 90%-ban a nemet meghatarozé SRY (sex determination
region) gén jelenlétével magyardzhatd. A férfi infertilitds hatterében legtdbbszor Klinefelter
szindroma, vagy a nemi kromoszomak egyéb szdm-, vagy szerkezetbeli eltérése all (3,7%)
(Krausz, 2011; Jungwirth és mtsai, 2012).

Az autoszOmék kiegyensulyozott reciprok és Robertson transzlokécidja szintén
infertilitashoz vezethet. A reciprok transzlokacio infertilis populacidban valé el6fordulasi
gyakorisaga 0,7-1,2%, mig a normal populacidéban 0,09%. A transzlokacié kiilonb6zé
kromoszoma részek kicserélodésével jon létre. A transzlokacié altaldban fenotipusos
elvaltozast nem okoz, de ismétlédd magzati vetélésekhez vezethet a kiegyensulyozatlan
transzlokaciot hordoz6 spermiumok szamanak (20-80%) gyakorisaga miatt. A Robertson
transzlokacio két akrocentrikus kromoszéma fazidjaval jon létre, amikor a rovid karok
elvesztése mellett létrejové dicentrikus kromoszoma a két hossza karbol all. Az elvéltozas a
meidzis folyamatanak zavara révén Kkarosithatja a spermatogenezist. A Robertson
transzlokacié el6fordulasi gyakorisdga a populécidban 0,1%, infertilis férfiak kozott joval
gyakoribb, 0,9% koruli (Foresta és mtsai, 2002; Ferlin és mtsai, 2006).

2.2.2. Az Y kromoszoma hosszu karjanak delécioi

A genetikai okok kozott a férfi infertilitasért a Klinefelter-szindroma utan
leggyakrabban az Y kromoszéma hosszi karjanak mikrodelécioi okozta csokkent
spermiumszam tehet6 feleléssé (Simoni és mtsai, 2004; Jungwirth és mtsai, 2012). Irodalmi
adatok szerint az azoospermias férfiaknal gyakoribbak az Y kromoszéma mikrodelécioi, mint
oligozoospermia esetén, gyakorisaguk a 15%-ot is elérheti (Krausz és mtsai, 2001). Az Y
kromoszoma AZF (azoospermia faktor) régidja felel6s a spermatogenezisért, mely harom
alrégiora oszthatdé: AZFa, AZFb és AZFc (Vogt és mtsai, 1996). E régiok kiilonb6zo

mikrodelécioi eltérd variaciokat eredményeznek: leggyakoribb az AZFc delécid (az Gsszes
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eset 79%-a), melyet gyakorisagban az AZFb (9%), AZFb+c (6%), AZFa (3%) és AZFa+b+c
(46,XX kariotipusu férfiak, 3%) régid delécioja kovet (Simoni és mtsai, 2004).

Az AZF régié amplikonokba szervezddott repetitiv szekvenciakbol épiil fel, melyek
parosaval és ellentétes orientacidban palindromokat alkotnak (Skaletsky és mtsai, 2003). Ez a
szervezOdés kedvez - homolog rekombinacié révén - a deléciok és atrendezédések
kialakulasanak (Repping és mtsai, 2003). A régi6 60 fehérjét kddold génje kozil 27 herében
expresszalodo fehérjet kodol. A deléciok soran elvesztett gének funkciokiesése karositja a
spermatogenezist (Simoni és mtsai, 2004).

Az AZFa régié 1,1 Mb nagysagu és egy kdpiaban tartalmazza az USP9Y és a DBY
géneket (Blanco és mtsai, 2000). Az AZFb és az AZFc régio 24 génbdl all, ezek legtobbje
tobbszords kdpidban van jelen. Az AZFb régié delécidja 6,2 Mb nagysagu, mig az infertilis
férfiakra legjellemzObb AZFc delécidja 3,5 Mb elvesztésével jar. Az AZFb és AZFc régid
egyuttes delécidja a rekombinaciotol fiiggden 7,7 Mb vagy 7 Mb nagysagu DNS szakaszt
érint (Repping és mtsai, 2002).

Az AZFa régio delécidja komplett Sertioli Cell Only (SCO) szindréméaval és
azoospermidval jar. Ilyen delécioval rendelkezd férfiak heréjébdl nem nyerhetd spermium
intracitoplazmatikus spermium injektaldshoz (ICSI). AZFb és AZFb+c delécid szintén
okozhat SCO szindréomat, vagy mas spermiumképzddési zavar révén azoospermiat. Néhany
tanulmany szerint ezekben az esetekben sem nyerhet6 spermium a hereszovetbdl a
tesztikularis spermium extrakcié (TESE) soran (Krausz és mtsai, 2000; Hopps és mtsai,
2003). Tehat az AZFa, AZFb és AZFb+c delécio esetén még az ICSI sem lehetséges. Az
AZFc régié deléciogja valtozatos klinikai és szOvettani fenotipussal jarhat. Ilyen tipusa delécio
azoospermids és oligozoospermids férfiakra jellemzd. AZFc delécids férfiak hereszdvetébol
TESE-vel nyerheté ICSI-re alkalmas spermium (Luetjens és mtsai, 2002; Oates és mtsali,

2002). Az illet6 férfi finigyermeke AZFc delécidé hordozo lesz.
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Az Y kromoszOma szerkezetét és a delécid6 mechanizmuséat figyelembe véve parcidlis
mikrodeléciok is elo6fordulhatnak az AZFb és az AZFc régiokban. A részleges deléciok
el6fordulasa és patologiai jelentdsége még nem teljesen tisztazott. A gr/gr tipusu deléciok
esetében dsszefliggést talaltak a spermiumképzés zavaraval (Repping és mtsai, 2003). A gr/gr
parcialis deléciok sordn az AZFc gének fele elvész, beleértve a legfontosabb AZFc gén, a
DAZ (deleted in azoospermia) gén két kopidjat is. A gr/gr delécié mellett a leggyakoribb a
b2/b3 és a b1/b3 tipusu parciélis delécid, melyek fertilitdsban jatszott szerepe nem jelentds
(Giachini és mtsai, 2005). Az Y kromoszoma és az AZFc régié szerkezetét az 1. abra
mutatja.

2.2.3. Az SRY gén

Az Y kromoszdma azoospermia faktor gének kiesése mellett figyelmet érdemel az SRY
gén, amely az Y kromoszoma révid karjanak proximalis részen talalhatd (Mizuno és mtsai,
2005). Az SRY gén egy transzkripcids faktort kodol, amely szdmos gén szabalyozasaban vesz
részt (Strachan és Read, 2004). Az SRY gén az Y kromoszomardl az X kromoszdémara
transzlokalodhat, 46,XX férfi szindromat eredményezve. A szindroma prevalenciaja 1:20000
(Maduro és Lamb, 2002). Ezek a férfiak fenotipusosan normaélisak, heréjuk kisebb, a
herecsatorndk hialinizalodtak, nincs spermium képzésik, az FSH szint emelkedett, a
tesztoszteron szint csokkent (Zenteno-Ruiz és mtsai, 2001).

2.2.4. Génmutaciok
2.2.4.1. Kallmann-szindréma

A Kallmann-szindrbma anozmidval vagy hipozmidval téarsult hipogonadotrop
hipogonadizmus (gonadotropin defektus), melynek incidenciaja 1:60000. A szindroma
hatterében a hipotalamusz GnRH szekrécidjanak deficienciajat az X kromoszomahoz kotott
KAL1 gén mutécioi okozzak (Hargreave, 2000; Foresta és mtsai, 2002). A mutans gén koros

anozmin molekuldt kddol, igy a GnRH neuronok normalis szinapszis képzése elmarad
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(Layman, 2002). A szindromara a késOi pubertas, magas termet, hipoplazids here és pénisz,

Kriptorhizmus és a szaglas hianya vagy csokkent volta jellemzo.

A
PAR1
i <— SRY
<« ZFY Yp: az Y kromoszoma révid karja
Yp - ) YJ: az ¥ kromoszdoma hosszUu karja
Eukromatin PAR1, PAR2: pszeudoautoszomalis régié
Centromer —s»- B
sY84,sY86
Iy
SY127,8Y134 et Yiel |
sY1191 75 b1/b3 delécio
sY254, sY255 b2/b3 delécio Il
Ya 1. sY1291 R
.......... I gri/gr delécio
........... sY1206 r /
<— Heterokromatin - Il
""" $¥1206

| sY1201
PAR2 — I

1. abra. Az Y kromoszoma (A) és az AZFc régi6 (B) szerkezete. Az Y kromoszéma hosszl karjanak (Yq)
AZFa, AZFb és AZFc régidi. Az AZFc régi6 amplikonjai részt vesznek a parcidlis mikrodeléciok
kialakulasaban (gr/gr, b1/b3 és b2/b3 delécid). Az abran lathatdk a vizsgalt sequence tagged site (STS) —ok

(sY84,sY86, sY127,sY134, sY254, sY255, sY1161, sY1191, sY1201, sY1206 és sY1291).

2.2.4.2. Az androgén inszenzitivitasi szindroma
Az androgén inszenzitivitasi szindromanak szamos formaja ismert, melynek enyhe
formaja (MAIS) szintén infertilitassal tarsul. A betegség hatterében a célszovetek androgeén,

tesztoszteron és dihidrotesztoszteron hormonokra valo csokkent érzekenysége all, amelyért az
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androgén receptor (AR) fehérje koros miikodése tehetd feleléssé (Krausz, 2011). Az AR gén
az X kromoszéma hosszU karjan talalhatd, transzaktivald, DNS- és szteroid-koté doménekkel
rendelkezik. A gén két polimorf trinukleotid mikroszatellitat tartalmaz a transzaktivalé domén
koédolasaért felelos 1. exonjaban. Az elsé mikroszatellita, a poliglutamin szakasz (CAG), 8-
60 kozotti ismétldésbol allhat, mig a masodik poliglicin (GGC) ismétlddés 4-31 kozott
valtozhat. A poliglutamin szakasz hosszaval kiilonb6z6 korképek hozhatdk dsszefliggésbe. A
prosztata rékra, a hepatocellularis karcindmara és a mentélis retardacidra a szakasz extrém
rovidsége, mig a spinélis és bulbaris muszkuléris atréfiara (SBMA) a CAG repeat 40 folotti
ismétlodési szama jellemz6. A poliglutamin szakasz novekedését dsszefiiggésbe hozzék a
férfi infertilitas, a nem megfelelé maszkulinizacié kialakulasaval (MAIS) (Jaaskeldinen,
2012).
2.2.4.3. Cisztas fibrozis

A cisztas fibrozis az egyik leggyakoribb autoszomalis recessziv 6roklésmenetti korkép,
eléfordulasi gyakorisaga 1:2500 (Lewis-Jones és mtsai, 2000). A betegség héatterében a
sejtmembran klorid csatornait szabalyoz6 CFTR fehérje mikodésképtelensége all, a
beslirosodott nyak elzarja a kiilsé elvalasztasi mirigyek kivezetdcsoveit. Kongenitalis
bilateralis vas deferens hianyban (congenital bilateral absence of vas deferens, CBAVD)
szenvedd férfiben mindkét vas deferens hianyzik, vagy atjarhatatlan a spermiumok szamara,
azoospermiat okozva, kongenitélis unilateralis vas deferens hiany (congenital unliateral
absence of vas deferens, CUAVD) esetén egy vas deferens van és sulyos oligozoospermiéat
okoz (spermiumszam <5x10%ml) (Foresta és mtsai, 2002; Maduro és Lamb, 2002).
Magyarorszagon a A-F508 mutacid mintegy 60%-ban &ll a cisztds fibrdzis hatterében.
Tovébbi gyakori mutacidk az R117H, a 218delA, és a 1148T mutacidk, de kettés (compaund)
heterozigétak is eléfordulnak. Az 5/7/9T polimorfizmus a CBAVD-re jellemz6 (Németh és

mtsai, 1996).
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2.2.4.4. A gonadotrép hormonokat kddolo gének mutacioi

A GnRH receptor mutacioi hipogonadotrép hipogonadizmushoz vezetnek, mig a
gonadotropin (LH, FSH) gének mutécidi alacsonyabb 6sztrodiol szintet, hipogonadizmust,
csokkent spermiumképzési képességet eredményeznek. Az LH mutécidi sulyosabb
fenotipusos kdvetkezményekkel jarnak, mint az FSH mutacidi, mivel az LH a herék
tesztoszterontermel képesseégét szabalyozza, mig az FSH a spermiumtermelést kontrollalja
(Foresta és mtsai, 2002; Krausz, 2011).
2.2.5. A spermiumok genetikai eltérései
2.2.5.1. A spermiumok aneuploidiaja

A spermiumsejtek nagyobb gyakorisaggal tartalmaznak genetikai eltéréseket:
kromoszoma aberraciokat, génmutaciokat, mint a szomatikus sejtek (Foresta és mtsai, 2002).
Ugyanakkor a spermiumok tanulmanyozésa egyrészt sokkal nehezebb, masrészt
vizsgalatukkal csak az adott minta genetikai eltéréseir6l kaphatunk informaciot.
Leggyakrabban a spermiumok aneuploididit és diploidiait vizsgaltdk (Downie és mtsai, 1997;
Egozcue és mtsai, 1997; Jakab és mtsai, 2003). Az éretlen spermiumok ardnya és a
kromoszoma diszomiak gyakorisaga 0sszefuiggésben all egymassal, mivel a diszomia féleg az
éretlen spermiumokra jellemz6 (Kovanci es mtsai, 2001). Az eretlen spermiumok aranya
csokken, ha a spermium koncentracié né (Kovanci és mtsai, 2001; Celik-Ozenci és mtsali,
2004). Normal kariotipusu, de infertilis férfiak csokkent spermiumkoncentracioval és/vagy
morfologiailag koros spermiumok nagy szamaval bird férfiak nagyobb eséllyel termelnek
aneuploid kromoszéma készletli spermatozoakat, féleg a nemi kromoszémak tekintetében
(Shi és Martin, 2001). A fluorescens in situ hibridizacio (FISH) alkalmas nagyszamu
a spermium mintak becsult szambeli kromoszoéma aberracioinak meghatarozasara az

Ugynevezett konzervativ mddszer, melynek soran egy autoszoma és a két nemi kromoszoma
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fluorescens jeldlésével hatarozzuk meg szambeli eltérésiik gyakorisagat (Downie és mtsali,
1997; Egozcue és mtsai, 1997; Jakab és mtsai, 2003).
2.2.5.2. A spermiumok hialuronsav koto képessége

A spermiumsejtek citoplazmajanak spermatogenezisben valé atalakuldsa soran a plazma
membran hialuronsav (HA) koté helyei is kialakulnak, melyek a zona pellucidahoz vald
kotédésben jatszanak szerepet (Huszar és mtsai, 1997; 2003). A HA kotés a HA receptorok
jelenlététdl fuigg, mely Osszefliggésben van a sejtek érettségével (Huszar és Vigue, 1993). A
HA-hoz kotott, ill. kotédni képes spermium életképes és intakt DNS-el rendelkezik (Huszar és
mtsai, 2007; Yagci és mtsai, 2010). Szdmos tanulmény talalt Osszefliggést a csokkent
spermium érettség, a magas kromoszéma aneuploidia, az apoptozis és a fragmentalt DNS
allomany kozott (Huszar és Vigue, 1993; Huszar és mtsai, 2000; 2003, 2007; Yagci és mtsali,
2010). A HA kotédésen alapuld spermiumszelekciés modszerek jelentdsen csokkentik a
kromoszoma aberraciok gyakorisagat (Jakab és mtsai, 2005). Ez kuléndsen fontos az ICSI
eljards sorén, mivel az infertilis férfiak spermiumsejtjei fragmentéalt DNS-t és kromoszéma
aberraciokat tartalmazhatnak (Celik-Ozenci és mtsai, 2004; Huszar és mtsai, 2007).
2.2.5.3. Non-diszjunkci6 — kromoszémak szegregacidja okozta kiegyensulyozatlan
kromoszéma készlet

A kiegyensulyozott transzlokaciét hordozo férfiak rendszerint nem mutatnak klinikai
tlnetet, de a spermatogenezis soran fellépé non-diszjunkcio kovetkeztében a spermiumsejtek
jelentds hanyada kiegyensulyozatlan formdban tartalmazza az érintett kromoszoémakat. Ez
leggyakrabban ismétlodé vetéléseket okozva vezet infertilitashoz (Morel és mtsai, 2004;
Perrin és mtsai, 2010).

