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Bevezetés

A modern asszisztalt reprodukcids eljarasok, kulonosen az intracitoplazmatikus
spermium injektalas (ICSI) bevezetésével hatasos kezelés valt lehetévé a sulyos
infertilitasban szenvedd férfiak szamara is. Az ICSI-t széles korben és novekvd
mértékben sikerrel hasznaljak az asszisztalt reprodukcids beavatkozasok soran,
azonban a kdézelmultban napvilagot latott kutatasok a citogenetikus eltérések
utodokba valo atvitelének emelkedett kockazatardl szamoltak be. Ezek az adatok
az ICSI soran megkerult élettani spermium szelekcio klinikai jelent6ségére és
veszelyeire hivjak fel a figyelmet. A természetes kivalasztédas elmaradasanak
veszélyéhez tarsul még tovabbi kockazatemeld tényezéként, hogy a meddd
férfiak, az ICSI donorok spermajaban a szambeli kromoszéma anomaliat
(aneuploidiat és poliploidiat) hordozé spermiumok el6fordulasi gyakorisaga
emelkedett. ICSI soran sikeres lehet a megtermékenyités éretlen spermiummal

is, melyek kdzott emelkedett aranyban talalhatdk aneuploid ivarsejtek.

A fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) eljaras bevezetésével valt lehetévé a
szambeli kromoszoma eltérések vizsgalata nagyszamu spermiumon, amely
lehetévé teszi az eltérések el6fordulasi gyakorisaganak pontos meghatarozasat
az egyes mintakban. Bar szamos tanulmany foglalkozott a spermium szambeli
kromoszoma eltéréseinek és a férfi meddéségnek a kapcsolataval, az intenziv
kutatas ellenére mindeddig nem kerult sor a szambeli kromoszéma anomalia és
a spermium morfoldgiaja, motilitdsa, valamint a fertilizacios képessége kozotti

kapcsolat pontos tisztazasara.

Tekintettel a genetikai eltérések utddba vald atvitelének fokozott kockazatara és
az emelked6 szamu asszisztalt reprodukcidés beavatkozasra, természetes és
surget6 az igény a kromoszéma anomaliat hordozo ivarsejteknek a fertilizacét
megel6z6 eliminalasara. Napjainkig kevés adat latott napvilagot az asszisztalt
reprodukciés laboratériumokban jelenleg alkalmazott spermium elbkészitési

eljarasok (az éretlen spermiumok eltérd fajsulyan alapuld gradiens centrifugalas
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és a motilis ivarsejtek dusitasat célzé swim-up mobdszer) ilyen iranyu

hatékonysagat illetéen.

A citoplazma retenciéval jellemezhet6 éretlen spermiumok aranya és a
kromoszoma aneuploidiak el6fordulasi gyakorisaga kozott szoros Osszefuggés
van, amely arra utal, hogy az aneuploidia elsésorban éretlen spermiumban fordul
el6. Az érett spermium szelektiven koétédik a zona pellucidahoz, de ICSI soran
az éretlen sejttel is lehetséges a fertilizacio. Az ICSI jelenlegi gyakorlata még
nem nevezhet6 idealis megoldasnak, mivel az embriologus altal, a motilitast és a
morfologiat szem elétt tartva szubjektiv mddon kivalasztott spermium genetikai
rendellenességet hordozhat. A genetikai tartalom és a morfologia kozotti
kapcsolat kiemelten fontos az ICSI gyakorlatanak szempontjabdl, de az irodalmi

adatok e vonatkozasban sem adnak egyértelm( utbaigazitast.

A spermiogenezis utolsé Iépéseinek egyikeként, a citoplazma kilok6désével
parhuzamosan a sejthartya szintén atalakulason megy at (remodeling), amelynek
eredményeképpen zona pellucida kétéhelyek és hialuronsav receptorok egyarant
megjelennek. Eppen Ggy, mint a zona pellucidahoz, a hialuronsavval kezelt
felszinhez is kizardlag az érett spermiumok képesek koétdédni. A hialuronsav
kotédés egy Uj szelekcios lehetbéséget kinal az éretlen spermiumok

eliminalasahoz.

