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1. Bevezetés és a disszertacio céljai

Az infertilitasban a férfi faktor vizsgalati modszerei kozott egyre tobb kutatas igazolja
az objektiv biokémiai markerek eldonyeit a spermiumok érettségének és funkcidjanak
megbizhaté megitélésében.

A meidzis soran a diploid spermatogdniumok kétszakaszos oszlasi folyamatban
haploid spermatidokka alakulnak. A spermiogenezis soran a haploid kerek
spermatidok mind a nuklearis, mind a cellularis kompartmentben érési folyamatokon
esnek at, melyek magukba foglaljdk a hiszton-protamin cserét, az akroszoma
extrizioval oOsszefliggésben, a spermium sejthartya is atalakul a késoi
spermiogenezisben (remodeling), mely soran a zona pellucida és hialuronsav koto
helyek is kialakulnak.

Tobbféle nuklearis és citoplazmatikus biokémiai marker vizsgalatot ismeriink, melyek
utalhatnak a spermiumok éretlenség fokara. A spermium éretlenségét mégis
legjobban a 70 kilodalton témegl chaperon protein, a HspA2 alacsony expresszidja
jelzi legjobban, ami a normalis spermium fejlodés soran két szakaszban
expresszalddik. Az els6 expresszids szakasz a kerek spermatocitakban jelentkezik,
ekkor a spermatogenetikus folyamatban jatszott funkcidjat illetben a HspA2 tagja a
szinaptonémalis komplexnek (SC), és fenntartja a meidzis folyamatat. A masodik,
nagyobb expressziés hulldam az elongacid stadiumaban levé spermatidokban
jelentkezik, és az HspA2-nak szerepe van olyan proteinek Osszeszerelésében és
transzportjaban, amelyek a spermium éréséhez sziikségesek, koztiik citoplazma
legfontosabb szabalyzd faktora a nukleoprotein cseréjéhez, éréséhez sziikséges
protaminok produkcidjanak és transzportjanak, valamint antiapoptotikus funkcidja is

van.

Az HspA2 alacsony expresszidjahoz kapcsolddd spermatogenetikus zavar a
spermiumok kilonféle érési zavaraval, abnormalitasaival tarsul. Ezek az eltérések

kilonb6z6 biokémiai markerekkel jol detektalhatdak Ugy, mint spermium kreatin-



kindz (CK) tartalom kimutatasa immunfestéssel, ami a tobblet citoplazmat jelzi,
anilinkék festés (AB), ami a perzisztald szomatikus hisztonokat mutatja, a caspase-3
immuncitokémia, ami az aktiv apoptotikus folyamatot jelzi, és a DNS fragmentaciot
jelz6 kilonféle tesztek, koztiik az in situ nick transzlacié (ISNT). Mivel a HspA2
esszenciadlis része a szinaptonémalis komplexnek, nélkiilozhetetlen a homoldg
kromoszomaparok deszinapszisahoz az HspA2 alacsony expresszidjaval jard
immaturitds emelkedett frekvenciaju kromoszéma diszomiaval is tarsul. A diszémia

frekvenciat legjobban fluoreszcens is situ hibridizaciéval (FISH) tudjuk vizsgalni.

Kilonféle tanulmanyokban, amelyekben nagyszamu éretlen spermiumot tartalmazoé
mintakat vizsgaltak szoros korrelacid volt észlelhetd az immaturitas kilonbozo
megjelenési  formainak (nuklearis, cellularis tulajdonsagok) gyakorisagaban
ugyanabban a mintaban, akarcsak az immaturitas jeleinek gyakorisaga és az

aneuploidia frekvencia k6zott adott spermium mintakban.

Az elobb emlitett tanulmanyok igazoltdk a HspA2 spermiumképzédésben betoltott
kozponti szerepét, illetve azt, hogy alacsony expresszidja esetén a spermium
mintaban a kiilonb6z0 éretlenségi jelek, és a kromoszoma diszOmiak nagyobb
gyakorisaga varhatd. Nincs adat arra vonatkozdlag, hogy ezek a cellularis és
nuklearis éretlenségi jelek, valamint diszomiak vajon ugyanazokat a sejteket érintik-
e, illetve a spermiogenetikus abnormalitasok azonos mértékben jelennek-e meg

egyes sejtekben.

Az elképzelésem a kutatdbmunkdamban az volt, hogy ha az HspA2 alacsony
expresszidja a kozos oki faktora a spermiumok immaturitdsanak és a meiotikus
nondiszjunkcioknak, akkor ugyanazon sejtek tobbes biokémiai marker vizsgalataval,
valamint FISH jelolésével elsosorban a kiilonbdzd abnormalitadsok kombinacidjat kell,
hogy észleljik az éretlen sejtekben, és nem izolalt elvaltozasokat. Emellett
feltételeztem, hogy nem csak kolokalizaltan kell, hogy ezek az abnormalitasok
megjelenjenek, hanem ugyancsak a koz0s oki faktor miatt az elvaltozasok
mértékének is hasonldnak kell lennie. Amennyiben igaz az elképzelésem, és sikerdl
igazolni, hogy a kilonboz6 éretlenségi jelek azonos sejtekben, hasonld mértékben

mutathatdak ki, és emellett ugyanezekben a sejtekben gyakoribbak a kromoszéma



diszomiak is, akkor ez tovabb erbsiti a HspA2 kozponti szerepére vonatkozd
elképzelésiinket, valamint a férfi medddség labordiagnosztikdja szamara is tébb
kovetkeztetést le lehet vonni, mint pl. egy proba alkalmazasa elegendd-e a

spermiumok éretlenségének korrekt vizsgalatara, stb.