Kiegyensulyozott reciprok transzlokacié hordozo esetén az elsé meiotikus osztodas
soran quadrivalens képzddik a transzlokalt kromoszémak és a normal homoldgok kozott a

spermatocita pachytén allapotaban, ot eltér6 szegregacios utat eredményezve. Kizardlag az
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alternal6 szegregéciés mod vezet kromoszomalisan normalis és kiegyensulyozott gamétak
keletkezééshez. A tovabbi négy szegregédciés mdd (adjacent I, adjacent I, 3:1 és 4:0)
kromoszomalisan kiegyensulyozotlan spermiumsejteket eredményez (Egozcue és mtsai, 2000;
Morel és mtsai, 2004; Perrin és mtsai, 2010). Mindezek mellett a strukturélis atrendez6édés
interkromoszomalis hatas (ICE) révén olyan korés megoszlasu bivalenseket eredményezhet,
melyek nem érintettek a reciprok transzlokacioban, és amelyek non-diszjunkcidéhoz és
aneuploid spermatozodhoz vezethetnek (Blanco és mtsai, 2000; Estop és mtsai, 2000;
Gianaroli és mtsai, 2002).

Az 1980-as évekig heterospecifikus fekundacié segitségével tanulmanyoztdk a
meiotikus szegregaciot aranyhdrcsdg petesejtet human spermatozoaval termékenyitve meg
(Morel és mtsai, 2004; Perrin és mtsai, 2010). A FISH bevezetésével lehet6vé valt a
spermiumsejtek kromoszoma allomanyanak tanulmanyozasa (Downie és mtsai, 1997;
Egozcue és mtsai, 1997; Escudero és mtsai, 2003).

2.3. A néi infertilitas leggyakoribb genetikai okai

A molekularis bioldgia fejlodésének koszonhetden szamos tanulmény sziletett, mely a
ndi infertilitds hatterében allé genetikai okokat tisztdzza. A kromoszdéma aberraciok mellett
szd&mos gén mutacioja vezethet infertilitdshoz, tdbbek kozott a hipotalamusz-hipofizis-
petefészek tengely hormontermeléséért felelés gének defektusai, a szteroid bioszintézis
zavarai, valamint a szteroid hormonokra valo érzéketlenség, melyeket szintén gyakran
génmutaciok okoznak (Foresta és mtsai, 2002; Laml és mtsai, 2002; ESHRE Capri Workshop
Group, 2004; Shelling és mtsai, 2010). Az asszisztalt reprodukcids eljarasok soran
hormonkezelésre rosszul reagalok esetében is felmeriil a genetikai tényezo szerepe (Foresta,
2002). A kromoszoma eltérés nélkiili n6k igen magas aranyban (tobb mint 20%) képeznek
kromoszomaélisan koros oocitdkat. Elérehaladott anyai életkor esetén az oocitakat érinté

genetikai eltérések gyakorisaga nd, ezért asszisztalt reprodukcié el6tt ajanlott a genetikai

18



tandcsadas (Foresta és mtsai, 2002; ESHRE Capri Workshop Group, 2004; Klinikai Genetikali
Szakmai Kollégium, 2006). A ndéi infertilitas hatterében all6 leggyakoribb genetikai

tényezOket a 2. tdblazat foglalja 6ssze.

Kromoszoma-eltérések Génmutaciok
Nemi kromoszéma eltérések X kromoszéma
e 45X e Fragilis X szindroma (FMR1)
e 46,XY e Kallmann szindroma (KAL1)
o 47 XXX; 48,XXXX; sth. e Komplett androgén inszenzitivitasi
e i(Xq); del(Xq); del(Xp); r(X); stb. szindréma (AR)
e X-autoszéma transzlokéacidk Autoszoméak
* Mozaikossag o Mendeli médon  6rokléds

Autoszoma eltérések

, . anyagcsere betegségek
e Robertson-transzlokacio

e Gonadotropin-receptorok genetikai

e Reciprok-transzlokacio defektusai
e Inverzio . e GnRH receptor genetikai defektusa
o Eqgyéb szerkezeti eltérések

2. tablazat. A néi infertilitas fontosabb genetikai okai.

2.3.1. Kromoszoma eltérések

A néi infertilitasban leggyakrabban eldforduld kromoszoma eltérés a Turner-szindroma,
de szamos autoszomat érintd strukturdlis kromoszoma aberracid is okozhat medddséget. A
noket érintd kromoszoéma aberracidk gyakorisdga infertilitdsban 5%, ebbdl 2,8% szambeli
nemi kromoszéma eltérés mig 2,1% autoszoémat érinté strukturalis abnormalitas. Nemi
kromoszéma eltérést hordoz6 ndk fenotipusa nagyon variabilis, jellemz6é a primer ovarium
diszfunkcié  (hipergonadotropizmus) primer és szekunder amenorrhoedval vagy
oligomenorrhoeaval. A Turner-szindroma el6fordulasi aranya a primer amenorrhoeasok
kozott 30%-ra tehetd. Az autoszomalis strukturalis abnormalitasok (els6sorban
Kiegyensulyozott transzlokaciok) ismételt vetéléseket erdményeznek. Ugyanakkor ndékben

bizonyos kromoszéma aberraciok (példaul 47,XXX) nem feltétlendl jarnak infertilitassal
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(Foresta és mtsai, 2002; ESHRE Capri Workshop Group, 2004; Klinikai Genetikai Szakmai
Kollégium, 2006).
2.3.2. Génmutéaciok

A fragilis X szindroma fidk mentélis retardacidjanak leggyakoribb oka, melyet az
FMR1 gén 1. exonjaban 1év6 CGG trinukleotid repeatek expanzidja okoz. Az FMR1 génben a
CGG repeatek szama normalis esetben 6-45 kozott van. Ha az ismétlddési szam 54-200
kdzottire né és az allél nem metilalt, premutaciorol beszélink, mig 200 folotti repeat szam
esetén alakul ki a mentélis retardacidval jaré szindroma. A korai petefészek elégtelenség
(premature ovarian failure, POF) sporadikus eldforduldsa esetén 1,6%, mig familiaris
halmozodasnal 16%-ban varhaté az FMR1 gén premutécidja. Az FMR1 premutéciot hordozo
nék 15-25%-a korai ovarium elégtelenségben szenved (Tassone és mtsai, 2008; Filipovic-
Sadic es mtsai, 2010). A POF jellemz6 tiinetei az oligomenorrhoea és a magas gonadotropin
szint (Shelling és mtsai, 2010). A premutécidt hordozok az asszisztalt reprodukcios eljarasok
soran a hormonkezelésre rosszul reagalnak (Foresta és mtsai, 2002; Laml és mtsai, 2002).

A Kallmann-szindroma, melyet a KAL1 gén mutacidi okoznak, nagyon ritka esetben
okoz infertilitast n6kben primer amenorrhoeédval, hypergonadotropinizmussal és anosmidval.
A szindroma gyakran uterus malformaciokkal is tarsul. A heterozigéta mutécidhordozok nem
mutatnak tlineteket (Hargreave, 2000; Foresta és mtsai, 2002).

Az androgén receptor gén mutacioi 46, XY Kkariotipus mellett komplett androgén
inszenzitivitasi szindromat okozhatnak normal néi kiilsé genitaliakkal, azonban ebben a
betegségcsoportban az infertilitds csak a tlinetek velejaroja (Jaéskeldinen, 2012). Vannak
azonban olyan betegségek, amelyekben az infertilitas vezet6 tinet: az FSH, az LH és a GnRH

receptor gének valamint az FSH gén mutaciéi (Foresta és mtsai,2002).
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2.4, Célkitiizések

Kisérletes munkém célja az infertilitas hatterében allé genetikai eltérések vizsgalata és a
hazai betegek korében végzett vizsgalati eredmények 6sszehasonlitasa a nemzetkdzi irodalmi
adatokkal. E cél megval6sitdsdhoz az aldbbi vizsgélatokat végeztem:

— Infertilis férfiak és nok citogenetikai vizsgalataval az infertilitishoz vezetd
kiegyensulyozott kromoszoma eltérések vizsgalata és azok gyakorisaganak dsszevetése
a nemzetkozi adatokkal.
mikrodelécidk és kdpiaszam varidcidk (parcialis mikrodeléciok) vizsgalata. A talalt
deléciok  el6fordulasi  gyakorisagdnak — 0sszehasonlitisa  normal  spermium
paraméterekkel rendelkez6 ¢és bizonyitottan fertilis (legalabb egy gyermekkel
rendelkez6 férfiak) férfiakbdl all6 kontroll csoportok adataival és az irodalmi adatokkal.

— Csokkent szamu és/vagy koros mozgast spermiummal bird infertilis férfiak
spermiumainak vizsgalata egy jellemz6 biokémiai markerrel, a hialuronsav koto
képesség meghatarozasaval. Ugyanazon férfiak spermiumaiban kromoszoma aberréaciok
vizsgalata FISH mddszerrel. A talalt eltérések dsszehasonlitasa a kiilonb6z6 kéros és
normalis spermium paraméterekkel bird egyénekben. Osszefiiggés tanulmanyozasa a
spermiumszam, a spermiumok mozgasi képessége, hialuronsav kot képessége és a
spermiumsejtek kromoszoma aberracioinak gyakorisaga kdzott.

— Kiegyensulyozott transzlokacié hordozo infertilis férfi meiotikus szegregacidjanak
tanulmanyozasaval a szegregaciés mintdzat meghatarozdsa és az eredmények
Osszevetese az irodalmi adatokkal. Tovabba a transzlokéacidban érintett kromoszoméak
interkromoszomalis hatdsanak vizsgélata és az eredmények kontroll csoporttal vald

0sszehasonlitasa.
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— Korai ovarium elégtelenségben szenvedé nék FMR1 génjében jelenlévé CGG triplet
expanzidjanak vizsgalata. Az eltérés gyakorisaganak megallapitasa és nemzetkozi
adatokkal torténd 0sszevetése.

— Végil célom a genetikai vizsgalatok eredményének megismertetése a medddség
Kivizsgalasaban hazankban ma kozremiikod6 szakemberekkel. A sziilész-négyodgyasz,
andrologus es az IVF-ban kozremiik6dé kollégak figyelmének felhivasa a genetikai

vizsgalatok elvégzésenek sziigségességere IVF-t megel6zéen.
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. A vizsgéalatban résztvevék
3.1.1. Avizsgalt infertilis férfiak és nék

2007 januar 1. és 2012 marcius 31. kozott 500 esetben (305 férfi és 195 nd) kertilt sor
citogenetikai vizsgélatra organikus és endokrinoldgiai okok kizérasat kovetéen. Szazdtven
idiopétias - Klinikai eltérés nélkili és normalis kariotipusu - infertilis férfi Y kromoszoma
mikrodelécids és parcialis mikrodelécios vizsgalatat végeztiik. Koziilik a 64 azoospermias (az
ejakulatum nem tartalmazott spermiumsejteket) és a 86 nem obstruktiv oligozoospermias
(atlagos spermiumkoncentracio: 4,8 x 10%/ml; 0,1-14 x 10%ml) infertilis férfi spermium
mintait WHO kritériumok szerint osztalyoztuk (WHO, 2010).

A spermium sejtek vizsgalata soran 28 infertilis, normalis kariotipust férfi spermium
mintdinak kromoszOéma aberrdcié gyakorisdgat ¢és hialuronsav kotédési  képességét
tanulmanyoztuk. A sperma vizsgalat eredményét a WHO 2010-es referencia értékei alapjan
értékeltik. A spermium koncentracio és motilitds allapjan a vizsgélt betegeket harom
csoportba osztottuk: oligozoospermids, asthenozoospermids €és oligoasthenozoospermias
betegek csoportjdba. Az oligozoospermias csoportba tartozd tiz férfi spermium
koncentracitja 15 x 10%ml alatt (range: 1-15), a progresszivan mozg6 sejtek aranya 32%
folott volt (range: 35-80). A kilenc asthenozoospermids ferfi spermium koncentracidja a
normal tartomanyba esett (range: 18-58), de a progressziven mozgé sejtek aranya 32% alatt
maradt (range: 5-30). Az oligoasthenozoospermias csoport (n=9) alacsony spermium
koncentracidju (range: 4-12) és rossz mozgasu sejteket produkalo (range: 0-32) férfiakbol allt.

A szegregéciés tanulmanyban egy t(3;6)(g21;923) kiegyensulyozott transzlokaciot
hordozé férfi spermiumainak FISH vizsgélatat végeztik. A beteg feleségénél a kivizsgalast

megelézéen negy év alatt négy spontdn abortusz tortént. Az abortuszokra hét és kilenc
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terhességi hét koriil keriilt sor. A beteg spermium koncentracidja 81 x 10%/ml volt, 60 %-ban
normalisan mozgo sejtekkel.

Az FMR1 gén vizsgélatara 17 korai ovarium elégtelenségben szenvedd, normalis
kariotipusu n6 esetében keriilt sor. A gén triplet expanzidja vizsgalatanak szligségessége az
endokrinoldgiai eltérések (oligomenorrhoea és magas gonadotropin szint), valamint az
asszisztalt reprodukci6 soran az ovarium stimulaciora adott elégtelen vélasz alapjan merilt
fel.

A betegek a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudoméanyi Centrum (DE OEC)
Sziilészeti és Nobgyogyaszati Klinika Meddéségi/Endokrinoldgiai Szakrendelésérél, a DE
OEC Urologiai Klinika Andrologiai Szakrendelésérél, a DE OEC Gyermekgyogyaszati
Intézet, Klinikai Genetikai KOzpont jarobeteg szakrendelésérdl, valamint a Kaali Intézatbol
érkeztek.

Minden beteg csoport esetében irasban adott beleegyezd nyilatkozattal, illetve etikai
engedellyel (2976/2012-EHR) rendelkeztink.

3.1.2. Kontroll csoportok

Széztiz normozoospermias férfi (4tlagos spermiumkoncentracié: 46,2 x 10%/ml, range:
18-114) és 22 bizonyitottan fertilis ferfi (legalabb egy egészséges gyermekik sziletett)
szolgalt kontrollként a parcidlis mikrodelécids vizsgalat soran.

A spermiumok kromoszoma aberracié gyakorisaganak és hialuronsav kotodési
képességének meghatarozasahoz 17 normozoospermias spermium donor (atlagos
spermiumkoncentracid: 85,8 x 10%/ml, range: 40-160) szolgalt kontrollként.

A szegregacios tanulményban az interkromoszomalis hatés tanulmanyozéséhoz egyrészt
6t normozoospermiés férfi (1. csoport: atlagos spermiumkoncentracié: 95,3 x 10%/ml, range:
41-160; és 60% folotti normal motilitasu sejtek, range: 60-95), és masik 6t oligozoospermias,

normélis kariotipust férfi (2. csoport: atlagos spermiumkoncentracio: 6,4 x 10%ml, range: 3-
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15; és 60% folotti normal motilitasu sejtek, range: 60-85) szolgalt kontrollként. A két kontroll
csoportban a normalis morfol6giajd spermium sejtek aranya 30% folott volt.

Minden kontroll csoport sperma analizise WHO kritériumok szerint tortént (WHO,
2010). A Kkontroll csoportok mintdi a DE OEC Uroldgiai Klinika Androlégiai
Szakrendelésérél, a DE OEC Gyermekgydgyaszati Intézet, Klinikai Genetikai Kdzpont
jarobeteg szakrendelésérdl és a Kaali Intézetb6l érkeztek.

Minden kontroll csoport esetében irasban adott beleegyez6 nyilatkozattal, illetve etikai
engedéllyel (2976/2012-EHR) rendelkeztlink.

A vizsgalatban résztvevé betegek és kontroll csoportok megoszlasit a 2. abra

szemlélteti.