Ceélkitiizések

A spermium genetikai karosodasainak ICS| soran az utddba vald atvitelének
fokozott kockazatara és a jelenleg alkalmazott spermium szelekciés eljarasok
hatékonysagara vonatkozé tudomanyos informacié elégtelenségére alapozva, a

értekezésemet megalapozo kutatdbmunkank f6 kérdései a kdvetkez6k voltak:

1. Milyen a szambeli kromoszéma anomaliak el6fordulasi gyakorisaga az

ICSI beavatkozasok donorait reprezentalé alacsony spermium
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koncentraciéju férfiak korében és tukrozi-e a hagyomanyos WHO
kategéridk szerint megallapitott spermiogram a minta szambeli
kromoszoma anomaliainak gyakorisagat? [A Populaciés Tanulmany: Az
aneuploid/diploid spermiumok eléforduléasi gyakorisaganak
valamint azoknak a hagyomanyos WHO spermiogram kategériakhoz valé
viszonyanak vizsgalata.]

2. Lehetséges-e az aneuploid/diploid spermiumok eliminalasa a jelenlegi
gyakorlatban alkalmazott spermium elékészitési eljarasokkal? [A Gradiens
Centrifugaciés Tanulmany és a Swim-Up Tanulmany: A hagyomanyos
spermium elbkészitési eljarasok hatékonysaganak vizsgalata és
O0sszehasonlitasa az aneuploid/diploid spermiumok, valamint az éretlen
spermiumok eliminalasat illetéen.]

3. Lehetséges-e aneuploidiatél/diploidiatél mentes spermium kivalasztasa
vizualis modszerrel? [A Morfolégiai Tanulmany: A spermium morfolégia
€s a szambeli kromoszoma anomaliak 0&sszefliggésének vizsgalata
azonos spermiumon FISH és objektiv, computerizalt morfometria
segitsegével.]

4. Lehetséges-e aneuploidiatol/diploidiatél mentes spermium kivalasztasa
hialuronsav-kétédésen alapuld6 mobdszerrel? [A Hialuronsav-kétédés
Tanulmany: A hialuronsav-kétédésen alapuld spermium szelekcio

hatékonysaganak vizsgalata a kromoszoma rendellenességet alacsony

Anyag és Médszerek

A vizsgalatokra a Debreceni Egyetem Szilészeti és N6gyogyaszati Klinikaja és a
Yale Egyetem (New Haven, Connecticut, USA) Szllészeti és Nbégyogyaszati
Intézetének kollaboraciojanak keretében kerult sor. A tanulmanyok 44 beteg

vizsgalatat olelték fel, akik sperma analizisre jelentkeztek a Yale Egyetem
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Reproduktiv Endokrinolégiai Részlegének Spermium Fiziologiai és IVF
Laboratériumaiban. A spermium koncentracioé és motilitds meghatarozasa Makler
kamraban tortént, computer vezérelt sperma analizissel. Tiz-tiz mérsékelten
oligospermias betegnél a sperma vizsgalatat kdvetéen gradiens centrifugalas és
swim-up modszerrel nyert frakciok FISH és kreatin-kinaz immuncitokémiai
vizsgalatara kerult sor. Tizenkét oligospermias betegnél hialuronsav-kotédéssel
végzett szelekcio elbtt és utan végeztuk a vizsgalatokat. Tovabbi tizenkét
normospermias IFV donor esetén gradiens preparalason atesett mintakat
vizsgaltunk, hialuronsav-kotédéssel végzett szelekcid el6tt és utan. A swim-up és
hialuronsavas kisérletekhez kot6dé spermium elékészités, a FISH laboratériumi
munkak, a sejtelemzés, adatgylijtés és a tanulmanyok adatfeldolgozasa a

tézisek szerz6jének 6nallé munkai (34 beteg 68 mintaja, 88 FISH analizis).

Gradiens centrifugalasos el6készités soran az érett spermiumban gazdag frakcié
el6allitasa érdekében, a sperma egy részét 2 ml 80%-os egyfazisu Percoll
gradiensen keresztul centrifugaltuk 500 g-vel 20 percig szobah&meérsékleten,

majd a fellluszét eltavolitva az Uledéket human tubafolyadékban (HTF) oldottuk.

