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1. BEVEZETES

A fejlett orszagok (Eurépa és Eszak Amerika) népessége kiilonbozd tarsadalmi,
szocCidlis 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 ndvekedésében 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 fovel csokkent, mara tiz milli6 ala esett hazdnk lakdinak szama. A
népességcsokkenés hatterében szamos ok allhat: megvaltozott tarsadalmi szokasok (a nék
foglalkoztatdsa, a nem hazassagban ¢él0k és a valdsok nagy szdma), romlo szocialis helyzet.
Mindezek mellett fontos sziiletési aranyszamot csokkentd tényez6 a meddd hdzasparok nagy
szdma, a mesterséges reprodukcios technikak gyakori ismételt sikertelensége a nem megfelel6
beagyazodas, illetve korai vetélések miatt, ami jelent6sen csokkenti a parok gyermekvallalasi
kedvét.

A fejlett orszagokban a meddd hazasparok aranya 10-15%, az esetek felének hatterében
genetikai eltérés allhat. Ezek vizsgalata napjainkban egyre nagyobb jelentOséget nyer, tobb
ma mar a rutin diagnosztika részévé valt. A genetikai vizsgalat jelentdsége, hogy az eltérések
tisztazasaval az esetek jelentds részében adatot nyerhetiink az utéd genetikai kockéazatardl, az
asszisztalt reprodukcid varhatd sikerességérdl, utmutatast kapunk a legcélravezetobb modszer
megvalasztasahoz, esetleg donor spermium/petesejt szlikségességének megitéléséhez. Fontos
annak elérése, hogy a genetikai vizsgalatokra az in vitro fertilizacid (IVF) elvégzése el6tt, ne
csupan tobb sikertelen probalkozas utan kertljon sor. Sikeres IVF utdn nagyobb a
genetikailag rendellenes utdd sziletésének kockazata. A genetikai okok ismeretében a nagy
genetikai kockézatu esetekben preimplantacids vagy prenatalis vizsgalattal megel6zhetjik

karosodott gyermek sziiletését.



1.1. Az infertilitas meghatarozésa és eléfordulasi gyakorisaga

Az infertilitds fogalomkorébe tartoznak a férfi és néi eredetli medddség kiilonbozo
formai, valamint az ismétlédé vetélések, amennyiben ezek hatterében nem derithetd ki
egyértelmii n6gydgyaszati, vagy androldgiai tényezd. Infertilitasrol beszéliink, ha rendszeres,
fogamzésgatlastol mentes hazasélet ellenére egy év alatt nem kovetkezik be terhesség.
Ismétlédd vetélésrdl két, vagy tobb vetélés/magzati elhalas esetén beszélink. A kutatasi
eredmények alapjan megallapithatd, hogy az infertilitds hatterében 40%-ban négyodgyaszati,
40%-ban androldgiai tényezok allnak, mig 20%-ban az okok mindkét félben kereshetok.

A fejlett orszagokban az infertilitas gyakorisaga 10-15%-ra tehet6, hét eurdpai parbol
egy reprodukcids nehézségekkel kiizd, mig az ismétlédé vetélések gyakorissaga 0,5-3%
kozott valtozik a reproduktiv életkorban 1évé hazasparok esetén.
1.2. A férfi nemzoképtelenség genetikai okai

Az infertilis férfiak vizsgalata az androldgiai vizsgalattal (sperma analizissel) kezdddik.
Anatomiai és fiziologiai okok hidnyaban felmeriil a genetikai eredet lehetdsége. Az esetek
felében vérhaté genetikai eltérés, de csak mintegy 15%-ban sikerll azt diagnosztizalni.
Szamos tényezd ismeretlen és ritka, s a genetikai eltérések mellett epigenetikai eredetii
valtozésokra is szamitani lehet. A genetikai rendellenességek lehetnek kromoszémalis,
Mendeli 6roklédésti (monogénes) és multifaktoridlis eredetiiek.
Kromoszoma eltérések

A kromoszoma-elvaltozéasok incidencidja 1:100, fele szambeli, fele szerkezeti eltérés, de
eléfordulhat a szambeli és szerkezeti eltérések egylittes jelenléte is. Mind a szambeli, mind a
szerkezeti kromoszoma eltérések gyakrabban fordulnak el6 infertilis férfiakban, mint az atlag
populéciéban. Az andrologiai eredetii meddéség hatterében az esetek mintegy 5%-aban all

kromoszomalis ok, amely azoospermia esetén 15%-ra emelkedik.



A nemi kromoszéma rendellenességek a kromoszéma eltérések 80%-at teszik ki, nagy
résziilk szambeli kromoszéma aberrécié. Kevesebb a szerkezeti rendellenesség, ezek tobbsége
az Y kromoszoma makroszkopos szerkezeti elvaltozasa. El6fordul még az Y kromoszoma
rovid karjanak az X kromoszomara, vagy autoszomakra torténd transzlokacidja, amikor a
46,XX Kkariotipus ellenére férfi fenotipus alakul ki. Ez 90%-ban a nemet meghataroz6 SRY
(sex determination region) gén jelenlétével magyardzhato. A férfi infertilitds hatterében
legtobbszor Klinefelter szindréma, vagy a nemi kromoszémak egyéb szam-, vagy
szerkezetbeli eltérése all (3,7%).

Az autoszOmék kiegyensulyozott reciprok és Robertson transzlokéacidja szintén
infertilitashoz vezethet. A reciprok transzlokacié infertilis populacidban vald eléfordulasi
gyakorisadga 0,7-1,2%, mig a normdl populdcidban 0,09%. A transzlokacio kiilonb6z6
kromoszoma részek kicserélodésével jon létre. A transzlokacio altaldban fenotipusos
elvaltozast nem okoz, de ismétlé6dé magzati vetélésekhez vezethet a kiegyensulyozatlan
transzlokaciot hordoz6 spermiumok szamanak (20-80%) gyakorisaga miatt. A Robertson
transzlokéacio két akrocentrikus kromoszéma fazidjaval jon létre, amikor a rovid karok
elvesztése mellett létrejové dicentrikus kromoszoma a két hossza karbol all. Az elvaltozas a
meidzis folyamatanak zavara révén Kkarosithatja a spermatogenezist. A Robertson
transzlokacié el6fordulasi gyakorisdga a populdcidban 0,1%, infertilis férfiak kozott joval
gyakoribb, 0,9% koruli.

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 tehetd felel6ssé. Irodalmi adatok szerint az azoospermids férfiaknal
gyakoribbak az Y kromoszoma mikrodelécidi, mint oligozoospermia esetén, gyakorisaguk a

15%-ot is elérheti. Az Y kromoszoma AZF (azoospermia faktor) régidja felelés a

3



spermatogenezisert, mely harom alrégiora oszthaté: AZFa, AZFb és AZFc. E régidk
kiilonb6z6 mikrodeléciodi eltérd variacidkat eredményeznek: leggyakoribb az AZFc delécid
(az Osszes eset 79%-a), melyet gyakorisagban az AZFb (9%), AZFb+c (6%), AZFa (3%) és
AZFa+b+c (46,XX kariotipusu férfiak, 3%) régio delécioja kdvet.

Az AZFa régio delécidja komplett Sertioli Cell Only (SCO) szindréméaval és
azoospermiaval jar. Illyen delécidval rendelkez6 férfiak heréjéb6l nem nyerheté spermium
intracitoplazmatikus spermium injektalashoz (ICSI). AZFb és AZFb+c delécio szintén
okozhat SCO szindromat, vagy mas spermiumképzdési zavar révén azoospermiat. Néhany
tanulmany szerint ezekben az esetekben sem nyerhet6 spermium a hereszovetbdl a
tesztikularis spermium extrakcio (TESE) sordn. Tehat az AZFa, AZFb és AZFb+c delécid
esetén még az ICSI sem lehetséges. Az AZFc régio delécioja valtozatos klinikai és szvettani
fenotipussal jarhat. Ilyen tipust delécio azoospermias és oligozoospermias férfiakra jellemzo.
AZFc delécios férfiak hereszovetébdl TESE-vel nyerheté ICSI-re alkalmas spermium. Az
illetd férfi fingyermeke AZFc delécié hordozo lesz.

Az Y kromoszéma szerkezetét és a delécié mechanizmusat figyelembe véve parcialis
mikrodeléciok is eldfordulhatnak az AZFb és az AZFc régidkban. A részleges deléciok
eléfordulasa és patologiai jelentdsége még nem teljesen tisztazott. A gr/gr tipusu deléciok
esetében Osszefliggést talaltak a spermiumképzés zavaraval. A gr/gr parcialis deléciok soran
az AZFc gének fele elvész, beleértve a legfontosabb AZFc gén, a DAZ (deleted in
azoospermia) gén két kopiajat is. A gr/gr delécio mellett a leggyakoribb a b2/b3 és a b1/b3
tipust parcialis delécid, melyek fertilitdsban jatszott szerepe nem jelentds.

Az SRY gén

Az Y kromoszdma azoospermia faktor gének kiesése mellett figyelmet érdemel az SRY

gén, amely az Y kromoszoma rovid karjanak proximalis részén taldlhatd. Az SRY gén egy

transzkripcids faktort kodol, amely szdmos gén szabalyozasaban vesz részt. Az SRY gén az Y
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kromoszomarol az X kromoszdémara transzlokalddhat, 46, XX férfi szindromat eredményezve.
A szindréma prevalenciaja 1:20000. Ezek a férfiak fenotipusosan normélisak, heréjuk kisebb,
a herecsatornak hialinizalédtak, nincs spermium képzésiuk, az FSH szint emelkedett, a
tesztoszteron szint csokkent.

Génmutaciok

A Kallmann-szindrbma anozmidval vagy hipozmidval téarsult hipogonadotrop
hipogonadizmus, melynek incidencidja 1:60000. A szindroma hétterében a hipotalamusz
GnRH szekrécidjanak deficiencigjat az X kromoszéméhoz kotott KAL1 gen mutacioi
okozzak. A mutans gén koéros anozmin molekulat kédol, igy a GnRH neuronok normalis
szinapszis képzése elmarad. A szindromara a késdi pubertds, magas termet, hipoplazias here
és pénisz, kriptorhizmus és a szaglas hianya vagy csokkent volta jellemzd.