A VIZSGALATBAN RESZTVEVOK

Citogenetikailag =~ —> Y mikrodelécio/parcidlis
vizsgalt infertilis férfi: 305 deléci6: 150 (+ kontroll: 132)

/ \ Spermiumok kromoszdma

aberracioinak kimutatasa/
Osszes vizsgalt HBA-assay: 28 (+ kontroll: 17)
infertilis: 500

Szegregacids analizis: 1

(ICE hatas: + 10 kontroll)

Citogenetikailag
vizsgalt infertilis n6: 195 —> FMRI1: 17

2. &bra. A vizsgalatban résztvevo betegek és kontroll csoportok megoszlésa.
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3.2. Vizsgalati modszerek
3.2.1. Citogenetikai és FISH vizsgalat

A betegek konstitdcionalis kariotipusat hagyomanyos citogenetikai analizissel
hataroztuk meg. A vizsgalathoz 3-5 ml Na-heparinnal alvadasgatolt vért hasznaltunk. Minden
tenyésztéedénybe 5 ml tenyészt6oldatot (fitohemagglutinin (PHA) tartalmd lymphochrome)
és 0,5 ml alvadasgatolt vért mértiink. A tenyésztéedényt 72 orara 37 °C-0s, CO, (5%)
termosztatba helyeztiik. A sejtkultura metafazisban valo leallitasa colchicinnel, az interfazisu
sejtmagok és metafazisi kromoszomak nyerése standard maédszerrel (hipotonizalas: 0,075 M
KCI és fixalas: metanol:ecetsav 3:1 aranyu keveréke, Carnoy-fixalo) tortént.

A Giemsa savozas (G-savozas) a leggyakrabban alkalmazott eljaras a rutin citogenetikai
analizis soran. A targylemezeket nehany masodpercre 0,005%-os tripszin oldatba helyeztiik,
majd 5 percig Giemsa festékkel festettik. A Giemsa festék az AT-gazdag, késon replikalddo,
tobbnyire inaktiv géneket tartalmazo kromoszomarészekhez kotédik (sotét sav). A GC-
gazdag, koran replikalodo, aktiv génekkel biré kromoszémarészek vilagos savként jelennek
meg.

A metafazisok értékeléséhez Leica, Leitz Diaplan és Nikon mikroszkdopokat és Lucia
Cytogenetics System szoftvert hasznaltunk. A betegek kariotipusanak megadasara az
International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) 2009-es nevezéktananak
megfeleléen keriilt sor (Shaffer és mtsai, 2009).

A FISH vizsgalathoz a kromoszdémapreparalas soran nyert sejtszuszpenziot hasznaltuk.
A vizsgalat metafazisu kromoszomakon es interfazisu sejteken egyarant végezhetd. A vérbol
nyert kromoszoma preparatumokon végzett FISH vizsgalatot a nemi kromoszémak szambeli
mozaicizmusanak kimutatasara, a mozaicizmus meértékének meghatarozasara, az SRY gen
meglétének igazolasara, lokalizacidjanak meghatarozasara és transzlokaciok kimutatasara

hasznaltuk.
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A FISH vizsgélat soran a mitézisban blokkolt, hipotonizalt, fixalt sejteket targylemezre
cseppentettiik. Szaritds utan a lemezeket 37°C-0s 2 X SSC/0.5% NP-40 (Nonidet P-40
Substitute, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldatba helyeztik 15 percre, majd néhany
perces pepszines (Pepsin lyophilized powder, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
emésztéssel az extracellularis fehérjéket eltavolitottuk. A mosast kovetben a dehidralas
felszalld alkoholsorban tortént. Szaradast kovetGen a prObakat felvittikk a targylemezek el6re
megjeldlt részeire. A vizsgalat soran X (DXZ1, SpectrumOrange), Y (DYZ1, SpectrumGreen)
centromera specifikus prébakat, SRY specifikus prébat (SpectrumOrange) (Abbott/Vysis, Des
Plaines, IL, USA) és a szegregacidés tanulmanyhoz 3-as (CEP3, Red; Cytocell, Cambridge,
UK) és 6-0s kromoszéma centromera specifikus probakat (CEP6, Spectrum Aqua; Kreatech
Diagnostics, Durham, UK), valamint a 3-as kromoszoéma hosszukar végére specifikus
szubtelomerikus prébat (3qter, Spectrum Green; Cytocell, Cambridge, UK) alkalmaztunk. A
probak és a mintak denaturacidja 76°C-on tortént 3 percig, mig a hibridiz&ciéra 37°C-on egy
éjszakan at hibridizacios készilékben (Hybrite, Abbott/Vysis, Des Plaines, IL, USA) keriilt
sor. A poszthibridizaciés mosas 50% formamid/ 2X SSC oldatban tértént 42 °C-on 15 percig.
A lemezeket ezutan 2X SSC oldatban 10 percig és 2X SSC/ 0,1 % NP-40 oldatban 5 percig
szobah6n mostuk. A sejtmagokat 4’-6° diamino-2-fenil-indol (DAPI, Abbott/Vysis, Des
Plaines, IL, USA) oldattal festettik.

A sejteket Zeiss Axioplan2 mikroszkopban (Carl Zeiss, Jena, Germany) ISIS szoftver
(Metasystems, Althussheim, Germany) segitsegével értékeltik.

3.2.2. DNS izolalas

Az Y kromoszoma molekularis genetikai vizsgalataihoz és az FMR1 gen fragment
analiziséhez EDTA-val alvadasgatolt periférias vérbol DNS-t izolaltunk. A genomikus DNS
izolalasa QiaAmp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségevel tortént a gyarto altal

ajanlott protokollnak megfeleléen.
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Az Y mikrodeléciok vizsgalatat polimeraz lancreakcidval (PCR) végeztik az ajanlott
protokoll szerint (Simoni és mtsai, 2004). Az AZF régié pontosan meghatarozott szekvenciait
(sequence tagged site (STS)-ok) amplifikdltuk. A meghatarozas mindharom AZF régiora
specifikus STS-primerekkel tortént, egy-egy régidban kilon PCR-ben két primerpért
alkalmaztunk (1A. abra): AZFa régiora: sY84, sY86, AZFb régiora: sY127, sY134, AZFc
régiora: sY254, sY255 (mindketté a DAZ génben). Amplifikécio hidnya delécidra utalt. A
parcialis deléci6 megéllapitaséhoz 6t STS régiot vizsgéltunk (1B. &bra): gr/gr tipusu
deléciorol beszéllnk, ha az sY1291 deletalodott, az sY1161, sY1191, sY1201 és sY1206 jelen
van, b2/b3 delécio esetén az sY1191 hidnyzik, az sY1161, sY1201, sY1206 és sY1291 jelen
van, illetve b1/b3 delécié esetén az sY1161, sY1191 és sY1291 deletalodott, az sY1201 és
sY1206 amplifikalddott (Giachini és mtsai, 2005).

Az Y mikrodelécio kimutatasdhoz kontroll PCR-eket alkalmaztunk: pozitiv kontrollnak
normdl spermatogenezisti férflak DNS mintait, negativ kontrollnak néi DNS mintékat
hasznaltunk. Vizes kontrollal a reagens kontaminaciot ellendriztiik. Belsé kontrollnak a
ZFX/ZFY gént hasznaltuk, mivel nékben és férfiakban is megtalalhatd. Az Y kromoszéma
meglétét a kromoszoma rovid karjan 1évé SRY gén vizsgélataval ellendriztik. A parcialis
mikrodeléciok kimutatasara az sY1191 és sY1291 site-ok multiplex amplifikacioban, mig az
Osszes tobbi szimplex PCR-ben kertlt felsokszorozasra.

Az STS PCR reakcidk paraméterei a kdvetkezok voltak: 100ng DNS, 0,2 mM dNTP,
0,1 uM minden primerbdl és 2 U DreamTaq DNS polimerdz 10X PCR pufferben. A PCR
termékek Veriti thermal cycler (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) PCR késziilékben

amplifikdlodtak. A PCR termékeket 2%-0s agar6z gélen valasztottuk el.
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szintjét y>-probéaval fejeztik ki (SigmaStat szoftver, San Jose, CA, USA), P=0,05 szintet
tekintve szignifikansnak.
3.2.4. Spermiumok hialuronsav-koté képességének vizsgalata

A FISH vizsgéalathoz hasznalt spermium mintak hialuronsav koté képességét vizsgaltuk
45: tiz oligozoospermias, kilenc asthenozoospermias, kilenc oligoasthenozoospermiés és 17
normozoospermias kontroll férfi esetében. A spermium mintakat szobahén (18-28°C) hagytuk
elfoly6sodni 30-60 percig. A mintdkbdl szobah6n 7-10 ul-t HBA-tesztre (MidAtlantic
Diagnostics, Martlon, NJ, USA) pipettdztunk a targylemez kodzepére, melyre CELL-VU
fed6lemezt tettlink, Ugyelve a buborékmentes elhelyezésre. A lemezt 10 percig szobah6n
hagytuk, mely sziikséges a spermiumsejtek hialuronsavhoz valé kotddéséhez. A
hialuronsavhoz ko6t6dott mozgd spermiumok aranyat a kovetkezd képlet (HBA-teszt)

segitségével szamoltuk:

kotottmozgo sp enminmesejtek szama

Lotodesi o= b
Kotodes © 100 X . ) . )
O88Zes 110Zg0 SP ermiunmszam

3.2.5. Spermiumok FISH vizsgéalata

A spermaanalizis utdn a vizsgélat helyére 1 ml nativ ondod keriilt Eppendorf csében. A
spermium mintakbol keneteket keszitettiink, ezeket metanol és ecetsav 3:1 aranyud
keverékével 10 percig fixaltuk, majd etanol sorozatban dehidraltuk. A spermiumfej kompakt
DNS-allomanyat eldszor 10 mmol/l ditiotreitol (DTT, Sigma, St. Louis, MO, USA) + 0,1
mmol/l Tris-HCI (pH 8,0) oldattal, majd 10 mmol/I litium-dijodszalicilat (LIS, Sigma, St.
Louis, MO, USA) + 0,1 mmol/l Tris-HCI oldattal dekondenzaltuk. Az aneuploidia
meghatarozasahoz az irodalomban elfogadott ajanlas szerint harom kromoszéma szambeli

eltérését vizsgaltuk, a 17-es (D17Z1, SpectrumAqua), az X (DXZ1, SpectrumOrange) és az Y
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kromoszoma (DY Z1, SpectrumGreen) (Abbott/\Vysis, Des Plaines, IL, USA) centromerajahoz
kot6d6 probak segitségével (Downie és mtsai, 1997; Egozcue és mtsai, 1997). A szegregacios
analizishez a periférias vérben kimutatott kiegyensulyozott transzlokaciora specifikus FISH
prébéakat hasznaltuk, a t(3;6)(g21;923) hordozé ferfi esetében a 3-as (CEP3, Red; Cytocell,
Cambridge, UK) és 6-os (CEP6, Spectrum Aqua; Kreatech Diagnostics, Durham, UK)
kromoszéma centromera specifikus és a 3-as kromoszoma hosszu karjanak szubtelomerikus
alkalmaztuk. A FISH vizsgalat a probakat gyart6 cég altal javasolt protokoll szerint torténik.

A spermiumok  kromoszéma  aberrdcidjanak  meghatarozdsdhoz  és  az
interkromoszomalis hatas tanulmanyozasahoz kenetenként 5000 sejtet elemeztiink. Az atlagos
hibridizacids hatékonysag >98% volt. A sejtmagokat, amelyek egymassal atfedtek, vagy nem
volt hibridizacios szignaljuk, kihagytuk az értékelésbél. A vizsgalat értékelésehez Zeiss
Axioplan2 (Carl Zeiss, Jena, Germany) fluorescens mikroszképot és ISIS softvert
(Metasystems, Althussheim, Germany) hasznaltunk. Diszomnak tekintettiik a spermiumsejtet,
ha harom fluorescens jelet detektaltunk (valamelyik vizsgélt kromoszémabdl tbbet tartalmaz
a sejt), diploidnak, ha négyet (a két autoszoma szignal mellett latjuk a két nemi kromoszémat
iS).

Mivel az 0Osszes kromoszoéma nagyszamu spermiumon vald egyidejii vizsgalata
rendkiviil id6- €és munkaigényes volna, elfogadott mddszer a kumulativ aneuploidia becslése a
nemi kromoszoméak és legaldbb egy autoszomalis kromoszoma diszomia frekvenciajanak
ismeretében (Downie és mtsai, 1997; Egozcue és mtsai, 1997). Azt feltételezve, hogy a nemi
kromoszéma nulliszomia a diszomiaval megegyez6é gyakorisaggal fordul el6, valamint a 22
autoszoma aneuploidia frekvencidja egymassal azonos, a minta becsult szambeli

kromoszomaaberracio gyakorisagat a kovetkez6képpen szamoltuk:
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D
Ahol,

A az 1smert autoszomalis diszomia frekvencia (1 7-es kromoszoma)
B: nemi kromoszoma diszomia frekvencia
C: diploidiagyakorisag
D: becsiilt kumulativ aneuploidia trekvencia
E: a minta becsult szambeli kromos zomaaberracio gyakorisaga
A szegregacios mintazat tanulmanyozasahoz 2000 spermium sejtet elemeztiink, ahol a
szignalmintazat a meiotikus szegregacionak kdszdnhet6en egyedi variabilitast mutat.
A vizsgalt csoportok statisztikai analizise soran a minta normalitasat Shapiro-Wilk teszt,
a minta homogenitasat Barlett-teszt segitségevel allapitottuk meg. Az atlagos spermium
koncentracio, HA-koté képesség, diszOmia és diploidia gyakorisag, valamint a becsult
szambeli kromoszéma aberracié gyakorisaga kozotti kiillonbségek statisztikai analizise Mann-
Whitney/Wilcoxon két mintés teszt és Kruskal-Wallis teszt (ha nincs normalitas), illetve két
mintas t-proba (normalitas esetén) segitségével tortént (SigmaStat és SPSS softver, San Jose,
CA, USA). Az osszefiiggést a spermium koncentracio, HA-kot6 képesség és a spermiumok
becsilt szdmbeli kromoszéma aberracié gyakorisdga kozott Pearson- korrelacios teszt
segitsegével allapitottuk meg. A szegregacids analizis soran az interkromoszomalis hatés
tanulmanyozésara a kiilsnbségek szignifikancia szintjét y°-prébaval fejeztiik ki (Statistica
szoftver, StatSoft, Tulsa, OK, USA). A statisztikai elemzés soran P<0.05 szintet tekintettiik
szignifikansnak.
3.2.6. Az FMRL1 gén vizsgalata
Az FMR1 gen 5 vegén taldlhato CGG trinukleotid repeateket tartalmazo régiot

polimeréz lancreakcié (PCR) technikaval amplifikaljuk az Amplidex™ FMR1 PCR Kit

(Asuragen, Austin, TX, USA) segitségével. A Kit protokollja harom 1épésbél all: PCR,
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kapillaris elektroforézis és a fragment méretének analizise. A PCR reakciok paraméterei a kit
protokolljanak megfeleléen a kovetkezok voltak: 11,45 ul GC-Rich Amp Puffer, 0,5 ul FMR1
F,R FAM-Primerek, 0,5 ul FMR1 CGG Primer, 0,5 ul Diluent, 0,05 ul GC-Rich Polimeraz
Mix és 2 ul DNS (a reakcioelegyben 20-40 ng). A PCR termékek Veriti thermal cycler
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) PCR készilékben amplifikalodtak. A kapillaris
elektroferézishez a reakciokat a kovetkez6képpen mértiik 6ssze: 11 pl Hi-Di formamid, 2 pl
ROX 1000 Size Ladder és 2 ul denaturéalt PCR termék (95°C, 2 perc). A minta elvalasztasa
3500xL-Avant Genetic Analyzer készilléken POP-7 polimeren tortént (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). A fragment analizis sordn kapott méretet GeneMapper 4.0/4.1
szoftver segitségével analizaltuk. A program két korrekcids faktor segitségével szamitja ki a
repeat szamot a termékcsucs méretébdl mindkét allélon:

Termekesucs; — ¢,
CGG,=

m,
CGG;: repeat szam

Co: méret korrekcids faktor, 232,6
Mmo: mozgasi korrekcios faktor, 2,962
A detektalhatdé repeat szam 5 és 200 kozé esik, a modszerrel a mozaikos esetek is

kimutathatok.
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4. EREDMENYEK

4.1. Citogenetika és molekularis citogenetika

A citogenetikai vizsgélat sordn autoszémalis szambeli eltérést egyetlen esetben sem
talaltunk. Ez nem meglepd, hiszen ezek a kiegyensulyozatlan eltérések rendszerint mar
szliletéskor (s6t mar prenatdlisan) felismerheté durva fenotipusos elvaltozasokkal jarnak.
Ezért n6kben és férfiakban csak kiegyensulyozott autoszémalis eltérések vagy csak a nemi
kromoszéméak szambeli eltérései varhatok.