Swim-up el6készités soran a spermat HTF-ben higitva egy lapos alju cs6ben
centrifugaltuk 400 g-vel 10 percig, amelyet ezutan 30 percig inkubaltunk 36°C-
on. Az inkubéacié alatt a motilis spermiumok a feluluszéba migraltak, mig a
mozdulatlan spermiumok és egyéb partikuladk a csé aljan maradtak. Az inkubacié

utan a motilis spermiumokban gazdag 0,5 ml feltluszét évatosan eltavolitottuk.

A hialuronsav-kotédéses szelekciés  kisérletekhez  bakteridlis eredeti
hialuronsavat hasznaltunk, amely Petri csésze alapjara kertlt felvitelre 100-300
um szolid pontok formajaban, kozelikbe helyeztuk az HTF-ben oldott
spermiumokat. Az érett spermiumok a hialuronsav pontok kozelébe kerulve
ahhoz tartésan kotédnek. 15 perces inkubacié utan a kotédott spermiumokat
ICSI mikropipettaval egyenként eltavolitottuk és mikroszkép targylemezre

helyeztik.
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A Kiindulasi és a szelekcids eljarasok utan nyert frakciokbdl keneteket készitve

végeztik a FISH és kreatinkinaz(CK)-immuncitokémiai vizsgalatokat.

Az éretlen spermiumokra jellemzé citoplazma retencid kimutatasahoz a
keneteket poliklonalis anti-CK-B antiszérummal, majd biotinilalt masodik
antitesttel kezeltik. A citoplazmat, amelyre a magas CK tartalom jellemz6, ABC
(avidin-biotin complex) eljarassal tettlk lathatova. A spermiumok értékelésénél
éreft (citoplazma retencid nélkuli) és éretlen (CK immunofestéssel kimutatott

citoplazma retencioval jellemzett) sejteket klldnbdztettiink meg.

A FISH eljaras el6tt a spermium kondenzalt allapotban 1évé kromatin allomanyat
a DNS szonda szamara hozzaférhetéveé kell tenni, ezért a keneteket el6szor
ditiotreitollal (DTT, dekondenzacio), majd litium séval (LIS, duzzasztas) kezeltik.
A FISH vizsgalatokhoz 5-féle kromoszéma szondat hasznaltunk (10, 11, 17, X és
Y), melyeket indirekt médon jeldltiink zold és piros fluorokromokkal (biotin-avidin
FITC és digoxigenin-antidigoxigenin rodamin). Bicolor és multicolor FISH-t
egyarant alkalmaztunk. Az autoszémalis diszémiak és a diploidiak kimutatasahoz
a 10-es és a 11-es szondat hasznaltuk (bicolor FISH). Mivel legalabb harom
szonda szUkséges a nemi kromoszoma diszomiak kimutatasahoz, ehhez
multicolor FISH-t készitettink X, Y és 17-es szonda szimultan hibridizalasaval,
ahol a 17-es kromoszdmat biotinnal és digoxigeninnel egyarant jeldlt szondaval
detektaltuk, igy annak a fluoreszcens profija a két alkalmazott fluorokrém
kombinacioja lett (narancssarga). Gradiens centrifugalas esetén multicolor,
swim-up eljaras esetén bicolor és multicolor, hialuronsav kotodés esetén
multicolor FISH-t készitettink mind a kiindulasi, mind a szelekcios eljarassal
nyert spermium populaciokon (44 beteg, 108 FISH analizis). A FISH mintakon a
sejtek értékelését az elfogadott szigoru kritériumok alapjan végeztik. A diszomia
és diploidia gyakorisag pontos megallapitdasahoz mintanként ~4-10000
spermiumot értékeltink (0sszesen 472345 sejt a 44 beteg 88 mintajaban), kivéve
a hialuronsavval szelektalt spermium populacidkat, ahol a moddszer
természetébdl adoddan az értékelhetd ivarsejtek szama valtozé és limitalt volt.