Az androgén inszenzitivitasi szindromanak szamos formaja ismert, melynek enyhe
formaja (MAIS) szintén infertilitdssal tarsul. A betegség hatterében a célszévetek androgén,
tesztoszteron és dihidrotesztoszteron hormonokra valo csokkent érzékenysége all, amelyért az
androgén receptor (AR) fehérje koros milkodése teheté felelossé. Az AR gén az X
kromoszoma hosszU karjan talalhatd, transzaktivalo, DNS- és szteroid-koté doménekkel
rendelkezik. A gén két polimorf trinukleotid mikroszatellitat tartalmaz a transzaktival6 domén
kodolasaért felelos 1. exonjaban. Az elsé mikroszatellita, a poliglutamin szakasz (CAG), 8-
60 kozotti ismétlodésbol allhat, mig a mésodik poliglicin (GGC) ismétlddés 4-31 kozott
valtozhat. A poliglutamin szakasz hosszéaval kiilonb6z6 korképek hozhatdk dsszefliggésbe. A
prosztata rékra, a hepatocelluléris karcindméra és a mentélis retardacidra a szakasz extrém
rovidsége, mig a spindlis és bulbaris muszkularis atréfiara (SBMA) a CAG repeat 40 folotti
ismétlodési szama jellemz6. A poliglutamin szakasz novekedését dsszefliggésbe hozzédk a

férfi infertilitas, a nem megfelelé maszkulinizacié kialakulasaval (MAIS).



A cisztas fibrozis az egyik leggyakoribb autoszomalis recessziv 6roklésmenetii korkép,
elé6fordulasi gyakorisaga 1:2500. A betegség hatterében a sejtmembran klorid csatornait
szabalyoz6 CFTR fehérje miikodésképtelensége all, a besilirdsodott nyak elzarja a kiilsé
elvalasztasu mirigyek kivezet6csoveit. Kongenitalis bilateralis vas deferens hiényban
(congenital bilateral absence of vas deferens, CBAVD) szenvedd férfiben mindkét vas
deferens hianyzik, vagy atjarhatatlan a spermiumok szadméara, azoospermidt okozva,
kongenitalis unilateralis vas deferens hiany (congenital unliateral absence of vas deferens,
CUAVD) esetén egy vas deferens van és sulyos oligozoospermiat okoz (spermiumszam
<5x10°/ml). Magyarorszagon a A-F508 mutacié mintegy 60%-ban all a cisztas fibrozis
hatterében. Tovabbi gyakori mutaciok az R117H, a 218delA, és a 1148T mutaciok, de kettds
(compaund) heterozigétak is eléfordulnak.

A GnRH receptor mutacioi hipogonadotrop hipogonadizmushoz vezetnek, mig a
gonadotropin (LH, FSH) gének mutacidi alacsonyabb 6sztrodiol szintet, hipogonadizmust,
csokkent spermiumképzési képességet eredményeznek. Az LH mutécidi sulyosabb
fenotipusos kovetkezményekkel jarnak, mint az FSH mutaciéi, mivel az LH a herék
tesztoszterontermeld képességét szabalyozza, mig az FSH a spermiumtermelést kontrollalja.
A spermiumok genetikai eltéresei

A spermiumsejtek nagyobb gyakorisaggal tartalmaznak genetikai eltéréseket:
kromoszoma aberraciokat, génmuticiokat, mint a szomatikus sejtek. Ugyanakkor a
spermiumok tanulmanyozasa egyrészt sokkal nehezebb, méasrészt vizsgalatukkal csak az adott
minta genetikai eltéréseir6l kaphatunk informdciot. Az éretlen spermiumok arénya és a
kromoszéma diszomidk gyakorisaga Osszefliggésben all egymassal, mivel a diszoémia féleg az
éretlen spermiumokra jellemzd. Az éretlen spermiumok ardnya csokken, ha a spermium
koncentracio nd. Normal kariotipust, de infertilis férfiak csokkent spermiumkoncentracioval

és/vagy morfolégiailag koros spermiumok nagy szamaval bird férfiak nagyobb eséllyel
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termelnek aneuploid kromoszoéma készletii spermatozoakat, féleg a nemi kromoszoémak
tekintetében. A fluorescens in situ hibridizacio (FISH) alkalmas nagysz&mu spermium
spermium mintdk becsult szdmbeli kromoszéma aberracidinak meghatarozésara az
ugynevezett konzervativ modszer, melynek sorén egy autoszoma és a két nemi kromoszéma
fluorescens jel6lésével hatdrozzuk meg szambeli eltérésik gyakorisagat.

A spermiumsejtek citoplazmajanak spermatogenezisben valé atalakuldsa soran a plazma
membran hialuronsav (HA) kot6 helyei is kialakulnak, melyek a zona pelluciddhoz vald
kotodésben jatszanak szerepet. A HA kotés a HA receptorok jelenlététdl fiigg, mely
Osszefuggésben van a sejtek érettségével. A HA-hoz kotott, ill. kotddni képes spermium
életképes és intakt DNS-el rendelkezik. Szamos tanulmény talélt 6sszefliggést a csdkkent
spermium érettség, a magas kromoszéma aneuploidia, az apoptozis és a fragmentalt DNS
allomany kozott. A HA kotddésen alapuld spermiumszelekcids moddszerek jelentdsen
csokkentik a kromoszoma aberraciok gyakorisagat. Ez kilénodsen fontos az ICSI eljaras soran,
mivel az infertilis férfiak spermiumsejtjei fragmentalt DNS-t és kromoszoma aberraciokat
tartalmazhatnak.

A kiegyensulyozott transzlokaciét hordozo férfiak rendszerint nem mutatnak klinikai
tlnetet, de a spermatogenezis soran fellépé non-diszjunkcio kovetkeztében a spermiumsejtek
jelentés hanyada kiegyensulyozatlan formaban tartalmazza az érintett kromoszémakat. Ez
leggyakrabban ismétl6do vetéléseket okozva vezet infertilitashoz.

Kiegyensulyozott reciprok transzlokécié hordozo esetén az elsé meiotikus osztodas
soran quadrivalens képzddik a transzlokalt kromoszémak és a normal homoldgok kozott a
spermatocita pachytén allapotaban, 6t eltéré szegregacios utat eredményezve. Kizarolag az
alterndlo szegregéciés mod vezet kromoszomaélisan normalis és kiegyensulyozott gamétak

keletkezééshez. A tovabbi négy szegregacios mdd (adjacent I, adjacent II, 3:1 és 4:0)

7



kromoszomdlisan kiegyensulyozotlan spermiumsejteket eredményez. Mindezek mellett a
strukturalis atrendez6dés interkromoszomalis hatas (ICE) révén olyan korés megoszlasu
bivalenseket eredményezhet, melyek nem érintettek a reciprok transzlokacioban, es amelyek
non-diszjunkciéhoz és aneuploid spermatozoahoz vezethetnek.

Az 1980-as évekig heterospecifikus fekundacié segitségével tanulmanyoztdk a
meiotikus szegregaciot aranyhdrcsdg petesejtet human spermatozoéaval termékenyitve meg. A
FISH bevezetésével lehet6vé valt a spermiumsejtek kromoszoma allomanyanak
tanulményozésa.

1.3. A ndéi infertilitas leggyakoribb genetikai okai

A molekularis biologia fejlodésének koszonhetden szamos tanulmany sziiletett, mely a
ndi infertilitds hatterében allo genetikai okokat tisztdzza. A kromoszoma aberraciok mellett
szdmos gén mutacioja vezethet infertilitdishoz, tdbbek kozo6tt a hipotalamusz-hipofizis-
petefészek tengely hormontermeléséért felel6s gének defektusai, a szteroid bioszintézis
zavarai, valamint a szteroid hormonokra valo érzéketlenség, melyeket szintén gyakran
génmutaciok okoznak. Az asszisztalt reprodukcios eljarasok sordn hormonkezelésre rosszul
reagalok esetében is felmeriil a genetikai tényez6 szerepe. A kromoszoma eltérés nélkiili nék
igen magas aranyban képeznek kromoszomalisan kéros oocitékat. Elérehaladott anyai életkor
esetén az oocitakat érint genetikai eltérések gyakorisaga nd, ezért asszisztalt reprodukcid
el6tt ajanlott a genetikai tandcsadas.

Kromoszoma eltérések

A néi infertilitasban leggyakrabban el6forduld kromoszoma eltérés a Turner-szindroma,
de szamos autoszomat érintd strukturdlis kromoszoma aberracid is okozhat medddséget. A
noket érintd kromoszoma aberraciok gyakorisdga infertilitdisban 5%, ebbdl 2,8% szambeli
nemi kromoszéma eltérés mig 2,1% autoszomat érinté strukturalis abnormalitas. Nemi

kromoszéma eltérést hordoz6 ndk fenotipusa nagyon variabilis, jellemz6é a primer ovarium
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diszfunkcié primer és szekunder amenorrhoeaval vagy oligomenorrhoeaval. A Turner-
szindroma el6fordulasi aranya a primer amenorrhoedsok kozott 30%-ra tehetd. Az
autoszoma@lis strukturélis abnormalitisok ismételt vetéléseket erdményeznek.

Génmutaciok

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
halmozddasnal 16%-ban varhaté az FMR1 gén premutacidja. Az FMR1 premutaciét hordozé
nék 15-25%-a korai ovarium elégtelenségben szenved. A POF jellemzd tlinetei az
oligomenorrhoea és a magas gonadotropin szint. A premutaciét hordozdk az asszisztalt
reprodukcids eljarasok soran a hormonkezelésre rosszul reagalnak.

A Kallmann-szindroma, melyet a KAL1 gén mutacidi okoznak, nagyon ritka esetben
okoz infertilitast n6kben primer amenorrhoeédval, hypergonadotropinizmussal és anosmiéval.
A szindréma gyakran uterus malformaciokkal is tarsul.