Citogenetikai eltérést a 305 vizsgalt férfi kdzul 20 betegben észleltiink (6,6%), 12
esetben (3,9%) a nemi kromoszéméak rendellenességeit igazoltuk. Tiz férfiben Klinefelter-
szindromat (47,XXY, 3,3%), egy esetben (0,33%) mozaik ring Y kromoszomat mutattunk ki.
Egy férfi vizsgalata soran 46,XX Kkariotipus mellett az SRY gént FISH mddszerrel az X
kromoszoma révid karjan detektaltuk (3. abra). Hat betegben (2%) autoszomakat érintd
kiegyensulyozott transzlokaciokat mutattunk ki; harom esetben reciprok transzlokaciot -
46,XY,1(3;6)(921;923), 46,XY,t(2;5)(p13;921), 46,XY,t(7;20)(p15;p13) - hérom tovabbi
esetben Robertson-transzlokaciot (45,XY,rob(13;14)mat). Két alkalommal igazoltuk (0,66%)
a 9-es kromoszoma pericentrikus inverzidjat. Az infertilis férfiak kariotipus eltéréseit a 4.

abran mutatjuk be.
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3. abra. X/SRY transzlokacié FISH képe 46,XX kariotipusu infertilis férfi esetében. Zold szignal az X

kromoszOmat, piros szignal az SRY gént jelzi metafazisu és interfazisa sejteken.

84T KXY (n=10)

w46 XX (n=1)

w45 XY46, X riY) (n=1)

® Reciprok transzlokacio (n=3)
w 45 XY rob(13;14)mat (n=3)

» 48 XY inv(2) (n=2)

4. abra. Citogenetikai eltérések a vizsgalt infertilis férfiakban. A 305 vizsgalt eset kdzll 20 beteg hordozott

citogenetikai eltérést (6,6%).

Az infertilis nk esetében a 195 betegbdl 15 esetben (7,7%) mutattunk ki citogenetikai
eltérést (5. abra). Az egyik leggyakoribb kromoszéma aberracionak a nemi kromoszomak

szdmbeli eltérései bizonyultak mozaikos formaban: a 195 esetb6l hét (3,6%) esetben talaltunk
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45,X/46,XX/47, XXX kariotipust, a mozaicizmus mértékét FISH segitségével pontositottuk:
atlagosan a sejtek 93%-aban két, 4,5%-aban egy és 2,5%-aban harom X kromoszOmat
igazoltunk. Egy esetben (0,5%) Robertson-transzlokaciot (45,XX,rob(14;21)mat), hét esetben

(3,6%) a 9-es kromoszdma pericentrikus inverzidjat mutattuk ki.

B 45 X/46, XX/47 XXX (n=7)
m 45 XX,rob(14;21)mat (n=1)
= 46, XX,inv(9) (n=7)

5. abra. Citogenetikai eltérések a vizsgalt infertilis n6kben. A 195 vizsgalt eset koziil 15 beteg hordoz

citogenetikai eltérést (7,7%).

=z =7

A 64 azoospermias férfi kozll nyolc esetben talaltunk Y kromoszéma mikrodeléciot,
haromban AZFb+c (4,69%) és &t esetben AZFc (7,81%) deléciét. Az AZFc régioban két
tipust parcialis mikrodeléciot mutattunk ki: két esetben b2/b3 deléciot (3,13%), egy esetben
pedig b1/b3 deléciot (1,56%). A 86 oligozoospermias férfi kozil egyben teljes AZFc régiot
érint6 deléciot (1,16%), ot férfiben az AZFc région belul parcialis mikrodeléciét igazoltunk:
ez az utébbi harom esetben gr/gr (3,49%), két esetben b2/b3 delécidnak bizonyult (2,33%). A
normozoospermias csoportban (n=110) hét esetben parcialis deléci6é volt kimutathat6: négy
gr/gr (3,64%) és harom b2/b3 delécié (2,73%). A bizonyitottan fertilis esetek kdzott Y

kromoszdma mikrodelécié és parcialis mikrodeléci6 nem fordult elé. Az eltérd
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spermiumszamu csoportokban taldlt delécié tipusokat és az egyes deléciok eléfordulasi
gyakorisagat az 6. abran foglaltuk dssze.

AZFb+c deléciot és b1/b3 tipusu parcialis mikrodelécidt csak azoospermias esetekben
talaltunk; AZFc delécid szignifikdnsan gyakrabban fordult €16 az azoospermidsok kozott, mint
az oligozoospermias csoportban (P<0,05), mig normozoospermias férfiakban AZFc deléciét
nem mutattunk ki. A gr/gr delécidé azoospermidban nem fordult el és nincs szignifikdns
kilonbség e delécid eléfordulasi gyakorisagaban az oligozoospermias €s normozooospermias
csoportok kozott. A b2/b3 parcialis deléciét mindharom csoportban kimutattuk, de

szignifikans kulonbség az egyes csoportok kdzott nem volt igazolhato.
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6. dbra. Az Y kromoszoma mikrodeléciok és parcidlis mikrodeléciok el6forduldsa az azoo-, oligozoo- és
normozoospermias csoportokban (A) és az egyes deléciok eléfordulasi gyakorisaga (B). Az AZFb és AZFc
régiokat érint6 mikrodeléciok azo- és sulyos oligozoospermids férfiakban, a gr/gr delécié oligo- és
normozoospermiasokban, a b2/b3 deléci6 mindharom csoportban, mig a bl/b3 delécid csak

azoospermiasokban fordult el6.
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4.3. Spermiumok hialuronsav-koté képességének vizsgalata

Az atlagos hialuronsav-kot6dési képesség a normozoospermids kontroll csoportban
(n=17) 81%, az oligozoospermias csoportban (n=10) 53%, az asthenozoospermias csoportban
(n=9) 37% és az oligoasthenozoospermias csoportban (n=9) 30% volt (7. &bra). A
normozoospermiads csoport hialuronsav-kotédési képessége szignifikansan magasabb vollt,

mint az oligozoospermids, asthenozoospermias és az oligoasthenozoospermias férfiaké

=z 7

abrazoltuk a HA kotddés mértékét.

A spermiumok atlagos HA-kot6 képessége (%)
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7. dbra. A vizsgalt kiilonb6z6 spermium koncentracioju infertilis férfiak hialuronsav koté képessége. Az

egyes csoportok szélsé értékei jeldlve vannak.

38



W

00 - &
/‘. *
350 -? 2 2

o
10 7&
20

10

() _“ . ’ T T - 1
0 50 100 150 200

Spernuum szam (nullid/ml)

Hialuronsavas kotodes

8. abra. A vizsgalt infertilis férfiak hialuronsav k6t6 képessége a spermiumszam fiiggvényében.

4.4. A spermiumok kromoszéma aberrécidinak meghatarozasa

A spermiumok kromoszdma aberracioinak meghatarozasa FISH vizsgalattal tértént. Az
X/IY ardny minden vizsgalt csoportban kozel 1:1 volt. A nemi kromoszémak diszémia
frekvencigja szignifikansan magasabb volt az oligoasthenozoospermiés csoportban a masik
harom csoporttal dsszehasonlitva (P=0,001 normozoospermias, P=0,014 oligozoospermias és
P=0,004 asthenozoospermias csoporttal szemben). Szignifikdnsan magasabb 17-es
kromoszoma diszomia frekvenciat talaltunk az oligoasthenozoospermids csoportban a
normozoospermias (P=0,0001), az oligozoospermias (P=0,0019) és az asthenozoospermias
(P=0,0011) betegekhez hasonlitva. A teljes diploidia frekvencia az oligoasthenozoospermias
betegek esetén szignifikansan magasabb, mint a masik harom csoportban (normozoospermias
kontrollok esetén P<0,0001, oligozoospermias férfiaknal P=0,03 és az asthenozoospermias
csoportban P=0,001). Szignifikdns kilonbséget talaltunk a becsilt szdmbeli kromoszéma
aberracié gyakorisaga tekintetében az oligoasthenozoospermids és a normozoospermias
(P<0,001), az oligoasthenozoospermias és az oligozoospermids (P=0,004) illetve az

oligoasthenozoospermias és az asthenozoospermias (P=0,001) csoportok kdzott. Szignifikans
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kulonbséget mutattunk ki tovabbd a 17-es kromoszéma diszémia (P=0,0019), diploidia
(P=0,001) és a becsult szambeli kromoszéma aberraciok gyakorisagaban (P=0,002) az
asthenozoospermias és a normozoospermias csoportok kdzott. A 17-es kromoszéma diszémia
frekvenciaja szignifikansan magasabb volt az oligozoospermias csoportban, mint a
normozoospermiads esetekben (P=0,0387). A 9. abran a 45 vizsgélt férfi spermium
koncentracidjanak fuggvenyében dabrazoltuk a becsilt szambeli kromoszoéma aberracio
gyakorisagot. A spermiumok kromoszéma vizsgalatdnak eredményeit a 3., a statisztikai

elemzés eredményeit a 4. tablazat tartalmazza.
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9. dbra. A vizsgalt infertilis férfiak becsllt szambeli kromoszdma aberracid gyakorisaga a spermiumszam

fliggvényeében.
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Normozoos,permiasa Oligozoos;:,)ermiétsb Asthenozoo,spermiélsc OIigoasthenoz'oospermiétsd
Csoportok (n=17, Atlag) (n=10, Atlag) (n=9, Atlag) (n=9, Atlag)
X/Y arany 1,07 1,07 1,08 1,08
Diszémia (%)
XY 0,15 0,17 0,17 0,21
XX 0,1 0,12 0,12 0,15
YY 0,08 0,09 0,08 0,12
Teljes nemi kromoszéma
diszémia 0,34 0,38 0,37 0,48
17,17 0,07 0,09 0,1 0,14
Diploidia (%0)
XY 0,08 0,13 0,12 0,18
XX 0,06 0,08 0,09 0,13
YY 0,04 0,05 0,06 0,09
Teljes 0,17 0,25 0,26 0,4
Becsult szambeli kromoszoma
aberrécio (%) 3,99 5,24 5,45 7,42

2 Osszesen 89452 spermium keriilt értékelésre
b Osszesen 48461 spermium Kertilt értékelésre
¢ Osszesen 45860 spermium Kkeriilt értékelésre
d Osszesen 43666 spermium keriilt értékelésre

3. tablazat. A 17-es kromoszéma diszomiak, a nemi kromoszéma diszémiak, diploididk és a becstilt szambeli kromoszéma aberracidk a vizsgalt beteg csoportokban.
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Oligozoospermias csoport

Asthenozoospermias csoport

Oligoasthenozoospermias csoport

Nemi kr.| 17 kr. Dioloidia Becs. kr. | Nemi kr. 17 kr. Dioloidia Becs. kr. | Nemi kr. 17 kr. Dioloidia Becs. kr.
diszémia | diszémia P ab.* diszémia |diszémia P ab.* diszémia |diszOémia P ab.*
mgg‘rﬁ; 0,131 0,331 0,001
Normozoo- 17 kr.
spermias diszémia 0,0387 0,0019 0,0001
csoport Diploidia 0,315 0,001 <0,0001
Becs. kr. ab.* 0,053 0,002 <0,001
diszomis 0325 0014
Oligozoo- 17 Kkr.
spermias diszémia 0,709 0,0019
csoport Diploidia 0,540 0,030
Becs. kr. ab.* 0,595 0,004
Nemi kr. 0.004
diszémia ,
Asthenozoo- 17 kr.
spermias diszémia 0,0011
csoport Diploidia 0,001
Becs. kr. ab.* 0,001

* Becsiilt szambeli kromoszoma aberracio gyakorisag

mutatjak.
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4.5. Osszefliggés a spermium koncentracid, a hialuronsav-kotédési képesség és a beesiilt
szambeli kromoszoma aberracid gyakorisag kozott

A spermium koncentracio, a hialuronsav-kotédési képesség és a becsiilt szambeli
kromoszoma aberracié gyakorisdg kozotti Osszefliggést Pearson korrelacios (r) analizis
segitsegével hataroztuk meg 28 infertilis és 17 normozoospermias férfi esetében. A vizsgalt
férfiak esetében pozitiv korrrelaciot (r=0,658) talaltunk a spermium koncentracié és a
hialuronsav-kot6dési képesség (10A. abra), forditott korrelaciot a spermium koncentracio és
a becsilt szambeli kromoszéma aberracioé gyakorisag (r= - 0,668) (10B. abra), valamint a
hialuronsav-kot6dési képesség és a becsiilt szambeli kromoszoma aberracié gyakorisag

(r= - 0,682) (10C. 4bra) kozétt.
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10. 4bra Osszefiiggés a spermium koncentracio, hialuronsav-kotédési képesség és a becsiilt szambeli kromoszéma aberracié gyakorisag kozott.
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4.6. Szegregacios analizis

Egy férfiben a kromoszéma analizis kiegyensulyozott transzlokaciot igazolt a 3-as és 6-
0s kromoszomak hosszu karjai kozott. A beteg kariotipusa 46,XY,1(3;6)(g21;923) volt, melyet
FISH analizissel megerdsitettiink (11. dbra). A vizsgalatot periférias vér limfocita tenyészet
metafazisos sejtjein végeztik 3qter I6kusz specifikus, 3-as és 6-0s kromoszéma centomér

specifikus probak segitségével a reciprok transzlokacio igazoléasara.

A
—¥ — - - R—%-
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11. abra. A t(3;6)(g21;q23) kiegyensulyozott reciprok transzlokacié citogenetikai és FISH képe. (A) A
részleges GTG-sdvos kariogram  1(3;6)(q21;023) atrendezédést mutat. A kromoszomak mellett az
idiogrammok is lathatok. A nyilak a koros kromoszomakat mutatjak. (B) A metafazisos kromoszémakon
végzett FISH vizsgalat eredménye 3-as kromoszéma centromér specifikus (CEP3) (piros), 6-0s kromoszéma
centromér specifikus (CEP6) (kék), és 3qter régio specifikus (z61d) prébak segitségével. Egy zdld (3qter) és
egy kék szignal (CEP6) ugyanazon a kromoszoman igazolja a transzlokécidt a 3-as és 6-0s kromoszémak

k6zott.

A spermium sejtek FISH vizsgalata sordn a spermatozodk szignalmintazatabol
kovetkeztettiink a sejtek kromoszoma szegregacidjanak modjara (12. abra). A spermium
sejteken vegzett szegregacios analizis eredményét az 5. tablazatban foglaltuk 6ssze. Az

atlagos hibridizacios hatékonysag 99,5%-os volt. Osszesen 2002 spermatozoat analizaltunk. A
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sejtek 46,8%-aban normal/kiegyensulyozott (alternate) szegregaciés mintazatot lattunk. A
kiegyensulyozatlan kromoszoma szegregacié kovetkeztében a sejtek 53,2%-a koros
szignalmintdzatot mutatott: adjacent 1 szegregacio a sejtek 26,07%-aban, adjacent 2 a sejtek
3,63%-aban, mig a 3:1 tipusu szegregacio a sejtek 8,49%-aban volt megfigyelhetd. Diploid és
4:0 tipust szegregéciés mintazatd spermiumok 0,45%-ban voltak jelen. Egyéb, a fenti

csoportba nem sorolhaté szignalmintazatot a spermiumok 4,54%-ban talaltunk.