Abbdl a célbdl, hogy vizsgaljuk a kilonféle alacsony HspA2 expresszidjahoz kotott
spermium érési zavarok egyittes el6forduldasat individualis spermiumokban, egy
egymast kovet6 tobbes biokémia jeldlési modszert fejlesztettiink ki. Az AB, ami egy
megbizhatd marker a spermiumok nukleoprotein éretlenségének vizsgalataban, egy
reverzibilisen kotodo festék és a jelolt spermiumokbdl a festék egyszerli mosasi
technikakkal kivonhatd. Sajatosan az ecetsav, ami az AB olddszere komponense
olyan biokémiai marker festések fixald oldatainak, mint a FISH, CK és caspase-3
immuncitokémia, valamint hasznaljak az ISNT-ban is. A spermiumok kett6s marker
vizsgalatat a nukleoprotein szerkezet vizsgalataval kezdtiink AB festéssel, majd a
festék kimosasat kovetden a spermiumok vizsgalatat FISH, CK immuncitokémia,
apoptozis vizsgalat, illetve ISNT valamelyikével folytattuk. Az individualis spermiumok
és mikroszkdpos spermium teriiletek lokalizacidjat-relokalizacidjat az adatok
Osszehasonlitasat a Metamorph™ digitalis képértékeld program segitségével

végeztiik.

A Metamorh™ digitalis képértékeld program alkalmazasaval a relokalizacid segitése
mellett a spermiumok morfoldgidjat is vizsgalni tudtuk, ezért az egyedi spermiumok
objektiv biokémiai marker vizsgalata mellett ugyanezen sejtek biokémiai érettségi

statuszahoz viszonyitva a morfoldgiai jellemzdit is vizsgaltuk.

Egy kilon tanulmanyban szintén Metamorh™ segitségével a nativ, nem
dekondenzalt haploid illetve a diszdmias sejtek morfometriai kiilénbségeit is
vizsgaltuk. Ezt azért végeztiikk, hogy olyan morfoldgiai kilonbségeket keressik a
klinikum szamara, melyek a spermium szelekcid biztonsagossagat novelhetik ICSI

beavatkozas soran.

A spermiumok kiilonb6zo éretlenségi jeleinek és kromoszoma diszomiadinak sejten

beliili kapcsolata nem teljesen ismert, a spermiumok morfometriai és kromoszéma



szambeli 6sszefiiggéseinek ismerete is hianyos, ezért az értekezésemet megalapozd

kutaté munkam soran a kdvetkezd kérdéseket vizsgaltam:

1. A diszdmiak, ami a meidtikus nondiszjunkcid kdvetkezményei és a perzisztald
hisztonok jelenléte, ami nukleoprotein csere zavara kozétt van-e intracellularis
kapcsolat? Van-e 0Osszefliggés a nukleoprotein éretlenség mértéke és az
aneuploidia valdszinlisége kozott?

2. A kilonb6z6 nuklearis és citoplazmatikus érési zavarok ugyanazon sejtek
vizsgalata kapcsan mutatnak-e korrelaciot? Ha ezek az abnormalitasok
egylittesen vannak jelen ugyanabban a spermiumban van-e Osszefliggés az
elvaltozasok mértékében?

3. Van-e morfometriai kilonbség az aneuploid és haploid kromoszéma
struktdraju spermiumok kozott? Van-e lehetdség haploid sejtek szelekcidjara

morfometriai adatok segitségével ICSI soran?

2. Anyag és modszer

A vizsgalatokra a Debreceni Egyetem Sziilészeti és N6gydgyaszati klinikdja és a YALE
egyetem (New Haven, Connecticut, USA) Sziilészeti és NOgydgyaszati Intézetének
kollaboracidjaként volt lehetGségem.

Az elsO kisérletben 7 enyhén oligospermias férfi mintajat hasznaltuk. Azért
valasztottunk oligospermids alanyokat, mert Osszefiiggés van az emelkedett
aneuploidia frekvencia és az alacsony spermium koncentracié kozott. A spermium
koncentracio és motilitds CASA moddszerrel valdé meghatarozasa utan salin-imidazolos
mosast végeztilk, majd keneteket készitettlink. A kenetet el0szor 5% ecetsavas AB-
val megfestettiik, majd mindenegyes férfinal legalabb 600x nagyitassal 8000
spermium nukleoprotein statuszat értékeltiik. A spermiumokat, a nukleoprotein
statuszt, és a mikroszkopos latotereket képileg rogzitettik. A sejteket a festés
intenzitasanak megfeleléen értékeltiik, ami a perzisztald hisztonok mennyiségére
utaldan “vilagos” (érett), “intermedier” (kozepesen éretlen), és “sotét” (éretlen)
spermiumok lehettek. A mikroszkdpos terliletek lokalizacidja és relokalizacidjat a