Az androgén receptor gén mutacidi 46, XY Kkariotipus mellett androgén inszenzitivitasi
szindromat okozhatnak normal ndi kiilsd genitalidkkal, azonban ebben a betegségcsoportban
az infertilitas csak a tlinetek velejardja. Vannak olyan betegségek, amelyekben az infertilitas

vezet6 tlnet: az FSH, az LH és a GnRH receptor gének valamint az FSH gén mutacioi.



2. CELKITUZESEK

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

— Infertilis férfiak és noék citogenetikai vizsgalataval az infertilitishoz vezetd
kiegyensulyozott kromoszoma eltérések vizsgalata és azok gyakorisdganak osszevetése
a nemzetkozi adatokkal.
mikrodelécidk és kdpiaszdm varidcidk (parcialis mikrodeléciok) vizsgalata. A talalt
deléciok  el6fordulasi  gyakorisaganak  Osszehasonlitdsa  normdal  spermium
paraméterekkel rendelkezd ¢és bizonyitottan fertilis (legalabb egy gyermekkel
rendelkez6 férfiak) férfiakbol allo kontroll csoportok adataival és az irodalmi adatokkal.

— Csokkent szamu és/vagy koros mozgast spermiummal bird infertilis férfiak
spermiumainak vizsgélata egy jellemzd biokémiai markerrel, a hialuronsav kotd
képesség meghatarozasaval. Ugyanazon férfiak spermiumaiban kromoszoma aberréaciok
vizsgélata FISH moddszerrel. A talalt eltérések Osszehasonlitdsa a kiillonb6z6 koros és
normalis spermium paraméterekkel bird egyénekben. Osszefiiggés tanulmanyozasa a
spermiumszam, a spermiumok mozgasi képessége, hialuronsav kot képessége és a
spermiumsejtek kromoszoma aberracidinak 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 kromoszomak
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 kozremikodd szakemberekkel. A sziilész-n6gyogyasz,
andrologus és az IVF-ban kozremiik6dé kollégak figyelmének felhivasa a genetikai
vizsgalatok elvégzésének sziigségessegére IVF-t megel6zden.

3. BETEGEK ES MODSZEREK
3.1. A vizsgalatban résztvevok
A vizsgalt infertilis férfiak és ndk

2007 januar 1. és 2012 marcius 31. kozott 500 esetben (305 férfi és 195 nd) kertilt sor
citogenetikai vizsgélatra organikus és endokrinoldgiai okok kizarasat kovetéen. Szazotven
idiopétias - Klinikai eltérés nélkili és normalis kariotipusu - infertilis férfi Y kromoszoma
mikrodelécids és parcialis mikrodelécios vizsgalatat végeztiik. Koziillik 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 Kkritériumok szerint osztalyoztuk.

A spermium sejtek vizsgalata soran 28 infertilis, normalis kariotipust férfi spermium
mintdinak kromoszOéma aberrdcié gyakorisagat ¢és hialuronsav kotédési  képességét
tanulmanyoztuk. A spermium koncentracié és motilitas allapjan a vizsgéalt 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
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maradt (range: 5-30). Az oligoasthenozoospermias csoport (n=9) alacsony spermium
koncentracidju (range: 4-12) és rossz mozgasu sejteket produkalo6 (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
megeldzden négy év alatt négy spontan abortusz tortént. A beteg spermium koncentracidja 81
x 10%/ml volt, 60 %-ban normalisan mozgé sejtekkel.

Az FMR1 gén vizsgalatara 17 korai ovarium elégtelenségben szenvedd, normalis
kariotipust n6 esetében keriilt sor. A gén triplet expanzidja vizsgalatanak sziigségessége az
endokrinoldgiai eltérések (oligomenorrhoea és magas gonadotropin szint), valamint az
asszisztalt reprodukcio soran az ovarium stimulaciora adott elégtelen vélasz alapjan merult
fel.

A betegek a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum (DE OEC)
Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika Medddségi/Endokrinologiai Szakrendelésérdl, a DE
OEC Urologiai Klinika Androlégiai Szakrendelésérél, a DE OEC Gyermekgyogyészati
Intézet, Klinikai Genetikai Kozpont jarobeteg szakrendelésérdl, valamint a Kaali Intézatbdl
érkeztek.

Kontroll csoportok

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

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

A szegregacios tanulményban az interkromoszomalis hatés tanulmanyozéséhoz egyrészt

6t normozoospermias férfi (1. csoport: atlagos spermiumkoncentracié: 95,3 x 10%/ml, range:
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41-160; és 60% folotti normal motilitasu sejtek, range: 60-95), és masik 6t oligozoospermias,
normélis kariotipusa férfi (2. csoport: atlagos spermiumkoncentracio: 6,4 x 10%ml, range: 3-
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 tértént. A kontroll
csoportok mintdi a DE OEC Urologiai Klinika Andrologiai Szakrendelésérol, a DE OEC
Gyermekgyogyaszati Intézet, Klinikai Genetikai Kdzpont jarobeteg szakrendelésérol és a
Kaali Intézetbdl érkeztek.

3.2. Vizsgalati modszerek
Citogenetikai és FISH vizsgalat

A Dbetegek konstitdcionalis Kkariotipusat hagyomanyos citogenetikai analizissel
hataroztuk meg. A vizsgélathoz 3-5 ml Na-heparinnal alvadasgatolt vért hasznaltunk. Minden
tenyésztéedénybe 5 ml tenyésztboldatot (fitohemagglutinin (PHA) tartalmi 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 nyerese standard modszerrel (hipotonizélas: 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 festekkel festettik. A metafazisok értékeléséhez Leica, Leitz Diaplan
és Nikon mikroszképokat és Lucia Cytogenetics System szoftvert hasznaltunk. A betegek
kariotipusdnak megadasara az International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN) 2009-es nevezéktananak megfelelden keriilt sor.

A FISH vizsgalathoz a kromoszdémapreparalas soran nyert sejtszuszpenziot hasznaltuk.

A vérb6l nyert kromoszéma preparatumokon végzett FISH vizsgalatot a nemi kromoszomak
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szdmbeli mozaicizmusanak kimutatdsara, a mozaicizmus mértékének meghatarozasara, az
SRY gén meglétének igazoldsara, lokaliz&cidjanak meghatarozasara és transzlokaciok
Kimutatasara hasznaltuk.

A FISH vizsgélat soran a mit6zisban 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 kovetden a dehidralas
felszallo alkoholsorban tortént. Szaradast kdvetden a probakat felvittiik a targylemezek elére
megjelolt 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 szegregacios 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 hosszikar végére specifikus
szubtelomerikus prdbat (3qter, Spectrum Green; Cytocell, Cambridge, UK) alkalmaztunk. A
probak és a mintdk denaturacidja 76°C-on tortént 3 percig, mig a hibridizaciora 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.
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DNS izoléalas

Az Y kromoszéma molekularis genetikai vizsgalataihoz és az FMR1 gén fragment
analiziséhez EDTA-val alvadasgatolt periférias vérbol DNS-t izolaltunk. A genomikus DNS
izolaldsa QiaAmp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével tértént a gyarto altal
ajanlott protokollnak megfelelden.

Az AZF régi6 pontosan meghatarozott szekvenciait (sequence tagged site (STS)-0k)
amplifikaltuk. A meghatérozads mindharom AZF régiora specifikus STS-primerekkel tortént,
egy-egy régioban kilon PCR-ben két primerpart alkalmaztunk: AZFa régidra: sY84, sY86,
AZFb régibra: sY127, sY134, AZFc régidra: sY254, sY255 (mindkett6 a DAZ génben).
Amplifikacié hidnya deléciora utalt. A parcialis delécid6 megéallapitdsdhoz 6t STS régiot
vizsgaltunk: gr/gr tipusu deléciorol beszéllink, ha az sY1291 deletélodott, az sY1161, sY1191,
sY1201 és sY1206 jelen van, b2/b3 delécio esetén az sY1191 hidnyzik, az sY1161, sY1201,
sY1206 és sY1291 jelen van, illetve bl/b3 delécio esetén az sY1161, sY1191 és sY1291
deletalddott, az sY1201 és sY 1206 amplifikdlodott.

Az Y mikrodelécio kimutatdsdhoz kontroll PCR-eket alkalmaztunk: pozitiv kontrollnak
normal spermatogenezisi férfiak DNS mintait, negativ kontrollnak ndi DNS mintakat
hasznaltunk. Vizes kontrollal a reagens kontaminaciét ellendriztiik. Belsé kontrollnak a
ZFX/ZFY gént hasznaltuk, mivel nékben és férfiakban is megtalalhatd. Az Y kromoszoma
meglétét a kromoszdma rovid karjan 1évo SRY gén vizsgalataval ellendriztiik.

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 agar0z gélen valasztottuk el.
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crer

szintjét y>-probéaval fejeztik ki (SigmaStat szoftver, San Jose, CA, USA), P=0,05 szintet
tekintve szignifikansnak.
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 szobahén 7-10 ul-t HBA-tesztre (MidAtlantic
Diagnostics, Martlon, NJ, USA) pipettaztunk a targylemez kodzepére, melyre CELL-VU
fedélemezt tettiink. A lemezt 10 percig szobahdn hagytuk, mely sziikséges a spermiumsejtek
hialuronsavhoz val6 kotodéséhez.
Spermiumok FISH vizsgalata

A spermium mintdkbol keneteket készitettlink, ezeket metanol és ecetsav 3:1 arényu
keverékével 10 percig fixaltuk, majd etanol sorozatban dehidraltuk. A spermiumfej kompakt
DNS-éllomanyat elészér 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
kromoszoma (DYZ1, SpectrumGreen) (Abbott/\Vysis, Des Plaines, IL, USA) centromerajahoz
kotodé probak segitségével. A szegregacids analizishez a periférids vérben kimutatott
kiegyensulyozott transzlokaciora specifikus FISH prébakat hasznaltuk, a t(3;6)(q21;923)
hordozo férfi esetében a 3-as (CEP3, Red; Cytocell, Cambridge, UK) és 6-0s (CEPS,

Spectrum Aqua; Kreatech Diagnostics, Durham, UK) kromoszdma centromera specifikus és a

crer
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Spectrum Green; Cytocell, Cambridge, UK) alkalmaztuk. A FISH vizsgalat a probakat gyartd
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 hibridizacids szignaljuk, kihagytuk az értékelésb6l. A vizsgalat értékeléséhez Zeiss
Axioplan2 (Carl Zeiss, Jena, Germany) fluorescens mikroszkopot és ISIS softvert
(Metasystems, Althussheim, Germany) hasznaltunk.