_Alternate

R ;

Adjacent

L)

12. &bra. A 1(3;6)(g21;923) kiegyensulyozott reciprok transzlokaciot hordozd infertilis férfi szegregacios
analizise soran kapott kiilonbozé szignalmintizati spermiumsejtek FISH képe. A vizsgalatot a 3-as
kromoszéma centromér specifikus (CEP3) (piros), a 6-0s kromoszoma centromér specifikus (CEP6) (kék), és

a 3qter régid specifikus (z6ld) probak segitségével végeztik.
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Szegregacio Mintazat n %

tipus
AFI)ternate n; n,-3,-6,+der(3),+der(6) PZK 937 46,80
Adjacent 1 n,-3,+der(3) PK 308 15,38
n,-6,+der(6) PZZK 214 10,70
Teljes 522 26,07
Adjacent2 n,-6,+der(3) PPZ 87 4,35
n,-3,+der(6) ZKK 106 5,29
n,-6,+3 PPZZ 25 1,25
n,-3,-6,+der(3),+der(3) PP 23 1,15
n,-3,+6 KK 17 0,85
n,-3,-6,+der(6),+der(6) ZZKK 15 0,75
Teljes 273 13,63
3:1 n,-3,-6,+der(3) P 27 1,35
n,+der(6) PZZKK 7 0,35
n,-3,-6,+der(6) ZK 53 2,65
n,+der(3) PPZK 4 0,20
n,-3 K 15 0,75
n,-6,+der(3),+der(6) PPZZK 7 0,35
n,-6 PZ 46 2,30
n,-3,+der(3),+der(6) PZKK 11 0,55
Teljes 170 8,49
Diploid 2n,t(3;6) PPZZKK 9 0,45
Egyéb Teljes 91 4,54
Teljes 2002

5. tdblazat. A meiotikus szegregacios vizsgalat eredménye. n: haploid, P: piros jel (CEP3), K: kék szin

(CEP®), G: zold szignal (3qter)

Az alternate szegregaciés mod volt a leggyakoribb meiotikus mintazat, melyet
sorrendben az adjacent 1, adjacent 2 és a 3:1 szegregacio kOvetett. Az adjacent 1 szegregacio
két tipusa (5. tablazat) 1,5:1 aranyban, mig az adjacent 2 szegregacié termékei két kivételtol
eltekintve kozel 1:1 ardnyban keletkeztek. Az adjacent 2 szegregacié soran a PPZ (P<0,0001)
és a ZKK (P<0,0001) szigndl mintazata sejtek magasabb gyakorisdgat az intersticialis
rekombinacio hianyaval magyardzzuk (Vozdova és mtsai, 2008). Szignifikans kilonbséget
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talaltunk a 3:1 tipust szegregacios mad termékei kdzott, mivel a hipohaploid sejtek (P, ZK, K
¢s PZ) gyakrabban fordultak eld, mint a hiperhaploidok (PZZKK, PPZK, PPZZK és PZKK)
(P<0,0001).

Az interkromoszOmalis hatés vizsgalatdhoz a beteg becsilt szdmbeli kromoszéma
aberracidinak gyakorisagat két kontroll csoportéhoz hasonlitottuk: ez a transzlokéciét hordozé
férfi spermiumaiban szignifikansan magasabb volt, mint a kontrollok esetében (P<0,0001).
Az eredményeket a 6. tablazatban foglaltuk 0ssze. A vizsgalat soran a spermiumok X, Y és
17-es kromoszdmainak FISH szignal mintazatat tanulmanyoztuk a transzlokéaciot hordozo
férfi, ot fiatal normozoospermias spermium donor és 6t oligozoospermias férfi esetében. Az
X/Y arany a beteg és a két kontroll csoport esetében is kozel 1:1 volt. A nemi kromoszomak
diszémia frekvenciajat szignifikansan magasabbnak talaltuk a transzlokéciot hordozd férfi
esetében, mint a normozoospermias (P<0,05) és az oligozoospermias egyénekben (P=0,05). A
17-es kromoszéma diszémia frekvenciaja magasabb volt a hordoz6 férfi esetében, mint a
normozoospermias és az oligozoospermias férfiaknal, de a kilénbség nem volt szignifikans
(P=0,11 and P=0,30). A teljes diploidia frekvencia szintén magasabb volt a kiegyensulyozott
reciprok transzlokacio hordozé esetében, mint a masik két kontroll csoport esetében

(P<0,0001 a normozoospermids csoport eseteben és P=0,006 az oligozoospermiés férfiaknal).
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Transzlokéci6  Normozoospermias kontroll Oligozoospermias kontroll

hordoz4® csoport” (Atlag) csoport® (Atlag)

X/Y arany 1,06 1,05 1,08
Diszomia (%0)

XY 0,26 0,14 0,16

XX 0,16 0,11 0,11

YY 0,14 0,11 0,09

Teljes nemi

kromoszéma 0,56 0,36 0,36

17,17 0,14 0,07 0,09
Diploidia (%)

XY 0,22 0,07 0,12

XX 0,12 0,04 0,07

YY 0,10 0,04 0,04

Teljes 0,44 0,14 0,22

Becsllt szambeli

kromoszoma

aberréacio (%) 7,70 3,73 4,71

# Osszesen 5089 spermium keriilt értékelésre
> Osszesen 27535 spermium kerilt értékelésre

¢ Osszesen 23840 spermium kertilt értékelésre

6. tablazat. A 17-es és a nemi kromoszomak diszémia és diploidia frekvenciaja, valamint a becsult szambeli
kromoszéma aberraci6 gyakorisdg a vizsgalt kiegyensllyozott reciprok transzlokacié hordoz6, a

normozoospermias és az oligozoospermias kontrollok esetében.

4.7. Az FMRL1 gen vizsgalata

Tizenhét korai ovarium elégtelenségben szenvedé né koziil két esetben igazoltuk az
FMR1 gén premutacigjat (11,8%). Az egyikben mozaikos formaban (repeat szam=59), mig a
maésikban az 6sszes szomatikus sejtben jelen volt a premuténs allél (repeat szdm=54). A 15
normalis, tripletexpanzio nélkuli né atlagos CGG tripletszama 23 volt mindkét allélon. A 13.
abran az egyik FMR1 premutans beteg fragmentanalizisének elektroferogramjat mutatjuk be.
A termékcsucsok intenzitasabdl és elhelyezkedésébdl kovetkeztetiink a repeatek szamara. A

pontos repeat szamot GeneMapper 4.0/4.1 szoftver segitségével hataroztuk meg.
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13. &bra. Az FMRL1 gén 54 CGG tripletét hordoz6 premutans beteg fragmentanalizisének elektroferogramja.
Az abran lathatd, hogy az egyik allél a normal tartomanyba esett (repeat szam 30). A termékcslcsok

intenzitdsa és elhelyezkedése alapjan a pontos repeat szamot GeneMapper 4.0/4.1 szoftver segitségével

hataroztuk meg.
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5. MEGBESZELES

5.1. Kromoszoma szintii eltérések férfi infertilitasban

A férfi infertilitas hatterében az esetek mintegy 5%-aban all kromoszémalis ok, amely
azoospermia esetén 15%-ra emelkedik (Antonelli és mtsai, 2000; Egozcue és mtsai, 2000;
Hargreave, 2000; Foresta és mtsai, 2002; Bellovits eés mtsai, 2006; Krausz, 2011).
Vizsgalataink soran a legtobb esetben Klinefelter szindroma (3,3%), vagy a nemi
kromoszomék egyéb szdm-, vagy szerkezetbeli eltérése allt a férfi eredetli infertilitas
hatterében (0,66%), mig az autoszOmakat érint6 citogenetikai eltérések gyakorisaga 2% volt.
A 9-es kromoszéma pericentrikus inverziojat infertilis férfiakban gyakoribbnak (0,66%)
talaltuk az atlag populéacidhoz (1,65%0) képest (Kalz és Schwanitz, 2004).

A Klinefelter szindréma a férfi infertilitds leggyakoribb genetikai oka. Gyakorisaga az
atlag populéciéban 0,1-0,16%, mig a nemzdképtelen férfiak kozott 3-11%-ban fordul el
(Lanfranco és mtsai, 2004; Krausz, 2011). A Klinefelter szindroma 80-90%-at a klasszikus
47,XXY forma, mig a fennmarad6 10-20%-ot magasabb fok( aneuploidia és mozaicizmus
alkotja (48,XXXY, 48,XXYY, 49XXXXY, 46,XY/ATXXY). Vizsgalati anyagunkban tiz
esetben tiszta 47,XXY Kariotipust taladltunk. A szindroma alapjat a sziil6i ivarsejtek
fejlodésekor a meidzis soran, vagy a korai embrionélis mitotikus sejtosztédas soran
bekdvetkezé non-diszjunkcié képezi. A legUjabb tanulményok a Klinefelter-szindromat az
androgének szerepével és az X kromoszoman 1évé androgén-receptor gén (AR) CAG repeat
polimorfizmusaval hozzdk Osszefiiggésbe. Kimutattdk, hogy Klinefelter-szindréméaban a két
példanyban jelenlévé AR allél kdézal a rovidebb inaktivalodik, mig az aktiv hossza egyenes
ardnyban van a testmagassaggal és a gynecomastia meglétével (Lanfranco és mtsai, 2004).
Bar a Klinefelter szindréma az azoospermia leggyakoribb kromoszémalis oka, néhany olyan
esetrél is beszamoltak, amikor spermiumot tudtak nyerni a pacienstdl (Bielanska és mtsai,

2000; Pienna Videau és mtsai 2001; Visootsak és mtsai, 2001; Huynh és mtsai, 2002), és in
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vitro fertilizacié soran gyermeke szlletett a betegnek (Nodar és mtsai, 1999, Hargreave,
2000). A mozaik Klinefelter-szindrémés betegek spermiumai nagyrészt haploidok, igy nagy
eséllyel egészséges gyermekiik szllethet (Bielanska és mtsai, 2000; Morel és mtsai, 2000;
Staessen és mtsai, 2003). A hiperhaploid spermiumok megndvekedett gyakorisaga miatt
ajanlott a preimplantacios genetikai diagnosztika (PGD) elvégzése.

A 47, XYY Kkariotipus 1000 élvesziiletett fitgyermekbdl egyet érint (0,1%). Infertilis
férfiak korében ez az arany kisebb (0,084%). Az érintett férfiak nagy része fenotipusosan
normalis, valtozatos klinikai megjelenéssel, spermiumtermeld képességiik a sulyos
oligozoospermiatél a normospermidig terjedhet, gyakran egészséges gyermekik sziletik
(Wang és mtsai, 2000; Fagerstrom és mtsai, 2002). A kromoszoma-rendellenességek, spontan
abortuszok kockazata azonban megné a 47,XYY Kkariotipust férfiak utddaiban, ugyanis
ezeknél a személyeknél a spermiumban el6forduld nemi kromoszéma diszémia gyakorisaga
(0,2 - 1%) szignifikdnsan magasabb az atlag populéacidhoz (0,1%) képest (Zhang és Lu,
2004). A 47, XYY férfiaknal kis gyakorisdggal lehet szdmfeletti nemi kromoszdémat talalni a
spermiumokban, amit a szamfeletti Y kromoszoma eliminalédasaval magyardznak (Lim és
mtsai, 1999; Martin és mtsai, 2001). Munkank soran az infertilis férfiak kozott 47, XYY
kariotipus nem fordult elé.

Szerkezeti Y kromoszéma-eltérések kozll infertilitasban a leggyakoribb és fenotipusos
kdvetkezményekkel is jaré citogenetikai eltérés a ring Y kromoszéma (incidenciaja 0,5%
alatti). A kromoszoma aberracio a spermatogenezisért felelés gének megzavarasa révén vezet
azoospermidhoz, vagy sulyos oligozoospermiahoz (Foresta és mtsai, 2002). A ring Y
kromoszOoma a spermatogenezis soran gyakran elvész, ezért a megsziletett gyermekek Turner
- szindroméaban szenvednek. A konstituciondlisan nem mozaikos ring Y kromoszomaval
szlletett filgyermekek incidenciaja nagyon alacsony (Gisselsson és mtsai, 2003).

Gyakoribbak a mozaikos esetek, ahol egyes sejtvonalakban elvész az aberrans Y
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kromoszoma, vagy normal Y kromoszémat tartalmazo sejtekkel egyitt jelenik meg mozaikos
formaban (Bertini és mtsai, 2005). Az altalunk vizsgalt esetben a kariotipus 46,XY/46,X,r(Y)
volt. A beteg sulyos oligozoospermidjat valdsziniileg az egyes sejtvonalakban jelenlévo
aberrans AZF régidt tartalmaz6 Y kromoszéma okozta.

A 46,XX Kkariotipusu férfiak fenotipusanak hatterében tobb genetikai tényez6 allhat,
valtozatos Kklinikai képet eredményezve. Igen ritka abnormalitas, 20 000 férfibol egyet érint
(Maduro és Lamb, 2002). Az esetek legnagyobb részének hatterében (80%) az Y kromoszéma
SRY génjének autoszoOmara vagy az X kromoszomara valé transzlokécidja all (Zenteno-Ruiz
és mtsai, 2001). A transzlokal6dott gén meghatérozza a férfi fenotipust, de az Y kromoszéma
hipoplaziasak, ezen tilmenden gynecomastia és néha cryptorchismus is megfigyelhetd
(Sanchez Fuentes és mtsai, 2012). Az SRY negativ esetekben kétes nemi szervek alakulnak Ki
(Vetro és mtsai, 2011). Az SRY pozitiv esetek diagndzisa nehéz, mivel normalis masodlagos
ferfi nemi jellegek alakulnak ki, s gyakran az egyeduli tinet az infertilitas.
Laboratériumunkban egy esetben diagnosztizaltunk 46,XX férfi fenotipust, ahol az SRY gén
az egyik X kromoszémara transzlokalddott. 1lyen esetekben a hianyzd spermatogenezis miatt
az IVF sorén donor spermium alkalmazasa szlikséges.

Az autoszOmak kiegyensulyozott reciprok és Robertson transzlokacidi szerepet
jatszhatnak az infertilits kialakitasaban (Foresta és mtsai, 2002; Ferlin és mtsai, 2006). Az
autoszOmalis transzlokaciok gyakorisagat a meddéség miatt vizsgaltak kozott 5,63%o-nek
talaltak a kontroll csoport 1,28%o-es gyakorisdgédhoz képest (Chandley és mtsai, 1975). Az
oligozoospermias és azoospermias férfiak korében magasabbnak bizonyult a Robertson
transzlokaciot hordozok aranya az atlag populacidban észlelttel szemben (Nagvenkar és mtsai,
2005). A reciprok transzlokacio ritkabb jelenség a Robertson transzlokaciénal, infertilis

férfiak kozott kortlbelul 1,5%-ban fordul elé. Tébbnyire az azoospermidsoknal figyelhet6
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meg (0,9%), mig az oligozoospermiasokat ritkdbban érinti (0,6%) (Mark és Sigman, 1999;
Estop és mtsai, 2000; Pernice és mtsai, 2002; Sazci és mtsai, 2005; Mikelsaar és mtsai, 2006).
Az autoszoma rendellenességek okozta infertilitds az e kromoszomakon talalhat6, a nemi
differencialodasban szerepet jatszd6 gének mutécidjaval, elvesztésével, vagy egyéb mddon
torténd inaktivalodasaval magyarazhato (Kaur és mtsai, 2004; Mikelsaar és mtsai, 2006).
Masrészt a meidzis sordn a rendellenes homol6g kromoszéma parok a crossing over alatt
interkromoszomalis hatas révén a tébbi kromoszoma aneuploidigjat is okozhatjak (Mikelsaar
és mtsai, 2006). Laboratériumunkban harom esetben reciprok transzlokéciét és harom esetben
Robertson-transzlokéciét mutattunk ki. A harom reciprok transzlokacio kozll egy esetben -
46,XY,t(3;6)(921;023) — olyan ritka eltérést taldltunk, amelyet eddig nem irtak le az
infertilitas okaként. A vizsgalt férfi spermiumainak tébb mint fele (53,2%) abnormalis
kromoszoma készlettel rendelkezett, melynek kovetkeztében a hordoz6 férj feleségénél négy
spontan abortusz tortént. A masik két A&ltalunk is észlelt kiegyensulyozott reciprok
transzlokéacio - 46,XY,t(2;5)(p13;921), 46,XY,t(7;20)(p15;p13) — méar ismert az irodalomban,
de a k0z0lt esetekben az érintett kromoszoma toréspontok eltéréek voltak (Morel és mtsai,
2004; Perrin és mtsai, 2010). A Robertson transzlokaciok kozil férfi infertilitas okaként
leggyakrabban a 13-as és 14-es kromoszémak kozotti Robertson transzlokéaciot emlitik
(Nagvenkar és mtsai, 2005). Az A&ltalunk vizsgalt harom Robertson transzlokacié is
45,XY,rob(13;14)mat kariotipusnak felelt meg. Mindharom infertilis férfi az anyjatol 6rokolte
a kromoszoma eltérést.