mikroszkopos koordinatak alapjan tortént, de a meghatarozast segitette a



targylemezen levé gyémant ceruzaval bekarcolt vonalak. A spermiumok értékelése és
a mikroszkopos teriiletek rogzitése utan az AB festéket 5%-0s ecetsavas oldattal
vontuk ki. Ezt kdvetden multicolor FISH vizsgalat kdvetkezett. A FISH eljaras elott a
spermiumok kondenzalt allapotban levo kromatin allomanyat a DNS szonda szamara
hozzaférhetdvé tettiik: el@szor ditiotreitollal (DTT, dekondenzacid), majd litium séval
(LIS, duzzasztas) kezeltink. A dekondenzacids eljaras utan direkt jelolési
centromérikus probat hasznaltunk az X kromoszéma (Spektrum Zo6ld) és az Y
kromoszdma (Spektrum Narancs) megjeldlésére. A 17-es kromoszoma hibridizacidja
indirekt, biotinnal jelolt centromérikus szondaval tortént, amit avidin-rodaminnal és
avidin-fluorescens izotiocianattal (FITC) segitségével tettlink Iathatdéva. A
sejtmagokat 4,6 diamidino-2-phenylindollal (DAPI) festettik.

A FISH-t kovetGen relokalizaltuk a korabban AB-val festett és a nukleoprotein
érettség szempontjabdl mar értékelt sejteket, majd meghataroztuk ugyanazon sejtek
kromoszoma szerkezetét, kiilon jelolve a diszdmia fajtakat 1717, XX, YY, XY és a
diploidiakat. A kromoszdéma szerkezet meghatarozasakor az irodalomban elfogadott
szigoru értékelési rendszert hasznaltuk. Részben ennek megfeleléen a nulliszomiakat

figyelmen kiviil hagytuk.

A masodik kisérletben ugyanazon spermiumok kett0s jelolése tortént perzisztald
hisztonokra, tobblet citoplazma igazolasarara, apoptotikus folyamatok kimutatasara
és DNS fragmentacora. Ebben a tanulmanyban oligospermias és alacsony sejtszamu
normospermias férfiak mintait hasznaltunk, hogy minél nagyobb szamban tudjunk
értékelni éretlen sejteket. A vizsgdlatban 13 férfi (atlagos spermium koncentracio:
25.0 £ 6.2 x 10° spermium/ml, motilitas: 36.2 £ 6.5 %) mintdinak felhasznalasaval
mintegy 5600 spermiumot értékeltiink egymast koveto kettds festéssel.

A tanulmany tobb részbdl allt, melyek soran két-két biokémia markert alkalmaztunk
egymast kovetden ugyannal a spermiumnal az alabbi kisérleti modellek szerint.
Spermium keneteket készitettiink targylemezre, majd 5%-o0s ecetsavas AB-val
megfestettiik. Az egyes spermiumok AB intenzitasat és a mikroszkdpos spermium
terliletek képeit rogzitetttk a Metamorph™ imaging program segitségével. A
mikroszkopos asztal X-Y koordinatait rogzitettiik, a kés6bbi relokalizacio céljabdl. A

spermium mintakbol az AB festéket olyan olddszerek segitségével tavolitottuk el



melyek az ezt kdvetd, masodik festés fixaloszerének elemei voltak (metanol az ISNT
esetén, paraformaldehid az immuncitokémiai vizsgalatokban). Ezt kovetéen a
spermiumokat egy masodik biokémia prdébaval jeloltik: (I) CK immuncitokémia az
immaturus sejtek citoplazmatikus retencidjanak kimutatasara; (II) DNS szal
fragmentacidjanak kimutatasara ISNT; és (III) caspase-3 immunfestés az
apoptotikus folyamatok detektalasara. A masodik marker festés utan a korabbi AB
festés soran rogzitett X-Y koordinatak alapjan relokalizaltuk a megfeleld
mikroszkopos spermium teriilteket, majd a megfeleld képeket egymassal

0sszehasonlitva meghataroztuk a kettds proba mintazatait.

A spermiumok CK immuncitokémiaja: Az AB festéket 0.5% paraformaldehidos PBS-

vel mostuk ki, majd bovin szérum albuminnal (BSA) blokkoltunk. Ezt kdvetden a
spermiumokra poliklondlis anti-CK-t rétegeztiink és a targylemezeket biotinilalt anti-
nyul masodlagos antitesttel kezeltiink, majd avidin konjugalt torma peroxidazt adtunk
hozza. Az targylemezeket diaminobenzidinnel és hidrogén peroxiddal kezeltiink
tovabb. A képz0dO0 barna szin alapjan felismerhetové valtak a citoplazmatikus
retenciét mutatd sejteket. Ebben a vizsgalatban 1284 spermiumot tanulmanyoztunk
(négy férfi, koncentracié: 10.9 + 2.2 x 10° /ml, motilitds: 32.5 £ 4.8%).

Spermium immunfestés caspase-3-ra: Az AB festék kioldasa hasonldan tortént, mint

CK immuncitokémianal, majd a spermiumokat BSA blokkolo oldattal, majd aktiv
caspase-3 antitesttel kezeltiik. Ezt kovetben a targylemezeket biotinilalt anti-nyul
masodlagos antitesttel kezeltiik. Az ABC alapjan képzodott barna szin a caspase-3
tartalmat reprezentalta. Ebben a vizsgalatban 2101 spermiumot értékeltiink (4 férfi,

spermium koncentracié: 11.9 + 1.4 x 10° spermium/ml, motilitas: 34.0 £ 6.6%).