Mivel az 0Osszes kromoszoéma nagyszami spermiumon vald egyidejii vizsgalata
rendkiviil id6- és munkaigényes volna, elfogadott mddszer a kumulativ aneuploidia becslése a
nemi kromoszémak és legalabb egy autoszémalis kromoszoma diszomia frekvenciajanak
ismeretében.

A szegregacios mintazat tanulmanyozasahoz 2000 spermium sejtet elemeztiink, ahol a
szignalmintazat a meiotikus szegregacionak kdszonhetden egyedi variabilitast mutat.

A vizsgélt csoportok statisztikai analizise soran a minta normalitisat Shapiro-Wilk teszt,
a minta homogenitasat Barlett-teszt segitségével allapitottuk meg. Az atlagos spermium
koncentracid, HA-kot6 képesség, diszomia és diploidia gyakorisag, valamint a becsiilt
szambeli kromoszéma aberracié gyakorisaga kozotti kiillonbségek statisztikai analizise Mann-
Whitney/Wilcoxon két mintas 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 osszefliggést a spermium koncentracio, HA-kot6 képesség és a spermiumok
becsilt szambeli kromoszéma aberracid gyakorisaga kozott Pearson- korrelacids teszt
segitsegevel allapitottuk meg. A szegregécids analizis soran az interkromoszomalis hatés

tanulméanyozasara a kiilonbségek szignifikancia szintjét y>-probaval fejeztik ki (Statistica
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szoftverr, StatSoft, Tulsa, OK, USA). A statisztikai elemzés soran P<0.05 szintet tekintettiik
szignifikansnak.
Az FMRL1 gén vizsgalata

Az FMR1 geén 5 vegén taldlhato CGG trinukleotid repeateket tartalmazo régiot
polimeréz lancreakcié (PCR) technikaval amplifikaljuk az Amplidex™ FMR1 PCR Kit
(Asuragen, Austin, TX, USA) segitségével. A PCR reakcidk 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 pl Diluent, 0,05 pul GC-Rich Polimeradz Mix és 2 ul
DNS (a reakcidelegyben 20-40 ng). A PCR termékek Veriti thermal cycler (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA) PCR készilékben amplifikalodtak. A kapillaris
elektroferézishez a reakciokat a kdvetkez6képpen mértiik dssze: 11 pl Hi-Di formamid, 2 pl
ROX 1000 Size Ladder és 2 ul denaturédlt PCR termék (95°C, 2 perc). A minta elvalasztasa
3500xL-Avant Genetic Analyzer késziiléken POP-7 polimeren tortént (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). A fragment analizis sordn kapott méretet GeneMapper 4.0/4.1
szoftver segitségével analizaltuk.
4. EREDMENYEK
4.1. Citogenetika és molekularis citogenetika

Citogenetikai eltérést a 305 vizsgalt férfi kozul 20 betegben észleltiink (6,6%), 12
esetben (3,9%) a nemi kromoszomék rendellenességeit igazoltuk. Tiz férfiben Klinefelter-
szindromat (47,XXY, 3,3%), egy esetben (0,33%) mozaik ring Y kromoszémat mutattunk ki.
Egy férfi vizsgélata sordan 46,XX kariotipus mellett az SRY gént FISH mddszerrel az X
kromoszoéma rovid karjan detektaltuk. Hat betegben (2%) autoszémdakat érintd
kiegyensulyozott transzlokacidkat 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
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esetben Robertson-transzlokaciot (45,XY,rob(13;14)mat). Két alkalommal igazoltuk (0,66%)
a 9-es kromoszdma pericentrikus inverziojat.

Az infertilis n6k esetében a 195 betegbdl 15 esetben (7,7%) mutattunk ki citogenetikai
eltérést. Az egyik leggyakoribb kromoszéma aberracionak a nemi kromoszomak szambeli
eltérései bizonyultak mozaikos formaban: a 195 esetb6l hét (3,6%) esetben taldltunk
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.

A 64 azoospermias férfi kdzul nyolc esetben talaltunk Y kromoszéma mikrodeléciét,
haromban AZFb+c (4,69%) és 6t esetben AZFc (7,81%) delécidt. Az AZFc régidban két
tipusu parcialis mikrodeléciot mutattunk ki: két esetben b2/b3 delécidt (3,13%), egy esetben
pedig b1/b3 delécidt (1,56%). A 86 oligozoospermias férfi kozul egyben teljes AZFc régiét
érintd deléciot (1,16%), ot férfiben az AZFc région beliil parcidlis mikrodeléciot igazoltunk:
ez az utobbi harom esetben gr/gr (3,49%), két esetben b2/b3 delécidnak bizonyult (2,33%). A
normozoospermias csoportban (n=110) hét esetben parcialis delécié volt kimutathat6: négy
gr/gr (3,64%) és harom b2/b3 delécid (2,73%). A bizonyitottan fertilis esetek kdzott Y
kromoszoma mikrodelécid és parcialis mikrodelécié nem fordult el6.

AZFb+c deléciot és b1/b3 tipusu parcialis mikrodelécidt csak azoospermias esetekben
talaltunk; AZFc delécio szignifikansan gyakrabban fordult el az azoospermidsok kozott, mint
az oligozoospermias csoportban (P<0,05), mig normozoospermias férfiakban AZFc delécidt
nem mutattunk ki. A gr/gr delécid azoospermidban nem fordult eld és nincs szignifikans

kiilonbség e delécio eléfordulasi gyakorisagaban az oligozoospermias és normozooospermias
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csoportok kozott. A b2/b3 parcialis deléciét mindharom csoportban kimutattuk, de
szignifikans kulonbség az egyes csoportok kozott nem volt igazolhato.
4.3. Spermiumok hialuronsav-koté képességének vizsgalata

Az datlagos 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. A normozoospermias
csoport hialuronsav-kotodési  képessége  szignifikansan magasabb volt, mint az
oligozoospermias, asthenozoospermiéas és az oligoasthenozoospermias férfiaké (P<0,001).
4.4. A spermiumok kromoszoma aberracidinak meghatarozasa

A nemi kromoszémak diszomia frekvenciaja szignifikdnsan magasabb volt az
oligoasthenozoospermias csoportban a masik harom csoporttal 6sszehasonlitva (P=0,001
normozoospermias, P=0,014 oligozoospermias és P=0,004 asthenozoospermias csoporttal
szemben). Szignifikdnsan magasabb 17-es kromoszdéma diszémia frekvenciat talaltunk az
oligoasthenozoospermias 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
hadrom csoportban (normozoospermids kontrollok esetén P<0,0001, oligozoospermias
férfiaknal P=0,03 és az asthenozoospermias csoportban P=0,001). Szignifikans kildnbséget
talaltunk a becsilt szambeli kromoszoma aberracid gyakorisdga tekintetében az
oligoasthenozoospermias és a normozoospermias (P<0,001), az oligoasthenozoospermias és
az oligozoospermias (P=0,004) illetve az oligoasthenozoospermias és az asthenozoospermias
(P=0,001) csoportok kozott. Szignifikans kilonbséget mutattunk ki tovabbad a 17-es
kromoszoma diszomia (P=0,0019), diploidia (P=0,001) és a becsilt szambeli kromoszéma

aberraciok gyakorisdgaban (P=0,002) az asthenozoospermids €és a normozoospermias
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csoportok kozott. A 17-es kromoszoéma diszdmia frekvencidja szignifikansan magasabb volt
az oligozoospermias csoportban, mint a normozoospermias esetekben (P=0,0387).

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 aberracid gyakorisdg kozotti Osszefliggést Pearson korrelacios (r) analizis
segitségével hataroztuk meg 28 infertilis és 17 normozoospermias férfi esetében. A vizsgalt
férfiak esetében pozitiv korrrelaciét (r=0,658) talaltunk a spermium koncentracié és a
hialuronsav-kotodési képesség, forditott korrelaciot a spermium koncentracio és a becsult
szambeli kromoszéma aberracié gyakorisdg (r= - 0,668), valamint a hialuronsav-kot6dési
képesség €és a becsult szambeli kromoszdma aberracid gyakorisag (r= - 0,682) kdzott.

4.6. Szegregacios analizis

Egy férfiben a kromoszéma analizis kiegyensulyozott transzlokaciot igazolt a 3-as és 6-
0s kromoszomak hosszu karjai kdzott. A beteg kariotipusa 46,XY,1(3;6)(g21;923) volt, melyet
FISH analizissel megerdsitettiink.

A spermium sejtek FISH vizsgélata soran a spermatozodk szignalmintdzatabdl
kovetkeztettiink a sejtek kromoszoma szegregaciojanak moddjara. A sejtek 46,8%-aban
normal/kiegyensulyozott (alternate) szegregacidés mintazatot lattunk. A Kkiegyensulyozatlan
kromoszoma szegregacio kovetkeztében a sejtek 53,2%-a koros szignalmintazatot 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 megfigyelhet6. Diploid és 4:0 tipusu szegregacios
mintazati spermiumok 0,45%-ban voltak jelen. Egyéb, a fenti csoportba nem sorolhatd
szignalmintazatot a spermiumok 4,54%-ban talaltunk.