Az értékelt keneteken a hibridizacios hatékonysag 98% feletti volt.
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A morfolégiai tanulmany és az objektiv computerizalt morfometriai vizsgalat két
részbél allt. (A) A elsé kisérletsorozatban vizsgaltuk, hogy a spermiumok
megtartjak-e alaki tulajdonsagaikat a FISH vizsgalathoz elengedhetetlen
dekondenzacios és denaturacios lépesek soran. (B) A tovabbiakban az
aneuploidia/diploidia és az alaki tulajdonsagok kapcsolatat vizsgaltuk. FISH-el
detektalt aneuploid és diploid sejtek objektiv morfometriai elemzését végeztik

erre a célra kifejlesztett software segitségével (Metamorph).

A kulénb6zé WHO kritériumok szerint megallapitott spermatogram csoportokban
elé6forduld aneuploidia/diploidia gyakorisagok kozotti kilonbségeket az OR
értékek és a 95% Cl megadasaval jellemeztik. A kiindulasi és a szelektalt
sejtpopulaciok diszomia és diploidia gyakorisagai, valamint az éretlen sejtek
aranyai kozotti kiildnbségeket a kontingencia tablazatok y? proba elemzésével
végeztuk. Mann-Whitney Rank Sum Tesztet alkalmaztunk a frakciok kozotti
motilitasbeli kilonbségek elemzésére. A motilitas, az éretlen sejtek aranya és az
aneuplodia gyakorisag kozotti Osszefuggéseket Pearson korrelacios teszttel
vizsgaltuk. A morfometriai analizis soran parositott t-tesztet és ANOVA tesztet
alkalmaztunk a kulonb6z6 csoportok mutatéinak  O6sszehasonlitasara,

dekondenzacio eltt és utan. A szignifikancia szint p<0.05 volt.

Eredmények és Megbeszélés

1. A Populaciés Tanulmany: Az aneuploid/diploid spermiumok el6fordulasi

gyakorisaganak meghatarozasa alacsony spermium koncentracioju infertilis

férfiakban, valamint azoknak a hagyomanyos WHOQO spermiogram kateqoriakhoz

vald viszonyanak vizsgalata.

A tanulmanyokba bevont betegek kozul 32 esetben kerllt sor a kezeletlen

sperma FISH vizsgalatara. Az atlagos spermium koncentracio18,2+1,5x10°
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spermium/ml (atlag+SEM, tartomany 8,0-45,5), az atlagos motilitas 49,4+1,65%
(30,0-69,2). Osszesen 200696 spermium értékelését végeztik a 32 beteg
ejakulatumaban (atlag 6272, tartomany 5030-7340) a 17-es, X és Y
kromoszomakra. A mintakat a WHO definiciok szerinti csoportokba soroltuk. Az
atlagos nemi kromoszéma diszémia gyakorisag 0,16% volt, a 17-es 0,36%. A
detektalt diszomia és diploidia gyakorisagokat alapul véve a szambeli
kromoszoma anomaliak kumulativ gyakorisaga a vizsgalt, mérsékelten
oligospermias anyagon 8,3%-ra tehet§, amely reprezentalja egy
aneuploid/diploid spermium kivalasztasanak kockazatat el6szelekcion at nem
esett, csokkent spermium koncentraciéju minta esetén. Adataink az aneuploidia
gyakorisag enyhe emelkedését tamasztjak ala csdokkent spermium koncentracio
(<50x10° spermium/ml) esetén. Ugyanakkor a WHO kritériumok szerinti
csoportositas, mint pl. az oligospermia 20x10° spermium/ml alatt, nem jellemzi
az aneuploidia gyakorisag novekedésének kockazatat. Bar a nemi kromoszéma
diszomia gyakorisaga valoéban emelkedett volt oligospermia esetén, korrelaciot
nem mutattunk ki a spermium koncentracié és egyetlen vizsgalt kromoszéma
aneuploidia esetén sem. A leggyakoribb diszomia féleség az XY diszomia volt,
melynek tobb mint kétszeres emelkedését talaltuk oligospermia esetén (0,17%
vs. 0,08%). Ez a megadllapitds Osszhangban van azzal a megfigyeléssel,
miszerint a ICSI utédok kozoétt leginkabb a nemi kromoszéma triszémiak
szaporodasa, mindenekel6tt Klinefelter szindroma (47, XXY) gyakorisaganak 3-

4-szeres emelkedése figyelhet6 meg.