DNS integritas értékelése ISNT-val: A vizsgalat alapkoncepcidja az, hogy DNS
polimerdaz enzim nukleotidok beépitésével javitja a DNS szalszakadast. A javitd
elemek egyike a biotin-jelolt dUTP horgonyként szolgal avidinhez konjugalt torma
peroxidaz szdamara. Ezért a teszt utan, a torma peroxidaz generdlt szin aranyos a
spermiumokban levd DNS szakadas és javitas mértékével. Az AB kivonasa metanollal
tortént. A targylemezeket ezt kovetbéen metanol-jégecetsav (3:1) keverékével
fixaltuk, majd dekondenzacids kezelést végeztik DTT-vel, majd LIS-vel. PBS
mosassal folytattuk, majd biotinnal blokkoltuk, Ujabb mosas utan avidinnal

blokkoltunk Ezt kovetden a targylemezt DTT-ben kezeltiik és hozzaadtuk a javitd



elemek biotin-16-dUTP, dGTP, dCTP, dATP keverékét és a DNA polimeraz I enzimet.
A biotinnal jelolt nukleotidak detektalasa avidin-biotin torma peroxidaz modszerrel
tortént. Ujabb mosads utdn a targylemezeket 3, 3-diaminobenzidine oldattal és
hidrogén peroxiddal kezeltilk. Ezt kovetden Coomassie Blue-val festettiik, hogy
optimalisan lathassuk a spermium kontlrokat. Ebben a vizsgalatban 2446
spermiumot értékeltiink (5 férfi, spermium koncentraci: 17.6 + 1.1 x 10°

spermium/ml, motilitas: 38.4 +£5.9%)).

A spermium morfoldgia értékelése: A beszaradt spermium keneteket Diff-Quik-kel
festettik meg a gyartd utasitasainak megfelelden. A keneteket két vizsgald
egymastol fliggetlentl Tygerberg kritériumoknak megfeleléen értékelte. Az

eredményeket atlagoltuk targylemezenként.

FISH és objektiv_morfometriai kisérlet: Az els6 csoportot alkotd hat férfibdl, akik

mintdit kizarélag ebben a tanulmanyban hasznaltuk harom oligospermias volt
(spermium koncentracid 9.3 £ 2.3 X10° spermium/ml; motilitds 39.7% =+ 5.5%), és
harom normospermids (spermium koncentracié 46.5 + 21.0 X 10° spermium/mil;
motilitas 46.8% = 4.6%). A hat férfi mindegyikétél mintegy 200 spermiumot nativ
nem dekondenzalt allapotban (n = 1,227 6sszesen) Metamorph program segitségével
digitalizaltunk, és a spermiumokat morfologiailag értékeltiik. A lokalizacio-
relokalizacié szempontjai hasonldak voltak mint a korabban részletezett kisérleteknél.
Az egyes sejtek mérése soran a kovetkezd paramétereket hataroztuk meg: fej
terlilete, periméter, hosszu tengely, rovid tengely, farok hossz. Ezt kdvetden a
spermiumokndl FISH-t végeztiink. Relokalizaciét kovetéen meghataroztuk a
morfometriai szempontbdl mar értékelt spermiumok kromoszéma szerkezetét, mely
lehetett X vagy Y hordozd haploid vagy XX, XY, YY diszémiat tartalmazo.

Ennek a kisérletnek a masodik részében Ujrahasznositottunk két korabbi
tanulmanybdl 12 férfi (koncentracié 24 + 2.5 x 10° spermium/ml; motilitds 52.5% =+
2.5%) FISH utani mintait (Kovanci és mtsai, 2001 és Jakab és mtsai., 2005), hogy
nagyobb szdmu diszdmias dekondenzalt spermiumot vizsgalhassunk. Osszesen 178

kromoszoma diszdmias spermium képét talaltuk (75 XX, 63 XY, és 40 YY).



A kisérletek statisztikai analizise

Az elsd kisérletben a nukleoprotein immaturitas szerinti érett és kdzepesen érett
sejtek és az aneuploidia frekvencia kozotti 6sszefiiggésnek vizsgalatat Mann-Whitney
U teszttel végeztiik. Az ugyanabban a spermium mintaban a kdzepesen érett sejtek
és a diszémias gyakorisaganak dsszefiiggését Pearson korrelacios teszttel vizsgaltuk.

A masodik kisérletben, ahol a spermiumok kettds jeldlését végeztiikk AB, CK és ISNT-
ra a kilonbozo csoportok kozotti kilonbség Osszehasonlitdasara egy szempontos
variancia analizist (ANOVA) hasznaltunk normalis eloszlasnal, és egy szempontos
variancia analizist ANOVA ranks tesztet (Kruskal-Wallis), ahol a valtozok nem
mutattak normalis eloszlast. Ezt kovetéen ANOVA Dunn'’s post hoc tesztet végeztiink.
Az analizist Sigma-Stat 2.0. segitségével végeztiik. Az egy spermiumban levo marker
parok egyezésének 0Osszehasonlitasara sulyozott kappa analizist kvadratikus
sulyozassal végeztiink. A kappa =0.8, ami nagyon magas szintl egyezést jelent.