Az interkromoszOmalis hatas vizsgélatahoz a beteg becsult szdmbeli kromoszéma

aberrécioinak gyakorisagat két kontroll csoportéhoz hasonlitottuk: ez a transzlokaciot hordoz6
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férfi spermiumaiban szignifikansan magasabb volt, mint a kontrollok esetében (P<0,0001). A
nemi kromoszomak diszdmia frekvencigjat szignifikansan magasabbnak talaltuk a
transzlokéaciét hordozd ferfi esetében, mint a normozoospermias (P<0,05) és az
oligozoospermiéds egyeénekben (P=0,05). A 17-es kromoszoma diszomia frekvenciéja
magasabb volt a hordozé 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 transzlokécié hordozé esetében,
mint a masik két kontroll csoport esetében (P<0,0001 a normozoospermias csoport esetében
és P=0,006 az oligozoospermias férfiaknal).
4.7. Az FMRL1 gen vizsgalata

Tizenhét korai ovarium elégtelenségben szenvedd nd koziil két esetben igazoltuk az
FMR1 gén premutaciogjat (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, tripletexpanzid nélkiili n6 atlagos CGG tripletszdma 23 volt mindkét allélon.
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. Vizsgalataink soran a legtobb esetben Klinefelter
szindroma (3,3%), vagy a nemi kromoszomak egyéb szam-, vagy szerkezetbeli eltérése allt a
férfi eredetli infertilitds hatterében (0,66%), mig az autoszémakat érintd citogenetikai
eltérések gyakorisaga 2% volt. A 9-es kromoszéma pericentrikus inverzidjat infertilis
férfiakban gyakoribbnak (0,66%) talaltuk az atlag populaciohoz (1,65%o) képest.

A Klinefelter szindréma a ferfi infertilitds leggyakoribb genetikai oka. Gyakorisaga az
atlag populécioban 0,1-0,16%, mig a nemzoéképtelen férfiak kozott 3-11%-ban fordul el6. A

Klinefelter szindréma 80-90%-at a klasszikus 47,XXY forma, mig a fennmaradé 10-20%-ot
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magasabb foku aneuploidia és mozaicizmus alkotja. Vizsgalati anyagunkban tiz esetben
tiszta 47,XXY kariotipust taladltunk. A szindroma alapjat a sziiléi ivarsejtek fejlédésekor a
meiodzis soran, vagy a korai embriondlis mitotikus sejtosztddas soran bekdvetkezd non-
diszjunkcio képezi. A legUjabb tanulméanyok a Klinefelter-szindromét az androgének
szerepével és az X kromoszoman 1évé androgén-receptor gén (AR) CAG repeat
polimorfizmusaval hozzdk Osszefiiggésbe. Kimutattdk, hogy Klinefelter-szindroméaban a két
példanyban jelenlévé AR allél kozil a rovidebb inaktivalodik, mig az aktiv hossza egyenes
aranyban van a testmagassaggal és a gynecomastia meglétével.

A 47, XYY Kkariotipus 1000 élvesziletett fingyermekbdl egyet érint (0,1%). Infertilis
férfiak korében ez az arany kisebb (0,084%). Az érintett férfiak nagy része fenotipusosan
normalis, valtozatos klinikai megjelenéssel, spermiumtermeld képességiikk a stlyos
oligozoospermiatél a normospermiaig terjedhet, gyakran egészséges gyermekik szuletik. A
kromoszoma-rendellenességek, spontan abortuszok kockazata azonban megné a 47,XYY
kariotipust férfiak utddaiban, ugyanis ezeknél a személyeknél a spermiumban eléforduld
nemi kromoszoma diszémia gyakorisaga (0,2 - 1%) szignifikansan magasabb az étlag
populéciéhoz (0,1%) képest. Munkéank soran az infertilis férfiak kozott 47, XYY kariotipus
nem fordult el6.

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 aberracid a spermatogenezisért felelds gének megzavarasa révén vezet
azoospermiéhoz, vagy sulyos oligozoospermiéhoz. A ring Y kromoszoma a spermatogenezis
soran gyakran elvész, ezért a megsziletett gyermekek Turner - szindrémaban szenvednek. A
konstitucionalisan nem mozaikos ring Y kromoszémaval sziletett filgyermekek incidenciaja
nagyon alacsony. Gyakoribbak a mozaikos esetek, ahol egyes sejtvonalakban elvész az

aberrdns Y kromoszoma, vagy normal Y kromoszémat tartalmazd sejtekkel egyiitt jelenik
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meg mozaikos formaban. Az altalunk vizsgalt esetben a kariotipus 46,XY/46,X,r(Y) volt. A
beteg sulyos oligozoospermiajat valoszintileg az egyes sejtvonalakban jelenlévé aberrdns AZF
régiot tartalmazo Y kromoszéma okozta.

A 46,XX kariotipusu férfiak fenotipusanak hatterében tobb genetikai tényezo allhat,
valtozatos klinikai képet eredményezve. Igen ritka abnormalitas, 20 000 férfibol egyet érint.
Az esetek legnagyobb részének hatterében (80%) az Y kromoszéma SRY génjének
autoszoméara vagy az X kromoszomara vald transzlokécidja &ll. A transzlokéalodott gén
(AZF régid) hidnya miatt a beteg azoospermias, a herék hipoplaziasak, ezen tilmenden
gynecomastia és néha cryptorchismus is megfigyelhet. Laboratoriumunkban egy esetben
diagnosztizaltunk 46,XX férfi fenotipust, ahol az SRY gén az egyik X kromoszomara
transzlokalodott. Ilyen esetekben a hidnyz6 spermatogenezis miatt az IVF soran donor
spermium alkalmazésa sziikséges.

Az autoszdmék kiegyensulyozott reciprok és Robertson transzlokacioi szerepet
jatszhatnak az infertilitas kialakitasaban. Az autoszomalis transzlokéaciok gyakorisagat a
medddség miatt vizsgaltak kozott 5,63%o-nek talaltdk a kontroll csoport 1,28%o-es
gyakorisagdhoz képest. Az oligozoospermids és azoospermids férfiak kérében magasabbnak
bizonyult a Robertson transzlokéaciét hordozdk aranya az atlag populacidban észlelttel
szemben. A reciprok transzlokacio ritkabb jelenség a Robertson transzlokacional, infertilis
férfiak kozott kortlbelul 1,5%-ban fordul eld. Tobbnyire az azoospermidsoknal figyelhetd
meg (0,9%), mig az oligozoospermidsokat ritkdbban érinti (0,6%). Az autoszOma
rendellenességek  okozta infertilitas az e kromoszémakon talalhatd, a nemi
differencialodasban szerepet jatsz6 gének mutécidjaval, elvesztésével, vagy egyéb mddon
torténd inaktivalodasaval magyarazhatd. Masrészt a meidzis soran a rendellenes homoldg

kromoszoma parok a crossing over alatt interkromoszémalis hatés révén a tébbi kromoszéma
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aneuploidiajat is okozhatjak. Laboratoriumunkban harom esetben reciprok transzlokaciot és
harom esetben Robertson-transzlokéciot mutattunk ki. A harom reciprok transzlokacio koziil
egy esetben - 46,XY,1(3;6)(g21;923) — olyan ritka eltérést talaltunk, amelyet eddig nem irtak
le az infertilitds okaként. A masik két altalunk is észlelt kiegyensulyozott reciprok
transzlokacio - 46,XY,1(2;5)(p13;921), 46,XY,t(7;20)(p15;p13) — mar ismert az irodalomban,
de a kozolt esetekben az érintett kromoszoma toréspontok eltéréek voltak. A Robertson
transzlokaciok kozul férfi infertilitas okaként leggyakrabban a 13-as és 14-es kromoszomak
kdzotti Robertson transzlokaciot emlitik. Az altalunk vizsgélt harom Robertson transzlokacio
is 45,XY,rob(13;14)mat kariotipusnak felelt meg. Mindharom infertilis férfi az anyjatol
Orokolte a kromoszoma eltérest.

A kromoszémak inverzidjanak eléfordulasi gyakorisaga irodalmi adatok szerint 0,8%o
az atlag populacidban. A 9-es kromoszéma centromerikus heterokromatinjanak pericentrikus
inverzidja a kromoszoma polimorfizmusok kozé sorolhatd, azonban felvetédott a férfi
fertilitdsban jatszott szerepe. Az egyik tanulmény szerint a pericentrikus inverzidval
rendelkezé személyek 20%-&nal sterilitdsi probléméak jelentkeznek, mig a normalis
kariotipust sziil6k esetében a sterilitdsi gondokat szignifikdnsan ritkdbbnak talaltak (6%).
Mas szerzOk a kromoszomak heterokromatinjanak inverzidjat azoospermids betegekben
gyakrabban mutattak ki, mint az atlag populacidban. Az inverzié spermatogenezisre kifejtett
modositadsanak tulajdonithatd. Munkéank soran férfi infertilitasban két esetben (2/305 férfi)
talaltunk 9-es kromoszoma pericentrikus inverziot, ami hasonl6 az atlag populacioban talalt
inverzi6 eléfordulasi gyakorisagdhoz (0,66%).

5.2. Kromoszoma szintii eltérések néi infertilitasban
N&i infertilitasban a kromoszoma eltérések gyakorisaga 5%-ra tehetd, melyek a nemi

kromoszomékat 2,8%-ban, mig az autoszomakat 2,1%-ban érintik. Az altalunk vizsgélt
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nébetegek kozott az egyik leggyakoribb kromoszoma eltérés az X kromoszoma szambeli
eltérése volt mozaikos formaban (n=7, 3,6%), egy esetben Robertson-transzlokaciét (0,5%) és
hét esetben (3,6%) a 9-es kromoszoma pericentrikus inverzidjat mutattuk ki.