A kromoszoémak inverzidjanak eléforduldsi gyakorisaga irodalmi adatok szerint 0,8%o
az atlag populéacioban (Kalz és Schwanitz, 2004). A 9-es kromoszoma centromerikus
heterokromatinjanak pericentrikus inverzioja a kromoszéma polimorfizmusok kozé sorolhato,
azonban felvetodott a férfi fertilitdsban jatszott szerepe (Foresta és mtsai, 2002). Az egyik

tanulmény szerint a pericentrikus inverziéval rendelkez6 személyek 20%-anal sterilitsi
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problémak jelentkeznek, mig a normdlis kariotipusu sziilok esetében a sterilitdsi gondokat
szignifikdnsan ritkabbnak talaltdk (6%) (Bhasin, 2005). Mas szerz6k a kromoszomak
heterokromatinjanak inverziéjat azoospermias betegekben gyakrabban mutattdk ki, mint az
atlag populéacioban (Pienna Videau és mtsai, 2001; Liehr és mtsai, 2003; Cortés-Gutiérrez és
mtsai, 2004). A 9-es kromoszOma inverzié a meiotikus kromoszéma szegregacié soran
megnovekedett szamd  diploid spermium  kialakuldsadt okozhatja. Az inverzi6
meiotikus szegregéacié modositasanak tulajdonithaté (Collodel és mtsai, 2006). Munkank
soran férfi infertilitasban két esetben (2/305 férfi) talaltunk 9-es kromoszéma pericentrikus
inverziot, ami magasabb az atlag populécidban talalt inverzidé el6fordulasi gyakorisagnal
(0,66%).

5.2. Kromoszoma szintii eltérések néi infertilitasban

Noi infertilitasban a kromoszoma eltérések gyakorisaga 5%-ra tehet6, melyek a nemi
kromoszomékat 2,8%-ban, mig az autoszémakat 2,1%-ban érintik (van der Ven és mtsai,
1998; Gekas és mtsai, 2001; Foresta és mtsai, 2002). Az altalunk vizsgalt nébetegek kozott az
egyik leggyakoribb kromoszéma eltérés az X kromoszoma szambeli eltérése volt mozaikos
formaban (n=7, 3,6%), egy esetben Robertson-transzlokaciot (0,5%) és hét esetben (3,6%) a
9-es kromoszoma pericentrikus inverziojat mutattuk ki.

A leggyakoribb kromoszoéma eltérés infertilis n6kben a Turner-szindroma. A primer
amenorrhoea 30%-at Turner-szindroma okozza (Hjerrild és mtsai, 2008). Az U(jszilott
lanyokban a szindréma incidencigja 1:2000 és 1:2500 kozoétt valtozik. Az igen magas
intrauterin mortalitds miatt a prenatélis prevalencia joval magasabb a posztnatalisnal. A
legtobb esetet felnbttkorban (38%) és tizenéves korban (26%) diagnosztizaljdk, mig
szlletéskor az esetek csak 15%-a ker(l felismerésre. A tobbi eset diagnosztizalatlan marad. A

Turner-szindromara jellemz6 az alacsony testmagassag, a gonad diszgenezis, az elégtelen néi
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nemi hormon produkcié (FSH, LH) miatt az ovarium elégtelenség és az infertilitas (Gravholt,
2004; 2005; Hjerrild és mtsai, 2008). A Turner-szindroma hatterében all6 leggyakoribb
kromoszoma eltérések a kovetkez6k: X-monoszomia — 45,X; mozaicizmus (50-75%) — amely
magaban foglalja a 45,X/46,XX (10-15%), 45,X/46,XY (2-6%), 45X/46,X,i(XQq),
45,X/46,X,del(Xp), 45,X/46,XX/47, XXX Kkariotipusokat; strukturdlis X kromoszéma
eltérések — teljes, vagy részleges X kromoszéma rovidkar delécio: 46,X,del(Xp), X
kromoszoma hosszukar izokromoszoma: 46,X,i(Xq), ring X kromoszéma: 46,X,r(X), marker
kromoszoma: 46,X+m. Az X kromoszéman talalhaté gének (SHOX, ODG2, VSPA, SOX3)
genetikai eltérései magyarazzak a fenotipus kialakulasat. A SHOX (short stature homeobox)
a cubitus valgust (Hjerrild és mtsai, 2008).

Az altalunk talalt hét beteg mindegyike mozaik Turner-szindrémas volt, a sejtek 93%-
aban két, 4,5%-aban egy és 2,5%-aban harom X kromoszomaét igazoltunk. A sejtek Kkis
szézalékaban plusz X kromoszéma is jelen volt, mely az ilyen kariotipus esetén gyakori. A
tripla X szindroma a nék koriilbeliil 0,1%-anal fordul elé és 47 kromoszomat eredményez
(Afshan, 2012). Lehet apai és anyai eredetii. Az anyai eredetii valtozat életkor specifikus (az
¢letkor elérehaladtaval a valoszintisége nd) (Kodandapani és mtsai, 2011). Az X
kromoszomék novekedésével nem fokozodik a ndies jelleg, hanem éppen ellenkezdleg,
csokken. A tripla X szindromaban szenvedd nok tobbsége az atlagosnal magasabb, jellegzetes
fizikai eltérést azonban nem fedezhetiink fel. A néi nemi szervek lehetnek szabalyosak vagy
gyengen fejlettek. Jellemz6 a cikluszavar, vagy a korai menopauza. A betegek 75%-a
fogamzoképes (fertilis). A tripla X-szindromaban szenved6knél gyakoribbak a tanulasi
nehézségek, els6sorban a beszéd és az irott szovegértés nehézségei. A motorikus készségek
(peéldaul tlés, jaras) késleltetett fejlodése, a gyengébb izomtonus, viselkedési problémak és

érzelmi labilitds szintén a tlinet egyuttes velejaroi lehetnek. Az érintett n6k mintegy 10%-anél
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figyelhetd meg vese-rendellenesség. Ugyanakkor mindezen tunetek igen széles skalan
mozognak és nagy egyedi eltérések lehetségesek (Goldschmidt és mtsai, 2010).

Az autoszdmék kiegyensulyozott reciprok és Robertson transzlokacioi néi
infertilitasban is szerepet jatszanak. Az autoszomalis transzlokaciok gyakorisagat noi
infertilitasban 0,5% alattinak becsllik (Foresta és mtsai, 2002). Az autoszOma
rendellenességek abban az esetben vezetnek infertilitas kialakuldsdhoz, ha az atrendez6désben
érintett régiok szerepet jatszanak a nemi fejlédésben, valamint a crossing over soran a
rendellenes homol6g kromoszdma parok interkromoszémalis hatés révén a tobbi kromoszéma
aneuploidiajat okozzak (Kaur és mtsai, 2004; Mikelsaar és mtsai, 2006). Laboratériumunkban
egy esetben a 14-es és a 21-es kromoszdémak kozotti Robertson-transzlokaciot mutattunk ki.
Infertilitasban férfiakhoz hasonloan a ndket is leggyakrabban a 13-as, 14-es és 21-es
kromoszomak Robertson-transzlokacidja érinti. A 45,XX,der(13;14) és 45,XX,der(14;21)
transzlokéaciot hordozdé nbék 0Osszehasonlitasa sordn azt talaltdk, hogy mindkét tipusnal
szignifikansan gyakoribbak voltak a normalis kariotipusu oocytak, mint a kiegyensulyozott
kromoszoma készlettel biro sejtek, mig a kiegyensulyozatlan kromoszéma készletii petesejtek
szama emelkedettnek bizonyult 45,XX,der(14;21) kariotipus esetén (Munné és mtsai, 2000).

A kromoszomék inverzidjanak populécios el6fordulasi gyakorisaga irodalmi adatok
szerint 0,8%o0, mig a 9-es kromoszoma heterokromatin pericentrikus inverziéjaé ennek
kétszerese (Kalz és Schwanitz, 2004). Nokben az inverzi6 a meiotikus kromoszoma
szegregacio soran diploid oocyta kialakulasat okozhatja. A fenotipusban eltérést nem okoz,
inkdbb csokkent fertilizacids képességgel hozzak Osszefiigésbe (szubfertilitds), mint az
infertilitassal (Bhasin, 2005). Munkénk soran néi infertilitas genetikai kivizsgalasa soran hét
esetben (3,6%) talaltunk 9-es kromoszéma pericentrikus inverziot, ami magasabb az atlag

populécioban talalt inverzid eléfordulasi gyakorisdgnal.
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5.3. Az Y kromoszoma AZF régidjanak delécioi

Vizsgaltuk az infertilitds szempontjabol jelentés Y kromoszoma mikrodeléciokat
kiilonb6z6é spermium koncentracidju férfiak esetében. Tanulmanyoztuk tovabba az AZFc
régidoban fellépd parcialis mikrodeléciok eléfordulasat, hogy adatokat gyljtsiink a magyar
populaciora jellemz6 el6fordulasi gyakorisagukrol.

Az AZFb és AZFc régidkat érint6 6,2-7,7 Mb-o0s delécidk csak az azoospermias és a
sulyos oligozoospermias esetekben fordultak eld, mig a normozoospermias férfiakban ¢s a
bizonyitottan fertilis csoportban nem. Az azoospermiasok kdzott szignifikdnsan gyakoribb az
AZFc delécid elofordulasa a tobbi csoporthoz képest. A bl/b3 parcialis deléciot csak egy
azoospermids esetben tudtuk kimutatni. A gr/gr delécid azoospermiasokban nem fordult eld,
mig oligozoospermias és normozoospermias férfiakban igen, eléfordulasi gyakorisdgukban
nem volt szignifikdns kilonbség. A b2/b3 delécid gyakorisagaban sem észleltlink szignifikans
kilonbséget az egyes csoportok kozétt. A bizonyitottan fertilis férfak esetében Y kromoszéma
mikrodelécio nem volt kimutathato.

Az irodalomi adatok szerint klinikailag jelent6s szamban igazolhaté Y mikrodelécié az
azoospermias és a <1x10%ml spermiumkoncentraci6ju (stlyos oligozoospermias) férfiak
esetében. Ritkabb a mikrodeléci6 az 1- 5x10°/ml spermiumkoncentréci6ju infertilis férfiaknal
(Krausz és mtsai, 2000; Simoni és mtsai, 2004). A gr/gr és b2/b3 tipusu parcialis mikrodelécié
eléfordul oligozoospermias és normozoospermids esetekben is, ami arra utal, hogy ezek a
deléciok nincsenek Osszefliggésben a spermiumképzOdés zavaraval, mig a gr/gr delécid
rizikotényezdnek tekinthetd. Irodalmi adatokkal 6sszhangban a gr/gr deléciot gyakoribbnak
talaltuk a b2/b3 delécid el6fordulasanal (Giachini és mtsai, 2005).

A gr/gr delécio az AZFc régié génjeinek felét eltavolitja (DAZ, CDY1 és BPY2 gének).
Az ilyen delécioval rendelkezd férfiaknak hétszer nagyobb esélyiik van oligozoospermia

kialakuldsara, mint a deléci6 nélkiilieknek. Az oligozoospermiasok kozott az eldfordulési
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gyakorisag 4% korali (Giachini és mtsai, 2005; Krausz, 2011). A gr/gr delécio el6fordulasi
gyakorisaga ¢s a fenotipusos megjelenése a kiilonb6zo etnikumu férfiakban eltéro, fiigg az Y
kromoszoma haplotipusatdl (Giachini és mtsai, 2008; Navarro-Costa és mtsai, 2010). A 7.
tablazat Osszefoglalja a kiilonb6z6 populaciokban végzett gr/gr parcialis mikrodelécids
tanulmanyok eredményeit, 6sszehasonlitva az altalunk kapott eredményekkel. Bizonyos
populécidkban dsszefuiggést talaltak a gr/gr delécié megléte és a spermiumtermelésre kifejtett
hatasa kozott. A tablazatban a betegek oligozoospermias férfiak, a kontroll csoport fertilis
férfiakbol all, az utélsd oszlopban kontrollként a normozoospermias férfiak gyakorisagat
adtuk meg (Giachini és mtsai, 2008 eés Navarro-Costa és mtsai, 2010 alapjan). Az altalunk
vizsgalt 86 oligozoospermias férfi kozil haromban gr/gr deléciot, mig a kontroll csoportban
(110 normozoospermias és 22 bizonyitottan fertilis eset) négy gr/gr deléciot (3,03%)
mutattunk Kki. Nincs szignifikans kilonbség a ket csoport kdzott, de a delécid a spermium

képzddési zavar kialakulasara utalhat.

59



Szerzok Populécié | Betegek Kontrollok
A kontrollcsoportban a
) ) normozoospermiasok
_. Osszesn | grigr % | Osszesn | gr/igr % gyakorisaga (%o)
Osszefliggést

talaltak Repping és mtsai, 2003 holland 246 3,7 148 0 100
de Llanos és mtsai, 2005 spanyol 283 4,2 232 0 14,6
Ferlin és mtsai, 2005 olasz 337 4,7 263 0,4 100
Giachini és mtsai, 2005 olasz 150 5,3 189 0,5 100
Lynch és mtsai, 2005 ausztral 1351 41 234 0,4 57,3
Navarro-Costa és mtsai, 2007 portugal 300 5,3 300 1 0
Yang és mtsai, 2008 kinai 414 10,6 262 53 100

Osszefliggest nem

talaltak Machev és mtsai, 2004 francia 300 6 399 3,5 1
Hucklenbroich és mtsai, 2005 német 348 4 170 1,8 100
de Carvalho és mtsai, 2006 japéan 78 28,2 56 33,9 0
Zhang és mtsai, 2006 E-azsiai 87 10,3 89 10,1 100
Wu és mtsai, 2007 Kinai 439 7 248 7,7 34,6
Lardone és mtsai, 2007 chilei 95 2,1 77 2,6 40,2
Stouffs és mtsai, 2008 kaukéazusi 187 43 394 3 70,5
Sajat tanulmany, 2011 magyar 86 3,49 132 3,03 100

7. tdblazat. Kiilonb6z6 populaciokban végzett gr/gr parcialis mikrodelécios tanulmanyok (Giachini és mtsai, 2008 és Navarro-Costa és mtsai, 2010 alapjan). A tablazat

ut6lso6 oszlopaban a kontroll populacié normozoospermias férfiainak gyakorisagat adtuk meg. Sajat vizsgalataink eredményei is az oligozoospermias férfiakra

vonatkoznak.
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AZFc delécié esetén mod van sikeres asszisztalt reprodukciora, de ennek soran a
genetikai eltérés minden fenotipusos kdvetkezményével atoroklodik a fita utodba (Simoni és
mtsai, 2004). Az AZFc deléciés Y kromoszoma a meiosis sordn elvész, ezért az AZFc
delécidt hordozé férfiak himivarsejtjeinek nagy része nulliszom a nemi kromoszémara nézve.
Az utddban gyakoribb lehet a nemi kromoszomak aneuploidiaja, mozaicizmusa és jelentds a
kozkézat Turner-szindréma kialakulasara (Patsalis és mtsai, 2002). Irodalmi adatok alapjan
eddig 17 fiu és 18 lany szuletett ICSI utan Y mikrodeléciot hordoz6 apatol. A gyermekek
fenotipusos eltérést nem mutattak, nem volt eltérés a kiils6 nemi szerveik tekintetében és egy
esetben sem fordult elé Turner-szindroma, valdsziniileg azért, mert a 45,X kariotipusu
embridt hordozé terhességek jelentds része spontan abortusszal végzédik (Oates és mtsai,
2002; Simoni és mtsai, 2004). Mindezek miatt az Y mikrodeléciot hordozé férfiak
partnereinél fokozott spontan abortusz kockazattal kell szamolni. Megfigyeléseink amellett
sz6lnak, hogy azon azoospermias és stlyos oligozoospermias férfiak esetében, akiknél ICSI-
re vagy TESE/ICSI-re keril sor, ajanlott az Y mikrodelécios vizsgélat elvégzése. Ugyanakkor
a TESE elvégzése indokolatlan AZFa, AZFb eés AZFb+c delécié esetén (Simoni és mtsai,
2004). Az Y kromoszoma delécioit hordozo férfiak szamara fontos a genetikai tanacsadas. Az
Y kromoszéma mikrodeléciot hordoz6 infertilis férfiak esetében ICSI utan preimplantacios
genetikai diagnosztika javasolt a Turner-szindromas utod sziiletésének megel6zésére. Ezen
tilmenden ajanlott ICSI utan az Y mikrodelécios apatol sziiletett gyermekek genetikai
vizsgalata lanyok Turner szindromajanak felismerésére, valamint a fiuk infertilitasa
héatterében all6 genetikai okok tisztazésa céljabol (Patsalis és mtsai, 2002).