A dimenzié tanulmanyban a haploid és diszomias sejtek dimenzid kilonbségeinek
vizsgalatara szignifikancia meghatarozasara Mann-Whitney U test, Student féle t
tesztet és Tukey post hoc tesztet hasznaltunk. A szignifikancia szintet P<.05-ben

hataroztuk meg.

3. Eredmények és diszkusszio

Anilinkék és FISH tanulmany: Hét kézepesen oligospermias férfi mintajat felhasznalva

Osszesen 58,793 spermiumot értékeltlink. Nuklearis érettség tekintetében AB
festéssel az érett, kbzepesen éretlen és az éretlen sejtek aranya a kovetkez6 volt
73.1+£2.3%, 21.8+2.1% és 5.0+0.5%. FISH-vel az atlag kromoszéma diszémia
frekvencia a kovetkezo volt: X diszémia: 0.07+0.01%, Y diszomia: 0.09+0.02%; XY
diszémia: 0.18+ 0.03%, és 17diszédmia: 0.16+0.03%. A diploidia frekvencia 0.17 +
0.04% volt.

Az AB intenzitds alapjan kozepesen éretlen sejtekben mind a négyféle diszomia
forma gyakoribb volt, mint az érett sejtekben. X diszdmia esetén 3.9x nagyobb volt a

gyakorisag, Y diszdmia esetén 5.2x, XY diszdmia esetén 6.1x és 17 diszdmia esetén
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4.5x, az Osszesitett diszomia frekvencia esetén ugyanez 5.3x (az X diszomia
kivételével valamennyi csoportban AP<0.001). Nagyobb volt a kdzepesen éretlen
“intermedier”sejtek kozott a diploidia incidencidja is az érett, AB-vel vilagos sejtekhez

viszonyitva, de ez a kiilonbség nem volt szignifikans.

A hipotézisiinket, hogy a spermiumokban el6forduld diszdmia gyakorisag és az AB
sajatossag kozott kapcsolat van igazoltak a korrelacids vizsgalatok is. Pearson-féle
korrelaciés tesztel ugyanabban a mintaban egyes diszomiak és az AB-val kdzepesen
éretlen sejtek eldfordulasi gyakorisaga kozott szoros osszefiiggést talaltunk: XY
diszomia (r=0.82, P<0.05), 17 diszémia (r=0.70, P< 0.05), és az dsszesitett diszomia
(r=0.76, P<0.05). Eredményeink megerositették a HspA2 kozponti szerepérdl

kialakitott elképzelésiinkrol

Bar enyhe emelkedés volt a diploididk gyakorisdgaban a kdzepesen éretlen sejtek
kozott, az érett sejtekhez viszonyitva, de ez nem kozelitette a diszdmiaknal talalt
kapcsolatot, igazolva, hogy a diploididk egészen mas mechanizmus alapjan alakulnak
ki, mint a diszomiak.

A legérdekesebb és nem vart eredménye ennek a kisérletnek az volt, hogy a
legéretlenebb, AB festéssel sotét, tehat nagy mennyiségl perzisztald szomatikus
hisztont tartalmazo sejtek nem mutattak FISH szignalt, és néha DAPI magfestés is
hianyzott. Mi két lehetséges mechanizmust tudunk elképzelni, hogy miért hianyzott a
FISH jel: 1) A HspA2 alacsony expresszidja a hiszton-protamin csere zavara mellett a
DNS reparadld enzim zavarat okozza, ezért sériil a DNS integritds 2) Az éretlen
spermiumok citoplazmatikus retencidval és nagyobb ROS produkcidja okozza a DNS
még az intakt spermiumban. A FISH-hez sziiksége dekondenzaciét és denaturaciot
kdvetben azonban a DNS fragmentumok kiszabadulnak a spermiumbodl.

A perzisztald hisztonok és a kromoszomak diszomiak el6fordulasa kozotti szoros
kapcsolat alatamasztja ezeknek a zavaroknak a kozos eredetére vonatkozd
feltételezésiinket: oka a HspA2 alacsony expresszidja, ami a spermiogenetikus és
meidtikus zavarhoz vezet egyidejlileg. A kisérleti eredményeink arra is utalnak, hogy

a legéretlenebb spermiumoknal a korabban részletezett mechanizmus alapjan
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elveszhetnek a FISH szignalok. Ezért feltételezhetd, hogy oligospermias férfiak
mintaiban ahol az éretlen sejtek szama nagy a diszomia frekvencia szama

alulértékelt.

Spermiumok tobbes marker jelolése AB festéssel, Caspase-3 immunfestéssel, CK

immuncitokémidval, és ISNT-val A kisérletben 13 férfi (atlag spermium koncentracio:
25.0 £ 6.2 x 10%/ ml, motilitas: 36.2 + 6.5%) mintegy 5600 sejtjét értékeltiink kettds

biokémiai jeldlésével.