A leggyakoribb kromoszoma eltérés infertilis n6kben a Turner-szindroma. A primer
amenorrhoea 30%-at Turner-szindrbma okozza. Az Ujszilott lanyokban a szindréma
incidenciaja 1:2000 és 1:2500 kozott valtozik. Az igen magas intrauterin mortalitds miatt a
prenatélis prevalencia joval magasabb a posztnatalisnal. A Turner-szindromara jellemz6 az
alacsony testmagassag, a gonad diszgenezis, az elégtelen néi nemi hormon produkcié miatt az
ovarium elégtelenség és az infertilitds. A Turner-szindroma hétterében allé leggyakoribb
kromoszéma eltérések a kovetkezék: X-monoszémia — 45,X; mozaicizmus (50-75%) — amely
magdban foglalja a 45,X/46,XX (10-15%), 45X/46,XY (2-6%), 45X/46,X,i(XQq),
45,X/46,X,del(Xp), 45,X/46,XX/47, XXX Kariotipusokat; strukturalis X kromoszdéma
eltérések — teljes, vagy részleges X kromoszéma rovidkar delécié: 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 altalunk talalt hét beteg mindegyike mozaik Turner-szindrémas
volt, a sejtek 93%-aban két, 4,5%-aban egy és 2,5%-aban harom X kromoszémat igazoltunk.
A sejtek Kkis szazalékadban plusz X kromoszdma is jelen volt, mely az ilyen kariotipus esetén
gyakori. A tripla X szindroma a ndk koriilbeliil 0,1%-anal fordul el és 47 kromoszomat
eredményez. A tripla X szindromaban szenvedé ndék tobbsége az atlagosnal magasabb,
jellegzetes fizikai eltérést azonban nem fedezhetiink fel. A ndi nemi szervek lehetnek
szabalyosak vagy gyengén fejlettek. Jellemz6 a cikluszavar, vagy a korai menopauza. A
betegek 75%-a fogamzdképes.

Az autoszomak kiegyensulyozott reciprok és Robertson transzlokdciéi ndi
infertilitasban is szerepet jatszanak. Az autoszomalis transzlokaciok gyakorisagat néi

infertilitasban 0,5% alattinak becstlik. Az autoszéma rendellenességek abban az esetben
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vezetnek infertilitas kialakuldsdhoz, ha az atrendezédésben érintett régiok szerepet jatszanak a
nemi fejlédésben, valamint a crossing over soran a rendellenes homoldg kromoszéma parok
interkromoszomalis hatds révén a tobbi kromoszéma aneuploidigjat okozzak.
Laboratériumunkban egy esetben a 14-es és a 21-es kromoszomak kozotti Robertson-
transzlokaciot mutattunk ki. Infertilitasban férfiakhoz hasonléan a ndket is leggyakrabban a
13-as, 14-es és 21-es kromoszémak Robertson-transzlokacidja érinti. A 45,XX,der(13;14) és
45,XX,der(14;21) transzlokacidét hordozé ndk Osszehasonlitdsa soran azt talaltak, hogy
mindkét tipusndl szignifikansan gyakoribbak voltak a normadlis kariotipust oocytak, mint a
kiegyensulyozott kromoszéma készlettel bir6é sejtek, mig a kiegyensulyozatlan kromoszéma
készletli petesejtek szama emelkedettnek bizonyult 45,XX,der(14;21) kariotipus esetén.

A kromoszomak inverzidjanak populacios eléfordulasi gyakorisdga irodalmi adatok
szerint 0,8%o0, mig a 9-es kromoszOma heterokromatin pericentrikus inverziéjaé ennek
kétszerese. NOkben az inverzié a meiotikus kromoszéma szegregécid soran diploid oocyta
kialakuldsat okozhatja. A fenotipusban eltérést nem okoz, inkdbb csokkent fertilizacios
képességgel hozzak Osszefligésbe (szubfertilitds), mint az infertilitassal. Munkank soran néi
infertilitas genetikai kivizsgéldsa soran hét esetben (3,6%) taldltunk 9-es kromoszoma
pericentrikus inverziét, ami magasabb az atlag populacioban talalt inverzié el6fordulasi
gyakorisagnal.

Az AZFb és AZFc régiokat érintd 6,2-7,7 Mb-os deléciok csak az azoospermids és a
stulyos oligozoospermias esetekben fordultak el6, mig a normozoospermias férfiakban és a
bizonyitottan fertilis csoportban nem. Az azoospermiasok kozott szignifikansan gyakoribb az
AZFc delécio elofordulasa a tobbi csoporthoz képest. A b1/b3 parcialis deléciot csak egy
azoospermias esetben tudtuk kimutatni. A gr/gr delécié azoospermiasokban nem fordult el6,

mig oligozoospermias és normozoospermids férfiakban igen, el6forduldsi gyakorisagukban
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nem volt szignifikans kulénbség. A b2/b3 delécid gyakorisagaban sem észleltlink szignifikans
kiilénbséget az egyes csoportok kdzott. A bizonyitottan fertilis férfak esetében Y kromoszéma
mikrodelécié nem volt kimutathato.

Az irodalomi adatok szerint klinikailag jelentds szamban igazolhaté Y mikrodelécio az
azoospermias és a <1x10°/ml spermiumkoncentraci6ji (stlyos oligozoospermias) férfiak
esetében. Ritkabb a mikrodelécié az 1- 5x10°%/ml spermiumkoncentréaci6ju infertilis férfiaknal.
A gr/gr és b2/b3 tipusi parcidlis mikrodeléci6 eléfordul oligozoospermias és
normozoospermids esetekben is, ami arra utal, hogy ezek a delécidk nincsenek
Osszefiiggésben a spermiumképzédés zavaraval, mig a gr/gr delécio rizikdtényezonek
tekintheto.

A gr/gr delécié az AZFc régio génjeinek felét eltavolitja (DAZ, CDY1 és BPY2 gének).
Az ilyen delécioval rendelkezé férfiaknak hétszer nagyobb esélyiik van oligozoospermia
kialakulasara, mint a delécio nélkiiliecknek. Az oligozoospermiasok kozott az eléfordulasi
gyakorisag 4% korili. Az altalunk vizsgalt 86 oligozoospermias férfi kdzil haromban gr/gr
delécidt, mig a kontroll csoportban (110 normozoospermiés és 22 bizonyitottan fertilis eset)
négy gr/gr deléciot (3,03%) mutattunk Ki. Nincs szignifikans kiilonbség a két csoport kozott,
de a delécid a spermium képzddési zavar kialakuldséara utalhat.

AZFc delécié esetén mod van sikeres asszisztalt reprodukciora, de ennek soran a
genetikai eltérés minden fenotipusos kovetkezményével atoroklédik a fia utdodba. Az AZFc
deléciés Y kromoszOdma a meiosis sordn elvész, ezért az AZFc deléciot hordozo férfiak
himivarsejtjeinek nagy része nulliszdém a nemi kromoszémara nézve. Az utédban gyakoribb
lehet a nemi kromoszomak aneuploididja, mozaicizmusa és jelentés a kozkazat Turner-
szindroma kialakulasara. Megfigyeléseink amellett szdélnak, hogy azon azoospermids és
sulyos oligozoospermias férfiak esetében, akiknél ICSI-re vagy TESE/ICSI-re kerll sor,

ajanlott az Y mikrodelécids vizsgalat elvégzése. Ugyanakkor a TESE elvégzése indokolatlan
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AZFa, AZFb és AZFb+c delécid esetén. Az Y kromoszoma delécioit hordoz6 férfiak szdmaéra
fontos a genetikai tanacsadds. Az Y kromoszoma mikrodeléciét hordoz6 infertilis férfiak
esetében ICSI utan preimplantéacids genetikai diagnosztika javasolt a Turner-szindromas utod
szlletésének megelézésére. Ezen tilmenden ajanlott ICSI utdn az Y mikrodelécids apatol
szlletett gyermekek genetikai vizsgélata lanyok Turner szindromajanak felismerésére,
valamint a fiuk infertilitdsa hatterében all6 genetikai okok tisztazasa céljabol.

5.4. Spermiumok hialuronsav-koté képessége

A spermiumsejtek érésében egy chaperone protein, a HspA2 jatszik szerepet a
spermiogenezis utolsé Iépéseinél. A HspA2 szintézis masodik hullamaval és a citoplazma
kilokddésével parhuzamosan egy érettséggel dsszefliggd plazmamembran atrendezddés megy
végbe. A remodeling szikséges ahhoz, hogy megjelenjenek a spermiumsejtek felszinén a
zona pellucida kotohelyek és a hialuronsav receptorok. Az éretlen, citoplazma retenciot
mutatd spermiumok kreatin kinaz (CK) tartalma magas és HspA2 szintje alacsony, ezek a
sejtek képtelenek a zona pelluciddhoz vald kotddésre. Az érett spermiumok a zona
pellucidahoz hasonldan a hialuronsavhoz is szelektiven kotddnek. Mesterséges koriilmények
kozott a frissen ejakulalt és a cryoprezervalt érett spermiumok is képesek kotddni a
hialuronsavhoz, igy elvalaszthatok egymastdl az érett és éretlen spermiumok.

Munkank soran kiilonb6z6 spermium koncentracidoju €és mozgasu spermiumsejtekkel
rendelkez6 férfiak hialuronsav kotd képességét vizsgaltuk HBA-teszt segitségevel. A
normozoospermids csoport hialuronsav-kotodési képessége szignifikansan 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
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eredményeink is azt mutatjak, hogy a normal, érett spermiumokkal rendelkezd férfiak
hialuronsav-koto képessége 80 % f616tt van.
5.5. A spermiumok kromoszoma aberracioi

A normozoospermias férfiakat feloleld vizsgalatok Osszesitése szerint az aneuploid
spermiumok gyakorisaga mintegy 6,5 %, egyes szerzok szerint akar 15% is lehet. A meddd
férfiak tobbségének csokkent spermiumkoncentracidju és mozgasu ejakulatumaban az éretlen
spermiumok aranya es a szambeli kromoszoma rendellenességet hordoz6 spermiumok
el6fordulasi gyakorisdga magasabb.