5.4. Spermiumok hialuronsav-koté képessége

A spermiumsejtek érésében egy chaperone protein, a HspA2 jatszik szerepet a

spermiogenezis utolso Iépéseinél. A HspA2 szintézis masodik hullamaval és a citoplazma

kilokédésével parhuzamosan egy érettséggel Osszefiiggd plazmamembran 4atrendezédés
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(remodeling) megy végbe (Huszar és Vigue, 1993; Dix és mtsai, 1996; Eddy és mtsai, 1999;
Huszar és mtsai, 2000; Kovanci és mtsai, 2001). A remodeling szikséges ahhoz, hogy
megjelenjenek a spermiumsejtek felszinén a zona pellucida ko6téhelyek és a hialuronsav
receptorok (Huszar és mtsai, 1997; 2003). Az éretlen, citoplazma retenciét mutato
spermiumok kreatin kinaz (CK) tartalma magas és HspA2 szintje alacsony, ezek a sejtek
képtelenek a zona pellucidahoz vald kotédésre (Huszar és mtsai, 1994). Az érett spermiumok
a zona pellucidahoz hasonléan a hialuronsavhoz is szelektiven kotédnek (Huszar és mtsai,
2003). A hialuronsav a néi genitalis traktusban élettani koriilmények kozott is jelen van a
cervicalis nyakban és a cumulus oophorushan. A hialuronsav-receptor jelenlétét a
spermiumok felszinén tébb laboratériumban is igazoltdk (Kornovski és mtsai, 1994;
Ranganathan és mtsai, 1994). Mesterséges kortulmények kozott a frissen ejakulalt és a
cryoprezervalt érett spermiumok is képesek kotddni a hialuronsavhoz, igy elvalaszthatok
egymastol az érett és éretlen spermiumok (Huszar és mtsai, 1990; Sbracia és mtsai, 1997).
Mivel az éretlen spermiumok kromoszéma aberracidinak gyakorisaga magas, a hialuronsav
kotodés hasznos szelekcids eljaras spermiumoknak a szelektalasara, amelyek kromoszéma
aberrécioinak gyakorisaga alacsony (Jakab és mtsai, 2005; Huszar és mtsai, 2007).

rendelkez6 férfiak hialuronsav kotd képességét vizsgaltuk HBA-teszt segitségevel. A
normozoospermias csoport hialuronsav-kotodési képessége szignifikdnsan magasabb volt,
mint az oligozoospermias, asthenozoospermias és az oligoasthenozoospermias férfiaké, mivel
a normdl mozgasi ¢és szami spermiumokkal rendelkezd férfiak nagyrészt érett
spermiumokkal rendelkeznek, ellentétben a sok éretlen spermiumot tartalmazé
oligoasthenozoospermias  férfiakkal. ~ Korabbi  tanulmanyokkal 6sszhangban sajat

eredmeényeink is azt mutatjdk, hogy a normal, érett spermiumokkal rendelkezé férfiak
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hialuronsav-kot6 képessége 80 % folott van (Huszar és mtsai, 2007; Yagci és mtsai, 2010;
Kovacs és mtsai, 2011).

A HBA-teszt segitségével jo kotddéstunek itélt infertilis férfiak spontan termékenyitési
képessége nem megfeleld. A hialuronsav kotédésen alapuld tesztek nem nydjtanak tAmpontot
az IVF modjanak megvalasztasara (Kovacs és mtsai, 2011). A hialuronsav-kotott
spermatozoaval ICSI soran megtermékenyitett petesejtb6l egészséges embrio fejlodik, de a
modszer a megtermékenyités hatékonysagat nem ndveli szignifikdnsan (Parmegiani és mtsai,
2010).

5.5. A spermiumok kromoszoma aberracioi

A normozoospermias férfiakat feldleld vizsgéalatok Osszesitése szerint az aneuploid
spermiumok gyakorisaga mintegy 6,5 %, egyes szerzok szerint akar 15% is lehet (Egozcue és
mtsai, 1997; Foresta és mtsai, 2002; Jakab és mtsai, 2003). A meddé ferfiak tobbségének
csokkent spermiumkoncentracioju és mozgasu ejakulatumaban az éretlen spermiumok aranya
¢s a szambeli kromoszoéma rendellenességet hordoz6 spermiumok eléfordulasi gyakorisadga
magasabb (Huszar és mtsai, 1988; Shi és Martin, 2001). A 14. abran irodalmi adatok alapjan
az egyes testi kromoszémakra és a nemi kromoszomakra kapott spermium aneuploidia
gyakorisagokat foglaltuk ©ssze normozoospermias és spermium paramétereik alapjan
infertilisnek tekintett férfiak esetében. A 14-es és a G-csoporti kromoszomak (21-es és 22-es)
esetében magasabb diszomia frekvenciat igazoltak. A szubmetacentrikus autoszémak (féleg a
4-es és a C-csoportu (6-11) kromoszémak) aneuploididja emelkedett infertilis férfiak
spermiumainak esetében, mivel ezek triploididja magzati vetélésként jelentkezik. Az
Osszesitett aneuploidia frekvencia szintén magasabb meddé férfiak esetében (Downie és

mtsai, 1997; Egozcue és mtsai, 1997; Shi és Martin, 2000; 2001; Hristova és mtsai, 2002).
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14. abra. Az autosz6mak és a nemi kromoszémak spermium aneuploidia gyakorisdga normozoospermias és
infertilis férfiak esetében (Downie és mtsai, 1997; Egozcue és mtsai, 1997; Shi és Martin, 2000; 2001;
Horistova és mtsai, 2002 alapjan). A szubmetacentrikus autoszomak aneuploididja és az 0Osszesitett
aneuploidia emelkedett infertilis férfiak spermiumainak esetében.

B normozoospermids férfiak aneuploidia gyakorisiga, M infertilis férfiak aneuploidia gyakorisadga

Szoros egyenes 0sszefliggést igazoltak egyes munkacsoportok az éretlen spermiumok
ardnya és az aneuploid spermiumok gyakorisaga és forditott korrelaciot a
spermiumkoncentracio és a spermiuméretlenség kozott (Huszar és Vigue, 1993; Huszar és
mtsai, 2000; Kovanci és mtsai, 2001). Vizsgélataink sordn ugyanezt az 6sszefuiggést
igazoltuk, amikor a vizsgélt férfiak spermium mintainak becsilt szdmbeli kromoszoma
aberracidjat hataroztuk meg a nemi kromoszomak és egy autoszoma (17-es kromoszoéma)
diszomia frekvencijanak ismeretében. A 14. abrabdl is lathatd, hogy a 17-es kromoszéma
aneuploidia frekvenciaja az 6sszes autoszoma aneuploidia atlagaval megegyezik (0,12 %), igy
vizsgélata elfogadott a spermiumok becsilt szambeli kromoszéma aberrécidinak
meghatarozasara. Munkank soran 45 kiilonb6z6 spermiumparaméterekkel rendelkezé férfi
spermiumanak kromoszoma aberracioi gyakorisagat tanulmanyoztuk. A nemi kromoszémak

és a 17-es kromoszoma diszomia és a teljes diploidia frekvencia szignifikansan magasabb volt
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az oligoasthenozoospermias csoportban a masik harom csoporttal 6sszehasonlitva.
Szignifikans kilonbséget talaltunk tovabbd a becsilt szambeli kromoszoma aberrécid
gyakorisaga tekintetében az oligoasthenozoospermias €és a normozoospermids, az
oligoasthenozoospermias és az oligozoospermias illetve az oligoasthenozoospermias €és az
asthenozoospermias csoportok kozott.

A kromoszdma eltérések, leggyakrabban a nemi kromoszéma aneuploidiak gyakoribbak
ICSI terhességekbdl sziiletett gyermekeknél (Bonduelle és mtsai, 1998). Az élettel
Osszeegyeztethetd genetikai eltérések (Klinefelter-szindroma) az esetek jelent6s részében
infertilitassal tarsulnak, ICSI segitségével viszont sikeres lehet a gyermeknemzés. Ilyenkor
azonban a kromoszoma eltérés tovabborokitésenek kocké&zata igen magas. Az asszisztalt
reprodukcios beavatkozasok utan jelentkez6 magas sikertelenségi és magas vetélési aranyért
jelent6s mértékben feleldsek az apai részrél atadott kromoszoma-rendellenessegek (Bonduelle
és mtsai, 2002).

Az aneuploid gamétak emelkedett gyakorisdga esetén a betegek tobbségénél nem
¢észlelheté szomatikus kromoszoma eltérés. A szambeli kromoszoma eltérést hordozd
spermiummal torténd fertilizacid esetén az eseteknek csak kis hanyada jelenik meg az
Ujszulottekben, tobbségik magzati veszteségként jelentkezik. A Kkoraterhességi vetélések
jelent6s részéért magzati aneuploidia felelds, leggyakrabban a 16-0s kromoszoma triszomiaja
(Eiben és mtsai, 1990). Ismétlédé vetélések kapcsan FISH modszerrel végzett
spermiumvizsgalatokkal oligozoospermia esetén a 15-0s, a 18-as és a nemi kromoszomak
diszomiajanak, és a nemi kromoszomak nulliszomiajanak emelkedett frekvenciajat igazoltak
(Giorlandino és mtsai, 1998; Rubio és mtsai, 1999). FISH vizsgalati adatok szerint a
spermiumon kimutathaté aneuploidia gyakorisag barmely kromoszémara vonatkozdan jéval
magasabb az epidemiol6giai magzati triszOmia gyakorisaganal. Kivételt képez az 47, XXY és

az 47,XYY triszdmia, mivel az ilyen kariotipust magzatok életképesek. Az ICSI segitségével
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fogant terhességekbdl sziiletett gyermekek kozott a rendellenes kariotipus eléfordulasa
négyszer gyakoribb (0,8%) (In't Veld és mtsai, 1995; 1997; Bonduelle és mtsai, 1998). A
triploidia gyakori oka a koraterhességi veszteségeknek, a spontan vetélések 12-13%-aban
fordul elé (Eiben és mtsai, 1990). Apai eredetli magzati triploidiaval kapcsolatos konkrét
adatok ismételt vetélések miatt spermiumokon végzett kromoszéma vizsgalatokbol allnak
rendelkezésre. Ezek az adatok a habitualis vetéléseket okozo triploidiak jelentés részében
paternalis eredetre utalnak (Aran és mtsai, 1999; Rubio és mtsai, 1999; Egozcue és mtsai,
2000; Zaragoza és mtsai, 2000).

5.6. Osszefiiggés a spermium koncentracio, a hialuronsav-kétédési képesség és a becsiilt
szambeli kromoszoma aberracid gyakorisag kozott

Jollehet az éretlen spermiumok aranya a férfiak ivarszerveiben kiilonb6z6, amikor egy
férfi spermiumszama magas, az érett spermiumok is gyakoribbak az ejakulatumban (Kovanci
és mtsai, 2001; Celik-Ozenci és mtsai, 2004). Csokkent spermiumkoncentracioju férfiak
spermiumaiban gyakoriak az aneuploidiak (Shi és Martin, 2001).

A spermiumok éretlensége és az aneuploididja kozotti kapcsolatot a HspA2 fehérje
funkcidja kapcsan érthetjilk meg. A HspA2 egy chaperon, melynek expresszidja két
hullamban torténik a spermatogenezis és a spermiogenezis soran (Huszar és mtsai, 2000).
Elészor a primer és szekunder spermatocitdban jelenik meg a szinaptonemalis komplex
Osszetevojeként a homoldég kromoszémak kozott a meidzis alatt. Az expresszid masodik
hullama a spermiogenezis végén torténik, a citoplazma kilokédésével, a plazma membran
atrendezOdésével, a zona pellucida kotéhelyek és a hialuronsav receptorok kialakuldsaval
parhuzamosan. Mivel a fehérje a szinaptonemalis komplex dsszetevdje (Dix és mtsai, 1996;
Eddy és mtsai, 1999), csokkent expresszidja a meidzis hibajahoz, aneuploidiahoz,
kromoszoma aberraciokhoz vezet. A citoplazma retencidval jellemezhet6 éretlen spermiumok

HspAZ2 szintje szintén alacsony (Kovanci és mtsai, 2001).
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Szignifikans Osszefliggést talaltak (r=0,7) a citoplazma retencioval rendelkezé éretlen
spermiumok arénya és a spermiumok aneuploidia frekvencigja kozott, arra utalva, hogy az
aneuploidia éretlen és csokkent HspA2 szinttel rendelkezd spermium sejtekre jellemzo
(Kovanci és mtsai, 2001). A zona pellucida koétShelyek és a spermiumérettség kozotti
Osszefuiggést is kordbban igazoltak: csak az érett spermiumok képesek a zona pellucida
kotésére (Huszar és mtsai, 1994). Az érett spermiumok hialuronsav-koté receptorral
rendelkeznek, szelektiven kotddnek a hialuronsavhoz a zona pellucida kotéshez hasonléan. A
hialuronsav-receptor, a zona pellucida kot6helyekhez hasonldan az éretlen és alacsony HspA2
szinttel rendelkez6é sejtek felszinén nem talalhaté meg (Huszar és mtsai, 1997; 2003).
Kordbban igazoltak, hogy a hialuronsav-kotott sejtek kromoszoéma aneuploididinak
gyakorisaga alacsony (Jakab és mtsai, 2005).

Munkank sordn szignifikdnsan magasabb 17-es és nemi kromoszéma diszomia,
diploidia és becsult szambeli kromoszéma aberrdcié gyakorisagot mutattunk ki a koros
spermium paraméterekkel rendelkez6 infertilis férfiakban, mint a normozoospermias
kontrollokban. Eredményeink alatamasztjadk azt a megfigyelést, miszerint a sulyos
oligozoospermias  férfiak spermiumaiban gyakoribbak az aneuploididk, mint a
normozoospermiasok ivarsejtjeiben (Bernardini és mtsai, 1997; 1998; In't Veld és mtsali,
1997; Storeng és mtsai, 1998; Pang és mtsai, 1999; Rives és mtsai, 1999; Zeyneloglu és
mtsai, 2000; Calogero és mtsai, 2001). A diszomia gyakorisag infertilis férfiakban
Osszefliggésbe hozhat6 az oligozoospermia sulyossagaval (Rives és mtsai, 1999). Az altalunk
vizsgalt normozoospermias férfiak hialuronsav kot képessége is szignifikansan magasabb
volt, mint az infertilis férfiaké. Osszefilggést igazoltunk a spermium koncentracio,
hialuronsav k6t6dés és a spermiumok kromoszoéma aberracioi kozott (10. dbra).

Az ICSI eljarasok sorén, amikor a zona pellucida szelekcidés gatja nem mikodik,

éretlen, aneuploid spermiummal is torténhet megtermékenyités. A természetes kdrilmények
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kozott torténd megtermékenyitéshez hasonldan a hialuronsav-szelektalt, érett spermiumokkal
a fertilizacios rata jelentés mértékben javithatd, a genetikai komplikaciok eléfordulasa
csokkenthet6 (Jakab és mtsai, 2005; Huszar és mtsai, 2007).