A kisérlet els0 részében a spermiumok nukleoprotein statuszat és a sejtplazma
éretlenségét vizsgaltuk. El6szor AB festést haszndltunk, hogy megjeldljik a
perzisztald hisztonokat, majd CK immuncitokémiaval a sejtplazma éretlenségét
vizsgaltuk. Nagyfoku egyezés volt az AB és CK markerekkel végzett kettds festés
mintazata kozott. A spermiumok legnagyobb része a (83%) megegyezd festési
mintat vilagos-vildgos (mintegy 40%), intermedier-intermedier (mintegy 25%) és
sotét-sotét (mintegy 18%) mutattak. A heterogén intermedier-vilagos vagy
intermedier-so6tét mintazat megjelenése kb. 18% volt, mig a diszkordans festési
eredmény( vilagos-sotét és sotét-vildagos mintazati spermiumok aranya kevesebb,
mint 1% volt.

A kisérlet masodik részében a spermiumokat el6szor AB-val festettiik, majd ISNT
jeldltiik. Osszesen 2446 spermiumot tanulmanyoztunk igy. A legnagyobb része (84%)
a spermiumoknak hasonld festési mintat mutatott mindkét mddszerrel vilagos-vilagos
(n=1261, 52%), intermedier-intermedier (n= 498, 20%), sotét-sotét (n = 291,
12%). Spermiumok heterogén festéssel vilagos - intermedier, sotét - intermedier,
15%-ban voltak jelen, mig a diszkordans vilagos-sotét és sotét-vilagos sejtek
gyakorisaga 1.2% volt. Mint az AB-CK esetében, a spermiumok 84%-ban a festési
mintazat identikus volt az AB és DNS fragmentacid viszonylataban. Ezért elmondhatd,
hogy az éretlen spermiumok perzisztald hisztonokkal szintén nagymértékben
mutatnak DNS fragmentaciot.

A harmadik részében ennek a kisérletnek 2101 spermiumot vizsgaltunk AB és
caspase-3 immunfestéses ketts marker vizsgalattal. Vilagos-vilagos festés volt 1047
(50%) spermiumnal, intermedier-intermedier mintazat 483 (23%) spermiumnal és

sotét-sotét mintazat 261 (12%) sejtnél. Akarcsak mas citoplazmatikus és nuklearis
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markerrel a spermiumok mintegy 85%-a a kettds prdéba vizsgdlat soran megegyez6
festési mintat mutatott AB-val és apoptotikus markerrel. Hasonléan a tobbi
markerhez az intermedier-vilagos vagy az intermedier-sotét spermiumfestés a sejtek
korilbelll 14%-ban jelentkezett, és a diszkordans sotét-vilagos és a vilagos-sotét

festési mintazat kevesebb, mint 1.0 %-ban.

A Tygerberg normal morfoldgia és AB festés intenzitasa kozotti kapcsolatot 5 minta
kapcsan a tanulmanyoztuk, melyben mindenegyes betegnél értékeltiink legalabb 400
spermiumot (n = 3882 dsszesen, két fliggetlen vizsgald altal értékelve). Az érett, AB-
val vildgos festédést mutatd, kozepesen éretlen, intermedier és a éretlen, sotét
csoportokon beliil a Tygerberg normalis sejtek aranya 9.5 + 1.3, 2.3 £ 0.9 és 0.5 +
0.3% volt. Jelentds kilonbség volt a vilagos és az intermedier (P< 0.05), és az
intermedier és sotét csoportok kozott (P< 0.01). Ez alapjan kijelenthetjik, hogy
kapcsolat van kilonboz6 mértékd biokémiai probakkal éretlenséget mutatd

spermiumok csoportja kozott a Tygerberg morfoldgiaban.

Interindividualis variacid: A négy férfi esetében akiknek spermiumainak vizsgalatanal

AB festés - CK immuncitokémia kombinacidjat alkalmaztunk, a vilagos-vilagos
spermiumok aranya 36.0 £ 4.4% (atlag £ SEM) volt, adott egyedeknél 34.4, 30.3,
30.4 és 48.9%, az intermedier-intermedier festés atlaga 24.9 = 4.1% (25.8, 15.8,
35.4 és 22.8%), mig a spermiumok sotét- sétét mintazata 21.1 +£5.9% volt jelen
(28.7, 33.3, 12.7 és 9.5%). Az 5 férfinél, akiknek spermiumait AB-ISNT-val
vizsgaltuk, az atlag vilagos-vilagos mintazat 52.0 + 6.7% (54.8, 66.4, 32.9. 55.2 és
50.8%) volt, mig az atlag intermedier-intermedier mintazat 19.7 + 1.9% (20.6, 16.6,
25.9, 20.5 és 15.0%) volt. A sotét- sotét mintazat 12.2 + 1.7% (12.5, 7.2, 16.1, 9.8
és 15.4%). Végil annal a négy férfinél, ahol a spermiumok AB-caspase-3 kettOs
festéssel jeloltik, a vilagos-vildgos spermiumok aranya 49.4 + 6.7% (44.5, 56.7,
33.2 és 63.3 %): az intermedier-intermedier festddést mutatd spermiumoké 23.3 +
3.5 (30.3, 26.4, 20.9 és 14.4%); mig a sotét- sotét spermiumok 12.7 + 5.5% (11.3,
3.5, 28.3 és 7.6%)-ban voltak jelen.
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A festési mintazat konzisztensen nagyfoku egyezése (83-85%-0s egyezés) az érett, a
kdzepesen éretlen és az éretlen sejteken bellil azt mutatja, hogy a citoplazma
retencid, DNS lanc fragmentacié és az apoptdzis egyarant kapcsolatban van a
perzisztald hisztonokkal. Ezt a kapcsolatot a kiilonbdzd nuklearis és citoplazmatikus
probak kozott regresszid analizissel vizsgaltuk. Nagyon szoros kapcsolatot talaltunk
az éretlenség kiilonbdzo jeleinek intracellularis egyezése kapcsan (kappa index =
0.8). Ezért Ugy gondoljuk, hogy individualis sejteknek kettOs jeldlése nagyon szenzitiv
modszere az érett és az éretlen sejtek aranyanak meghatarozasara adott spermium

mintaban.