Szoros egyenes 0sszefliggést igazoltak egyes munkacsoportok az éretlen spermiumok
aranya és az aneuploid spermiumok gyakorisdga és forditott korrelaciot a
spermiumkoncentracio és a spermiuméretlenség kozott. Vizsgalataink sordn ugyanezt az
Osszefliggést igazoltuk, amikor a vizsgalt férfiak spermium mintainak becsult szambeli
kromoszoma aberracidjat hataroztuk meg a nemi kromoszomak és egy autoszéma (17-es
kromoszoma) diszomia frekvencidjanak ismeretében. Munk&nk sordn 45 kiilonboz6
spermiumparaméterekkel — rendelkezd férfi  spermiumdnak kromoszéma  aberracioi
gyakorisagat tanulmanyoztuk. A nemi kromoszomak és a 17-es kromoszoma diszOmia és a
teljes diploidia frekvencia szignifikdnsan magasabb volt az oligoasthenozoospermias
csoportban a masik harom csoporttal dsszehasonlitva. Szignifikdns kilénbséget talaltunk
tovabbd a becsllt szambeli kromoszéma aberrdcié gyakorisdga tekintetében az
oligoasthenozoospermiads és a normozoospermias, az oligoasthenozoospermias és az
oligozoospermias illetve az oligoasthenozoospermias és az asthenozoospermias csoportok
kozott.

A kromoszoma eltérések, leggyakrabban a nemi kromoszéma aneuploidiak gyakoribbak
ICSI terhességekbdl sziiletett gyermekeknél. Az élettel Gsszeegyeztethetd genetikai eltérések

(Klinefelter-szindroma) az esetek jelentds részében infertilitassal tarsulnak, ICSI segitségével
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viszont sikeres lehet a gyermeknemzés. Ilyenkor azonban a kromoszéma eltérés
tovabborokitésének kockéazata igen magas. Az asszisztélt reprodukcios beavatkozasok utan
jelentkez6 magas sikertelenségi és magas vetélési aranyért jelentés mértékben feleldsek az
apai részr6l atadott kromoszoma-rendellenessegek.

Az aneuploid gamétdk emelkedett gyakorisaga esetén a betegek tobbségénél nem
¢észlelheté szomatikus kromoszoma eltérés. A szambeli kromoszoéma eltérést hordozd
spermiummal torténd fertilizacid esetén az eseteknek csak kis hanyada jelenik meg az
ujszuldttekben, tobbségiik magzati veszteségként jelentkezik. FISH vizsgalati adatok szerint a
spermiumon kimutathatd aneuploidia gyakorisdg barmely kromoszomara vonatkozoéan jéval
magasabb az epidemioldgiai magzati triszomia gyakorisaganal. Kivételt képez az 47,XXY és
az 47,XYY triszdmia, mivel az ilyen kariotipust magzatok életképesek. Az ICSI segitségével
fogant terhességekbdl sziiletett gyermekek kozott a rendellenes kariotipus el6fordulasa
négyszer gyakoribb (0,8%). A triploidia gyakori oka a koraterhességi veszteségeknek, a
spontéan vetélések 12-13%-aban fordul el6.

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

Jollehet az éretlen spermiumok aranya a férfiak ivarszerveiben kiilonb6zd, amikor egy
férfi spermiumszama magas, az érett spermiumok is gyakoribbak az ejakulatumban. Csdkkent
spermiumkoncentracioju férfiak spermiumaiban gyakoriak az aneuploidiék.

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. El@szor a primer és
szekunder spermatocitdban jelenik meg a szinaptonemalis komplex Osszetevdjeként a
homolog kromoszomék kozott a meidzis alatt. Az expresszié masodik hullama a

spermiogenezis Vvégén torténik, a citoplazma kilok6désével, a plazma membran
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atrendezddésével, a zona pellucida kotohelyek és a hialuronsav receptorok kialakuldsaval
parhuzamosan. Mivel a fehérje a szinaptonemalis komplex Osszetevdje, csokkent expresszidja
a meiozis hibajahoz, aneuploididhoz, kromoszéma aberraciokhoz vezet. A citoplazma
retencioval jellemezhetd éretlen spermiumok HspA?2 szintje szintén alacsony.

Szignifikdns Osszefiiggést talaltak (r=0,7) a citoplazma retencidval rendelkezd éretlen
spermiumok arénya és a spermiumok aneuploidia frekvencigja kozoétt, arra utalva, hogy az
aneuploidia éretlen és csokkent HspA2 szinttel rendelkezd spermium sejtekre jellemzo. A
zona pellucida kotohelyek €s a spermiumérettség kozotti 0sszefliggést is korabban igazoltak:
csak az érett spermiumok képesek a zona pellucida kotésére. Az érett spermiumok
hialuronsav-koto receptorral rendelkeznek, szelektiven kotddnek a hialuronsavhoz a zona
pellucida koteshez hasonléan. A hialuronsav-receptor, a zona pellucida kotohelyekhez
hasonléan az éretlen és alacsony HspA2 szinttel rendelkez6 sejtek felszinén nem talalhatod
meg. Korabban igazoltak, hogy a hialuronsav-kotott sejtek kromoszéma aneuploididinak
gyakorisaga alacsony.

Munkank sordn szignifikdnsan magasabb 17-es és nemi kromoszéma diszomia,
diploidia és becsult szambeli kromoszéma aberrdcié gyakorisagot mutattunk ki a koros
spermium paraméterekkel rendelkezd infertilis férfiakban, mint a normozoospermias
kontrollokban. Eredményeink alatamasztjadk azt a megfigyelést, miszerint a sulyos
oligozoospermias  férfiak spermiumaiban gyakoribbak az aneuploididk, mint a
normozoospermiasok ivarsejtjeiben. Az altalunk vizsgalt normozoospermias férfiak
hialuronsav kotd képessége is szignifikdnsan magasabb volt, mint az infertilis férfiaké.
Osszefiiggést igazoltunk a spermium koncentracio, hialuronsav kétédés és a spermiumok
kromoszoma aberracioi kozott.

Az ICSI eljarasok soran, amikor a zona pellucida szelekcidos gatja nem miikddik,

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 jelentds mértékben javithatd, a genetikai komplikaciok el6éfordulasa
csokkentheto.

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-
transzlokécid incidencidja 1:1085. A transzlokacié hordozdk jelentés aranyban képeznek
kiegyenstlyozatlan kromoszoma készleti gamétakat, melyek vetélésekhez, infertilitashoz
vezetnek.

A spermium képzddés soran a meidzis I osztoddsdban kvadrivalens (Robertson
transzlokacid esetén trivalens) képzddik a transzlokalt kromoszoma és a normal homoldgja
kdzott. Az alternate szegregacio esetén a transzlokalt kromoszéma az egyik spermatocita I1-
be, mig normal homoldégja a maéasik spermatocita Il-be transzlokalddik, normal és
kiegyensulyozott hordoz6 magzatot eredményezve. A tObbi szegregaciés mod
kiegyensulyozatlan kromoszoma készletet eredményez. Az adjacent szegregaciok
nulliszomiat és diszomiat eredményeznek a spermatozoaban és monoszomiat, vagy triszomiat
az embridban. A 3:1 tipust szegregacid sorén 22 és 24, mig a 4:0 szegregaci6 sorén 21 és 25
kromoszomat tartalmazd gamétak keletkeznek (a Robertson-transzlokacié 3:0 szegregéacidja
21 és 24 kromoszOma tartalma gamétat eredményez).

A kiegyensulyozott  reciprok transzlokéciot hordozé férfiak esetében a
kiegyensulyozatlan kromoszdéma készletli spermatozoak aranya 19-80% kozott valtozhat. Ez
az arany fiigg az érintett kromoszomak méretétdl, a centromera és a toréspont helyzetétdl. A

Robertson-transzlokacid esetén a kiegyensulyozatlan sejtek aranya csak 2,7-26,5% kozott
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valtozhat, mivel a meiozis soran a trivalens cisz konfigurécidja az alternate szegregacionak
kedvez, normal és kiegyensulyozott gamétakat eredményezve.

Az altalunk vizsgalt 46,XY,t(3;6)(q21;g23) kariotipust infertilis férfi esetében a
spermiumok 53,2%-aban kiegyensulyozatlan kromoszoma készlet volt kimutathatd. Ez az
igen magas ardny meghatarozza az asszisztalt reprodukcio valaszhaté modszerét, felveti donor
spermium hasznalatanak szligségességét. Eredményeink @sszhangban vannak azon mas
tanulményok eredményeivel, ahol szintén a 3-as és 6-0os kromoszomékat érintette a
transzlokécio, bar a téréspontok kiilonb6zbek voltak.

Az ICE-t a 17-es és a nemi kromoszémak aneuploidia meghatarozésa 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
befolyésoljak a tébbi kromoszéma meiotikus rekombinécidjat. A kiegyensulyozott reciprok
transzlokacié hordozok esetében az ICE aneuploid embriét eredményezhet.

A kiegyensulyozott transzlokécié hordozok spermiumainak meiotikus szegregacios
analizise és a spermiumok X, Y és 17-es kromoszéma aneuploidia analizise a
kiegyensulyozatlan gamétadk ardnyanak meghatarozdsa révén egyedi kockazat becslésre,
reproduktiv prognozis megallapitasara ad lehet6séget. IVF esetén pre-implantacios genetikai
diagnosztika indokolt azoknak a paroknak, akik egyikében kiegyensulyozott transzlokacid
igazolddott.

5.8. Az FMRL1 gén tipletexpanzioja korai ovarium elégtelenségben

A korai ovarium elégtelenség (POF) jellemzéje a 40 éves kor elétt megjelend
amenorrhoea magas FSH és LH szinttel. Szamos gén lehet felelds a POF kialakulasaért, foleg
azok amelyek a hipotalamusz-hipofizis-ovarium tengely szabalyozasaban vesznek részt. Az X

kromoszoma hosszukar (Xq) delécidja vagy transzlokacidja 6sszefliggésben van a POF
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kialakuldsdval az ovarium funkcidjat befolyasol6 gének delécidja illetve funkciokiesése
révén. A POF 33%-ban csaladi halmozddast mutat, a tobbi eset sporadikus.

A leggyakrabban vizsgalt gén POF esetében az Xq27.3 régidba lokalizalod6 FMR1 gén.
A tiinetek kialakulasaért a gén premutacidja felelds: sporadikus esetekben 1,6%, mig
familiaris halmozddéasnal 16%-ban lehet az FMR1 gén premutécidjara szamitani. Mas
tanulmanyok szerint az 0Osszesitett el6fordulasi gyakorisag 6%. Az FMR1 premutéciot
hordozd n6k 15-25%-a korai ovarium elégtelenségben szenved.