5.7. Kiegyensulyozott transzlokaciot hordozo infertilis férfiak spermium sejtjeinek
szegregacios analizise

A kiegyensulyozott reciprok transzlokacié a leggyakoribb strukturalis kromoszoma
elvaltozas, melynek U(jszuléttkori incidencidja 1:1175, a Kkiegyensulyozott Robertson-
transzlokécio incidencidja 1:1085 (De Braekeleer és Dao, 1991; Morel és mtsai, 2004). A
transzlokacid hordozok jelentés aranyban képeznek kiegyenstlyozatlan kromoszoma készletl
gamétakat, melyek vetélésekhez, infertilitashoz vezetnek. Ha kiegyensulyozatlan
kromoszoma készletii spermatozoa egy normal petesejtet termékenyit meg, a magzat elvetél,
ritkin azonban megszilethet, sulyos malformaciokkal és mentélis retardacioval (Morel és
mtsai, 2004).

A spermium képzédés soran a meidzis 1 o0sztodasaban kvadrivalens (Robertson
transzlokacio esetén trivalens) képzddik a transzlokalt kromoszoma és a normal homologja
kdzott. Az alternate szegregacio esetén a transzlokalt kromoszéma az egyik spermatocita 11-
be, mig normadl homolégja a masik spermatocita Il-be transzlokalddik, normal és
kiegyensulyozott hordoz6 magzatot eredményezve (Morel és mtsai, 2004; Perrin és mtsai,
2010).

A tobbi szegregacios mdd kiegyensulyozatlan kromoszéma készletet eredményez. Az
adjacent szegregaciok nulliszomiat és diszomiat eredményeznek a spermatozodban és
monoszdémiat, vagy triszomiat az embridban. A 3:1 tipusi szegregacio soran 22 és 24, mig a
4:0 szegregacid soran 21 és 25 kromoszémat tartalmazé gamétak keletkeznek (a Robertson-
transzlokacio 3:0 szegregacioja 21 és 24 kromoszdéma tartalmi gamétat eredményez) (Morel

és mtsai, 2004; Perrin és mtsai, 2010).

68



A Kkiegyensulyozott reciprok transzlokéaciét hordozo férfiak esetében a
kiegyensulyozatlan kromoszoma készleti spermatozoak aranya 19-80% kozott valtozhat. Ez
az arany fligg az érintett kromoszomak méretétél, a centromera és a toréspont helyzetétdl
(Morel és mtsai, 2004). A Robertson-transzlokacio esetén a kiegyensulyozatlan sejtek aranya
csak 2,7-26,5% kozott valtozhat (Syme és Martin, 1992; Morel és mtsai, 2004), mivel a
meiozis sorén a trivalens cisz konfiguracidja az alternate szegregacionak kedvez, normal és
kiegyensulyozott gamétakat eredményezve (Luciani és mtsai, 1984; Morel és mtsai, 2004).

A FISH elterjedésével nagyszamud ivarsejten (spermiumon) valt lehetévé a
transzlokéacioban érintett kromoszomak szegregaciés mintazatanak tanulmanyozasa
(Guttenbach és Schmid, 1990). A vizsgalat sordn a transzlokacidban érintett kromoszémak
centromergjat és legaldbb az egyik telomerat jeloljuk. A lehetséges interkromoszomalis hatas
(ICE) kimutatéasara a transzlokacioban nem érintett kromoszoémakat vizsgaljuk.

Az Aaltalunk vizsgélt 46,XY,t(3;6)(q21;923) kariotipust infertilis férfi esetében a
spermiumok 53,2%-aban kiegyensulyozatlan kromoszéma készlet volt kimutathatdé. Ez az
igen magas ardny meghatarozza az asszisztalt reprodukcio valaszhatd maddszerét, felveti donor
spermium hasznalatanak szigségességét. Eredményeink 6sszhangban vannak azon mas
tanulmanyok eredményeivel, ahol szintén a 3-as és 6-os kromoszémékat érintette a
transzlokacio, bar a téréspontok kiilonbozéek voltak. Sz&mos tanulmany hasonld (Rousseaux
és mtsai, 1995; Martini és mtsai, 1998; Lim és mtsai, 2003; Perrin és mtsai, 2010), mig
néhany eltéré (Honda és mtsai, 1999; Escudero és mtsai, 2003) szegregacidos mintazatrol
szamol be.

Az ICE-t a 17-es és a nemi kromoszOdmak aneuploidia meghatarozasa révén igazoltuk: a
17-es kromoszoéma diszOmia és a diploidia nagyobb gyakorisdga a kontroll csoportokhoz
képest ezt a hatést igazolja. Az ICE réven a transzlokacioban érintett kromoszémak ugyanis

befolyasoljak a tobbi kromoszéma meiotikus rekombinacidjat (Lejuene, 1963; Egozcue és
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mtsai, 2000). Tobb tanulmany igazolta ezt a mechanizmust a 3-as és 6-0s kromoszomakat
érint transzlokaciok kapcsan (Rousseaux és mtsai, 1995; Blanco és mtsai, 2000; Oliver-
Bonet és mtsai, 2002), mig egy masik tanulmanyban ez nem volt kimutathatd (Estop és mtsai,
2000). A kiegyensulyozott reciprok transzloké&cié hordozok esetében az ICE aneuploid
embriét eredményezhet (Gianaroli és mtsai, 2002).

A kiegyensulyozott transzlokacid hordozok spermiumainak meiotikus szegregacios
analizise és a spermiumok X, Y és 17-es kromoszoma aneuploidia analizise a
kiegyensulyozatlan gamétadk aranyanak meghatarozdsa révén egyedi kockazat becslésre,
reproduktiv prognozis megallapitasara ad lehetéséget. IVF esetén pre-implantacios genetikai
diagnosztika indokolt azoknak a paroknak, akik egyikében kiegyensulyozott transzlokacid
igazolodott (Escudero és mtsai, 2003; Morel és mtsai, 2004).

5.8. Az FMRL1 gén tipletexpanzioja korai ovarium elégtelenségben

A korai ovarium elégtelenség (POF) jellemzdéje a 40 éves kor elétt megjelend
amenorrhoea (tébb mint hat hdnapja) magas FSH (>20 1U/l) és LH szinttel (Vegetti és mtsali,
2000; Shelling, 2010). Szamos gén lehet felelés a POF kialakulasaért, féleg azok amelyek a
hipotalamusz-hipofizis-ovarium tengely szabalyozasaban vesznek részt (Foresta és mitsali,
2002; Laml és mtsai, 2002; Dixit és mtsai, 2010). Az X kromoszéma hosszlkar (Xq)
delécidja vagy transzlokacidja Osszefuiggésben van a POF kialakulasaval az ovarium
funkcidjat befolydsold gének delécidja illetve funkciokiesése révén (Powell és mtsai, 1994;
Dixit és mtsai, 2010). A POF 33%-ban csaladi halmoz6dast mutat, a tobbi eset sporadikus
(Coulam és mtsai, 1986; Vegetti és mtsai, 1998; 2000).

A leggyakrabban vizsgalt gén POF esetében az Xg27.3 régidba lokalizal6d6 FMR1 gén
(Foresta, 2002; Laml és mtsai, 2002; ESHRE Capri Workshop Group, 2004; Tassone és
mtsai, 2008). A tunetek kialakulasaért a gén premutacioja felelés: sporadikus esetekben 1,6%,

mig famili&ris halmozddéasnal 16%-ban lehet az FMR1 gén premutacidjara szamitani
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(Allingham-Hawkins és mtsai, 1999; Laml és mtsai, 2002; Tassone eés mtsai, 2008; Dixit és
mtsai, 2010). Més tanulmanyok szerint az 6sszesitett eléfordulasi gyakorisag 6% (Marozzi és
mtsai, 2000; Dixit és mtsai, 2010). Az FMR1 premutaciot hordozé nék 15-25%-a korai
ovarium elégtelenségben szenved (Laml és mtsai, 2002; Tassone és mtsai, 2008). Az FMR1
premutacié okozta POF az esetek nagyobb aradnyaban apai eredetii (28%), mig az anyai
eredetli premutaciot csak 3,7%-ban igazoltak (Hundscheid és mtsai, 2000).

Vizsgalatainkban tizenhét sporadikus amenorrhoeds korai ovarium elégtelenségben
szenved6 nd koziil két esetben igazoltuk az FMR1 gen premutaciojat (11,8%). Az egyikben
mozaikos formaban, a mésikban az 6sszes szomatikus sejtben jelen volt a premutans allél.
Mindkét betegben igazolhaté volt az FMR1 premutacié szerepe az amenorrhoeas tiinetek
kialakulasaban (Foresta, 2002; Laml és mtsai, 2002; Tassone és mtsai, 2008; Dixit és mtsai,
2010; Shelling, 2010).

5.9. Legfontosabb megallapitasaim

1. Férfi infertlitds hatterében a legtdbb esetben Klinefelter szindroma, vagy a nemi
kromoszomak egyéb szam-, vagy szerkezetbeli eltérése allt (3,9 %), mig az autoszémakat
érint0 citogenetikai eltérések gyakorisaga 2% volt. Ugyanezen csoportban a 9-es kromoszéma
pericentrikus inverziojat gyakoribbnak taldltuk az atlag popul&ciéhoz képest.

2. Ndi infertilitashban a leggyakoribb kromoszoma eltérés az X kromoszéma szambeli
eltérése volt mozaikos forméaban, egy esetben Robertson-transzlokaciét és hét esetben a 9-es
kromoszoma pericentrikus inverziojat mutattuk Ki.

3. Az AZFb és AZFc régidkat érintd deléciok csak az azoospermias és a sulyos
oligozoospermiés esetekben fordultak el6, mig a normozoospermias férfiakban és a
bizonyitottan fertilis csoportban nem. Az azoospermiasok kozott szignifikansan gyakoribb az

AZFc delécio eléfordulasa a tobbi csoporthoz képest.
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4. A gr/gr és b2/b3 tipusu parcialis mikrodelécié eléfordul oligozoospermias és
normozoospermias esetekben is, ami arra utal, hogy ezek a delécidk nincsenek dsszefliggésben
a spermiumképzddés zavaraval, mig a gr/gr delécio rizikotényezdnek tekinthetd.

5. A normozoospermias csoport hialuronsav-kotédési képessége szignifikansan
magasabb  volt, mint az  oligozoospermids,  asthenozoospermids és  az
oligoasthenozoospermias férfiaké, mivel a normal mozgéasi és szamu spermiumokkal
rendelkezé férfiak nagyrészt érett spermiumokkal rendelkeznek, ellentétben a sok éretlen
spermiumot tartalmazé oligoasthenozoospermias férfiakkal.

6. A spermiumok nemi kromoszoma és 17-es kromoszdma diszOmia, valamint a
diploidia frekvenciaja szignifikdnsan magasabb volt a kdros spermium paraméterekkel
rendelkezd infertilis férfiakban, mint a normozoospermias kontrollokban.

7. Osszefiiggést igazoltunk a spermium koncentrdcio, hialuronsav kotédés és a
spermiumok kromoszéma aberréacioi kozott.

8. Az éltalunk vizsgalt 46,XY,t(3;6)(q21;923) kariotipust infertilis férfi esetében a
spermiumok 53,2%-ban kiegyensulyozatlan kromoszéma készlet volt kimutathatd. Ez az igen
magas arany meghatarozza az asszisztalt reprodukcio valaszhaté mddszerét, felveti donor
spermium hasznalatanak sziigségességét.

9. Az interkromoszomalis hatast (ICE) a 17-es és a nemi kromoszomak aneuploidia
meghatarozasa réven igazoltuk: a t(3;6) hordozo férfi esetében észlelt 17-es kromoszoma
diszémia és a diploidia nagyobb gyakorisaga a kontroll csoportokhoz kepest ezt a hatast
igazolja.

10. Tizenhét sporadikus amenorrhoeds korai ovarium elégtelenségben szenvedd nd
kdzil két esetben igazoltuk az FMR1 gen premutaciojat. Mindkét betegben igazolhaté volt az

FMR1 premutécio szerepe az amenorrhoeds tiinetek kialakulasaban.
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6. OSSZEFOGLALAS

A fejlett orszagokban az infertilitas gyakorisdga 10-15%-ra tehetd, az esetek felének
hatterében genetikai eltérés allhat. A genetikai vizsgalat elsé 1épése a hagyomanyos
kromoszoma analizis, melyet a tlnetek fliggvényében célzott molekularis genetikai
vizsgélatok kdvetnek. Laboratériumunkban 500 infertilis esetében kerdilt sor citogenetikai, 17-
ben FMR1 gén, 150-ben Y kromoszéma mikrodelécid, 28-ban a spermiumok szambeli
kromoszoma aberracidinak vizsgalatara és egy Kkiegyensulyozott transzlokaciot hordozo
leggyakoribb kromoszoma eltérés az X kromoszdma szambeli eltérése es a 9-es kromoszoma
inverzidja (3,6%) volt, két tovabbi esetben az FMR1 gén tripletexpanzidjat mutattuk ki.
Infertilis férfiakban a Klinefelter szindroma (3,3%) €s az autoszomakat érintd transzlokaciok
igazolodtak leggyakrabban az infertilitas hatterében (2%). Y kromoszoma mikrodeléciok csak
az azoospermias és a sulyos oligozoospermias esetekben fordultak elé, mig parcidlis
mikrodeléciét normozoospermiasokban is észleltiink. Gyakrabban észleltiink kromoszéma
aberraciot a spermiumokban, amikor a spermiumok szama és mozgasa egyarant rendellenes
volt. Egy 46,XY,1(3;6)(q21;q23) kariotipusu férfi esetében a spermiumok 53,2%-a hordozott
kiegyensulyozatlan kromoszoma készletet. Az infertilitds esetén, ha egyéb organikus és
funkcionalis ok nem meriil fel, megfelelé indikacio - csokkent spermiumszém, habitudlis
vetélések, ill. korai menopauza - alapjan genetikai vizsgalat végzése indokolt. Ha genetikai
eltéres igazolddik, az jelzi az utdd genetikai kockazatat es rdmutat az asszisztalt reprodukcid
leghatékonyabb modjara. Az embrié és a magzat pontos genetikai eltérését azonban csak a
preimplantécids és a prenatalis genetikai diagnosztika segitségével allapithatjuk meg. Sajnos,
nem minden esetben sikerill az infertilitas hatterében allé ok, az etioldgia tisztazasa. igy az

asszisztalt reprodukcio sikeressége csak valdsziniisitheto.
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SUMMARY

In the western countries infertility affects about 10-15% of couples, genetic factors can
be identified in about half of the cases. The first step of the genetic diagnosis is the
conventional chromosome analysis, followed by molecular genetic tests according to the
specific symptoms. In our laboratory we carried out cytogenetic analysis in 500, FMR1 gene
analysis in 17, Y chromosome microdeletion analysis in 150, determination of sperm
numerical chromosome aberration in 28 cases and sperm meiotic segregation study in one
balanced reciprocal translocation carrier. In female infertility the most common chromosome
aberrations were the numerical aberration of chromosome X and inversion of chromosome 9
(3.6%). In two cases FMR1 gene triplet expansion was found. In male infertility the most
frequent cytogenetic aberration proved to be the Klinefelter syndrome (3.3%) and autosomal
translocations (2%). Y chromosome microdeletions were identified only in azoospermic and
severe oligozoospermic men, but partial microdeletions could also be detected in
normozoospermic men. When sperm concentration and motility were damaged
simultaneously, we found a higher chromosome aberration rate in sperm. In a man with
46,XY,1(3;6)(921,;923) karyotype, about 53.2% of sperm carried out unbalanced chromosome
assortment. To perform genetic test in infertility in the lack of any other organic and
functional problems is reasonable in cases with low sperm count, recurrent foetal loss or
premature ovarian dysfunction. In the knowledge of genetic alteration we can assess the
genetic risk of the offspring and choose the appropriate mode of assisted reproduction. To
determine the accurate genetic alteration of the embryo preimplantation and prenatal genetic
diagnostics are needed. Unfortunately, the etiology in the background of infertility can not be
clarified in all cases. The successfulness of the assisted reproduction techniques depends on

the probability of genetic aberrations.
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