A fentiek alapjan elmondhatd, hogy ugyanazon a spermiumon végzett kombinalt
objektiv biokémiai marker vizsgalatok igazoltak, hogy a kilonféle, nuklearis és
cellularis éretlenségi  jellegzetességek egymassal kapcsoltan jelennek meg
ugyanabban sejtben. A kolokalizacid mellett az elvaltozasok mértéke is nagyfoku
egyezést mutat. Mindezen eredményeink az HspA2 tedriat, a chaperon protein
kdzponti szerepét az ivarsejtérésben jatszott szerepét tdmasztjak ala, a kozos ok az
alacsony HspA2 expresszio érési zavarok kombinacidjat okozza. Ugyanakkor bizonyos
mérték({i heterogenitas is észlelhetd volt (heterogenitas 14-18%), ami részben
megfelel a spermiumoknal mar korabban is leirt polimorf jellegzetességgel. Masrészt
azért fontos ismeret, mert azt mutatja, hogy a spermium éretlenségét egy biokémiai
probaval nem lehet teljes pontossaggal megallapitani. Ez utobbi megallapitas ellenére
is elmondhatjuk, hogy a gyors anilinkék teszt egy egyszerli és nagyon megbizhatd
vizsgalat a spermiumok éretlenségének megallapitasara. Mindezek mellett a
kilonboz6 éretlenségi jelek, illetve az alapul szolgald érési zavarok egy sejten bellli
megjelenésének ismerete ezért is fontos, mert ez alapjan megérthetjik, hogy a
gyogyszeres terapia a férfi infertilitdasban sokszor mennyire korlatozott. Példaul az
irodalomban gyakran emlitett antioxidans terapia lehet effektiv a DNS torések
megeldzése viszonylataban, de az egyidejlleg jelenlevd nukleoprotein éretlenséget
vagy citoplazma retenciét és azok kovetkezményeit nem képes kezelni, akarcsak a
membran éretlenségbdl kdvetkezO problémakat.

Ebben a kisérletben igazoltuk, hogy a spermium morfologia és a biokémia markerek

eredményei egymassal korrelacioban vannak. A spermium  morfoldgidja
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nagymértékben fiigg azoktdl a fehérjéktdl, melyek dsszeszerelését és transzportjat az
HspA2 iranyitja, akarcsak a nukleoprotein cseréjét, amihez viszonyitottuk. Ezt a
feltételezett kapcsolatot igazoltuk. A leginkabb a spermiogenetikus zavarra utald

morfoldgiai jellemzok a nagyobb fej, abaxialis farok eredés, révidebb farok.

Haploid és. Diszomias spermiumok dimenzid vizsgalata

Az morfometriai 0sszehasonlitds els0 része haploid és diszomias nativ, nem
dekondenzalt spermiumokon 1,227 illetve 24 sejten alapult. Vizsgalataink soran
6,000 spermiumot elemeztiink FISH-vel, hogy taldljuk 1,251 morfometrikusan
értékelhetd spermiumot. A 24 diszdmias mag (9, 10, és 5 spermium - XX, XY és YY
diszomia), ami 0.15%, 0.16%, és 0.08% gyakorisagot jelentett (6sszesitve 0.39% a
szex kromoszoma diszdmia). Ez a megjelenési gyakorisag megegyezik a sajat

laborunk korabbi, valamint mas laborok publikalt adataival.

A nativ, nem dekondenzalt spermiumok vizsgalatanal a haploid sejtekhez képes a
diszomids sejtek fejének teriilete atlaga nagyobb volt 16,6+ 0.1 pm? vs. 21, 9+ 1.8
um?, ami 30% kiildnbség, ugyancsak nagy volt a differencia a periméter és a rovid
tengely atlagat vizsgalva (16.2 + 0.1 vs. 18.3 £ 0.7 ym; 3.80 £+ 0.01 vs. 4.63 £ 0.2
pgm). Mind a harom kilénbség er6sen szignifikans volt (P<0,001). Kisebb
szignifikancia szinten, de kiilonbség volt a hosszu tengely és az elliptikus faktor
esetében. Ahhoz, hogy spermium szelekcié szempontbdl hasznos kdvetkeztetéseket
le tudjunk vonni a sejtek méretbeli eloszlast is vizsgalnunk kellett. Ez utdbbi
vizsgalathoz két korabbi tanulmany dekondenzacio/FISH utani spermiumok
morfometriai adatait is felhasznaltuk (178 diszomias sejt). A fej teriiletében és a
révid tengely hosszaban itt is jelentds kiilénbség volt 30.9 £+ 0.3 pm?vs 34.2 £ 0.9
um?; 6.41 + 0.03 um vs 6.77 = 0.08 um, bar a periméterben nem volt kiilonbség. A
részletes méretbeli eloszlasnak vizsgalatakor jelentds 70 % atfedés volt a két
spermium populacid, haploid-diszomias kozott. Bar a diszomias sejtek atlagatmérdije
nagyobb, de ugyanigy megtalalhatdak voltak a mikrokefal spermiumok kozott is
Tehat adataink a spermium szelekcid szempontjabdl inkonzisztensek. Morfometriai