Vizsgéalatainkban tizenhét sporadikus amenorrhoeéds korai ovarium elégtelenségben
szenvedd n6 kozil két esetben igazoltuk az FMR1 gén premutaciojat (11,8%). Az egyikben
mozaikos formaban, a méasikban az 6sszes szomatikus sejtben jelen volt a premuténs allél.
Mindkét betegben igazolhaté volt az FMR1 premutacié szerepe az amenorrhoeas tiinetek
kialakulasaban.

6. MEGALLAPITASOK

1. Férfi infertlitas hatterében a legtdbb esetben Klinefelter szindroma, vagy a nemi
kromoszomak egyéb szam-, vagy szerkezetbeli eltérése allt (3,9 %), mig az autoszomakat
érint6 citogenetikai eltérések gyakorisaga 2% volt. Ugyanezen csoportban a 9-es kromoszoéma
pericentrikus inverzidjat gyakoribbnak talaltuk az atlag populaciéhoz képest.

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

3. Az AZFb és AZFc régiokat 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 spermiumképzédés zavardval, 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
rendelkezd 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 kétédés és a
spermiumok kromoszéma aberracioi 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 reprodukcioé valaszhaté mddszerét, felveti donor
spermium hasznalatanak sziigségességét.

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

10. Tizenhét sporadikus amenorrhoeas korai ovarium elégtelenségben szenvedd nd
kozll két esetben igazoltuk az FMR1 gen premutaciojat. Mindkét betegben igazolhatd volt az

FMR1 premutacio szerepe az amenorrhoeas tiinetek kialakulasaban.
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7. 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 vizsgélatara 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
igazolddtak leggyakrabban az infertilitas hatterében (2%). Y kromoszoéma mikrodeléciok csak
az azoospermids ¢és a sulyos oligozoospermids esetekben fordultak eld, mig parcialis
mikrodeléciét normozoospermidsokban is észleltlink. Gyakrabban észleltink kromoszoma
aberréaciot a spermiumokban, amikor a spermiumok szdma és mozgasa egyarant rendellenes
volt. Egy 46,XY,1(3;6)(q21;923) kariotipusu férfi esetében a spermiumok 53,2%-a hordozott
Kiegyensulyozatlan kromoszoma készletet. Az infertilitds esetén, ha egyéb organikus és
funkcionalis ok nem meriil fel, megfeleld indikacio - csokkent spermiumszam, habitudlis
vetélések, ill. korai menopauza - alapjan genetikai vizsgalat végzése indokolt. Ha genetikai
eltérés igazolddik, az jelzi az utdd genetikai kockéazatat és ramutat az asszisztalt reprodukcid
leghatékonyabb mddjara. Az embrid és a magzat pontos genetikai eltérését azonban csak a
preimplantacids és a prenatalis genetikai diagnosztika segitségével allapithatjuk meg. Sajnos,
nem minden esetben sikeriil az infertilitds hatterében &ll6 ok, az etioldgia tisztazasa. igy az

asszisztalt reprodukcio sikeressége csak valoszinisithetd.

37



’A‘"[ENK DEBRECENI EGYETEM EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

I" KENEZY ELETTUDOMANYI KONYVTARA
www Jiunided hu

|ktatészam: DEENKETK/366/2012.
Tételszam:
Targy: Ph.D. publikaciés lista

Jeldlt: Mokanszki Attila
Neptun kod: WTOX7Z

Doktori Iskola: Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Mokanszki A., Ujfalusi A., Balogh E., Molnar Z., Sapy T., Jakab A., Varga A., Olah E.: Infertilitasban
végzett citogenetikai és molekularis genetikai vizsgalatok a kelet-magyarorszagi régiéban.
Orv. Hetil. 153 (2), 51-60, 2012.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.1556/0H.2013.29510

2. Mokanszki, A., Ujfalusi, A., Balogh, E., Stimegi, A., Antal-Szalmas, P., Bazsané Kassai, Z., Molnéar,
Z.,Varga, A., Sapy, T., Jakab, A., Olah, E.: Meiotic segregation study of a novel t(3;6)(q21:923)
in an infertile man using fluorescence in situ hybridization (FISH).

Syst. Biol. Reprod. Med. 58 (3), 160-164, 2012.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.3109/19396368.2012.670868
IF:1.524 (2011)

3. Mokanszki, A., Molnar, Z., Ujfalusi, A., Balogh, E., Bazsané Kassai, Z., Varga, A., Jakab, A., Olah,
E.: Correlation study between sperm concentration, hyaluronic acid-binding capacity and sperm
aneuploidy in Hungarian patients.

Reprod. Biomed. Online. 25 (6), 620-626, 2012.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.1016/j.rbmo.2012.08.003
IF:2.042 (2011)

4. Mokanszki A., Ujfalusi A., Balogh E., Stimegi A., Balogh |, Téthné Varga E., Bodnar B., Varga A.,
Olah E.: Az Y-kromoszéma mikrodelécisinak és parcialis mikrodelécidinak vizsgalata idiopatias
infertilitasban. S )

Magyar Androl. 17 (1), 17-21, 2012. _ .

4032 Debrecen, Egyetem tér 1. e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

38



’A‘"[[NK DEBRECENI EGYETEM EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

I" KENEZY ELETTUDOMANYI KONYVTARA
www Jiunided hu

Tovabbi Kézlemények

5. Mokanszki, A., Kdrhegyi, ., Szabo, N., Bereg, E., Gergev, G., Balogh, E., Bessenyei, B., Siimeqi, A.,
Morris-Rosendahl, D.J., Sztriha, L., Olah, E.: Lissencephaly and Band Heterotopia:LIS1,
TUBA1A, and DCX Mutations in Hungary.

J. Child Neurol. Epub ahead of print (2012)
DOI: http://dx.doi.org/10.1177/0883073811436326
IF:1.748 (2011)

8. Molnar, Z., Mokanszki, A., Benyé, M., Kassai, Z., Olah, E., Jakab, A.: Sperm fertilization potential
and chromosomal anomalies in testicular cancer before chemotherapy.
Hum. Reprod. 26 (2011), i253, 2011.

Osszesitett impakt faktor: 5.314

Osszesitett impakt faktor: (értekezés alapjaul szolgalé kozlemények esetén): 3.566

A DEENK Kenézy Elettudomanyi Kénywvtar a Jelolt 4ltal a Publikaciés Adatbazisba feltdlistt adatok
bibliografiai és tudomanymetriai ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports
Impact Factor lista alapjan elvégezte.

Debrecen, 2012.12.07

4032 Debrecen, Egyetem tér 1. e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

39



Az ertekezés téméjaban elhangzott eléadasok

Mokanszki A., Balogh E., Ujfalusi A., Stimegi A., Varga A., Jakab A., Molnér Zs., Sépy T.,
Olah E.: A spermium FISH vizsgalat jelentésége infertilitasban. A Magyar Humangenetikai

Tarsasag VIII. Kongresszusa, Debrecen (2010)

Mokanszki A., Molnar Zs., Bazsané Kassai Zs., Balogh E., Ujfalusi A., Simegi A., Jakab A.,
Olah E.: Heredaganatos férfiak spermaképének, fertilizacios képességének és spermium
kromoszoma anomalidinak valtozasa tumorellenes kezelés el6tt. A Magyar Androldgiai

Tudomanyos Tarsasag IV. Kongresszusa, Bikal (2010)

Mokanszki A., Balogh E., Ujfalusi A., Simegi A., Varga A., Jakab A., Molnar Zs., Sapy T.,
Olah E.: A spermium FISH vizsgalat jelent6sége infertilitisban. A MTA Debreceni Akadémiai

Bizottsag, ,, Ritka genetikai betegségek korszerii diagnosztikaja” tudomdnyos iilése, Debrecen
(2011)

Mokanszki A., Siimegi A., Sapy T., Téthné Varga E., Bodnar B., Varga A., Olah E.: Az Y
kromoszéma részleges mikrodelécidinak vizsgalata férfi medddségben. A Magyar

Androldgiai Tudoméanyos Tarsasag V. Kongresszusa, Héviz (2011)

Mokanszki A.: Az infertilitds genetikai kivizsgalasa. A MTA , ,,A human reprodukcio

kihivasai a XXI. szazad elején’ tudomanyos ulése, Budapest (2011)

Mokanszki A., Ujfalusi A., Balogh E., Sapy T., Jakab A., Varga A., Olah E.: Genetikai
vizsgalatok no6i és férfi infertilitasban. A Magyar Humangenetikai Tarsasag 1X. Kongresszusa,
Szeged (2012)

Mokénszki A., Ujfalusi A., Balogh E., Molnér Zs., Bazsané Kassai Zs., Sapy T., Jakab A.,
Varga A., Oldh E.: Genetikai vizsgéalatok férfi infertilitisban. A Magyar Androldgiai

Tudomanyos Tarsasag V1. Kongresszusa, Eger (2012)
Tovabbi eléadasok

Mokanszki A., Korhegyi 1., Szabd N., Bereg E., Gyurgyinka G., Balogh E., Bessenyei B.,
Siimegi A., Sztriha L., Olah E.: Genetikai vizsgalatok neuronalis migracios zavarokban. A
Magyar Huméangenetikai Tarsasag VIII. Kongresszusa, Debrecen (2010)

40



Mokanszki A., Korhegyi I., Szabd N., Bereg E., Gyurgyinka G., Balogh E., Bessenyei B.,
Siimegi A., Sztriha L., Olah E.: Genetikai vizsgéalatok neuronalis migracios zavarokban. A
MTA Debreceni Akadémiai Bizottsag, ,, Ritka genetikai betegségek korszerii diagnosztikdaja”
tudoményos ulése, Debrecen (2011)

Mokanszki A., Korhegyi 1., Szabd N., Bereg E., Gyurgyinka G., Balogh E., Bessenyei B.,
Siimegi A., Sztriha L., Olah E.: Genetikai vizsgalatok neuronalis migracios zavarokban. A

Magyar Gyermekorvosok Tarsasdaganak 2011. évi Nagygyiilése, Pécs (2011)

41