eredmények a szelekcid biztonsagossagat nem tudjak novelni.
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Ezen kivil vizsgaltuk a méretbeli kiilonbségeket az YY, XX, és XY diszomia fajtak
kozott. A dekondenzalt spermium populacidban 40, 75, és 63 diszdmias spermiumok
eredményeit vizsgaltuk és vizsgaltuk a méretkiilénbségek a harom diszémidk fajta
kozott. Feltételezve, hogy a kromoszoma tdmeg jatszik szerepet a spermium fej
méretében, azt lehetne feltételezni, hogy az XX magoknak kellene a legnagyobbnak
lenni, melyet az XY spermiumok kdvetnek, majd a YY-hordozd spermiumok. Mégis,
mind a négyféle fejet jellemz6 paraméterben az YY-hordoz6 spermiumok mintegy
10% (6%-12%) nagyobbak voltak az XY és XX spermiumok mérténél, amelyek
viszont hasonldak voltak egymashoz. Ezért azt lehet feltételezni, hogy a diszdmias
sejtek méret kilonbségei elsOsorban az éretlenséghez, citoplazma retencidhoz
kothetdek, illetve a dekondenzacid folyaman alakulhatnak ki, és nem a kromoszéma
tomeghez kotott. Ezt az észrevételt aldtdmasztotta az az eredmény is, hogy a
spermium érettségi marker a farok hossz/fej hosszl tengely aranya a diszomias
sejteknél szignifikdnsan kisebb volt haploid spermiumokhoz képest (nem
dekondenzalt spermiumban 7.9+0.3 vs. 8.8+0.04; dekondenzalt spermiumban
7.4+0.13 vs. 8.0+0.06 (P=.02 és .005). Ez a plazmamembran éretlensége miatti

nagyobb fokl dekondenzacids fejteriilet ndvekedés kdvetkezménye elsGsorban.
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Konklizio

1 A diszomia els6 sorban a kdzepesen éretlen sejtekben jelenik meg, mintegy 4-
6X gyakrabban, mint az érett sejtekben (P<.001). Szintén szoros korrelacié
van a kozepesen éretlen sejtek gyakorisaga és a diszomiak el6forduldsi aranya
kdzott ugyanabban a spermium mintaban. (r=0.60, P=.002). Ezek az
eredmények alatamasztjdk azt az elképzelésiinket, hogy a HspA2 alacsony
expresszidja meidtikus non diszjunkcidt és a spermiogenezis zavarait okozza
ugyanabban a sejtben. Meglepd modon a nukleoprotein csere szempontjabdl
legéretlenebb spermiumokban nem kaptunk FISH szigndlt. A legvaldszindbb,
hogy a DNS az emelkedett ROS és apoptotikus folyamatok miatt
fragmentalddik, és a fragmentalddott DNS a FISH technika soran kiszabadul a
sejtekbOl. Ezért feltételezhetd, hogy azokban a mintakban ahol nagy az
éretlen sejtek aranya a diszémiak frekvencidja nagyobb, mint korabban hitték.

2 A nukledris kompartment éretlenségi jellegzetessége, a perzisztald hisztonok,
és a citoplazma érési rendellenessége, a citoplazma retencid, valamint az
apoptdzis és a DNS fragmentdacid elsGsorban ugyanazon spermiumokban
detektalhatdak Az elvaltozasok mértéke szintén megegyez6 az esetek jelentds
részében. Az elvaltozasok kolokalizacidja és hasonld mértéke statisztikailag is
nagyfokl szignifikanciat mutat (kappa = 0,8). A spermiumok biokémiai
eredmények igazoljdk a HspA2 kozponti szerepét a spermiogenezisben. A
sejtek kozott heterogenitas is el6fordul mintegy 14-18 %-ban, ami
megegyezik a spermiumoknal mar korabban ismert polimorfikus jelenséggel.
Oka az, hogy a spermium az érési zavart szenvedd lépés utan még tdbbféle
modon alakulhat tovabb a sejt. A diszkordans festési mintazat elhanyagolhato
mértékben volt jelen.

3 A morfometriai eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a diszdmias sejtek
fejének paraméterei nagyobbak a haploid sejtek hasonlé eredményeinél, fej
teriilete, rovid tengely, periméter; a kiilénbség erGsen szignifikans. Az eloszlas
elemzésénél az eredmények nem konzisztensek, jelentds atfedés van a két

spermium populacié koézott, és annak ellenére, hogy a diszdmias magok atlag
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értékei nagyobbak, diszomias sejteket talaltunk a mikrokefal sejtek kozott is.
Ezek alapjan spermium szelekcid morfometriai eredmények segitségével nem

nyujt biztonsagot az ICSI-ben.
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