Poliploidiak vonatkozasaban, a diploid spermium gyakorisag jelentds
emelkedését dokumentaltuk csokkent motilitasu mintakban
(asthenozoospermia), kulondsen ha mindez csokkent spermiumszammal tarsult,
vagyis oligoasthenozoospermia esetén (0,96%). Ez a megfigyelés alatamasztja a
diploidia keletkezése és a meidzis hibai kdzotti feltételezett dsszefliggéseket,
masrészt a szamfeletti kromoszomasorozattal biré spermiumok csokkent

motilitasara is utal.
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A diploidiak eredetének vonatkozasaban néhany tovabbi eredeti megfigyelést is
tettlink. A hibas kromoszdéma szeparacié akar a meidzis I. (M1), akar a meidzis
II. (M2) esetén felel6és lehet a diploid spermatozoon keletkezéséért. Olyan
spermaban, ahol a diploidia gyakorisag emelkedése dokumentalhatd, vagy az
M1 eredetd (XY), vagy az M2 eredetil (XX vagy YY) diploid ivarsejtek
dominanciaja mindig medgfigyelheté. Ez arra utal, hogy emelkedett diploidia
gyakorisag eseteiben vagy az M1 soran bekovetkez6 kromoszomalis non-
diszjunkcid, vagy az M2 soran elmaradt sejtmag hasadas jelentkezik a diploid
ivarsejtek megszaporodasanak okaként. Mivel leggyakrabban az M2 eredetl XX
és YY diploidok megszaporodasa figyelhet6 meg oligospermia eseteiben,
legtobbszér a masodik meiotikus oszlas soran bekovetkezé hiba felelés a
szamfeletti kromoszéma sorozat keletkezéséért. Kovetkezésképpen a |Il.
meiotikus sejtmag oszlas soran fellépd hiba nemcsak emelkedett szamu diploid
spermiumok képz&déséhez vezet, hanem a csdkkent spermium szamért is

felel6s lehet.

2. A Gradiens Centrifugacios Tanulmany és a Swim-Up Tanulmany: A

hagyomanyos spermium elékészitési eljarasok hatékonysaganak vizsgalata és

Osszehasonlitdsa az aneuploid/diploid spermiumok, valamint az éretlen

spermiumok eliminalasat illetéen.

A kumulativ adatokat értékelve a gradiens centrifugalas és a swim-up modszer
egyarant szignifikans (P<0.001) médon csokkenti az aneuploid, diploid és éretlen
spermiumok gyakorisagat. Az eredmények azonban kulonbozbek az alkalmazott
modszertdl flggbéen. A Gradiens Centifugacios Tanulmanyban, a szelekcios
eljaras utan mind a 10 beteg mintajaban csokkent a diszomia gyakorisag €s az
éretlen sejtek aranya, de csak kett6nél a diploidia frekvencia. A Swim-up
Tanulmany 10 betegébdl 7 esetben csOkkent az éretlen sejtek aranya és csak

egy esetben csokkent szignifikans mdédon a diszémia, azonban 8 mintanal a
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modszer hatékonyan csoOkkentette a diploidia el6fordulasanak gyakorisagat. A
klldnbség a két mddszer kozott szintén egyértelm(, ha a tisztitasi hatékonysagot
elemezzik: diszOmia esetén a gradiens moddszerrel 3,2-szeres tisztitast
(clearance rate), a swim-up modszerrel csak 1,4-1,5-sz6r0s (bicolor és multicolor
FISH-el detektalva) tisztitast értink el. A diploidia esetén azonban a tisztitas
joval hatékonyabb swim-up modszerrel (2,7-szeres), mint a gradiens
centrifugalassal (1,4-szeres). Adataink meggy6z6 bizonyitékkal szolgalnak arra,
hogy a gradiens centrifugalas hatékonyan elimindlja az éretlen és aneuploid
spermiumokat, mig a swim-up a diploid ivarsejtek esetében képes ugyanerre
azok csokkent motilitasanal fogva. Mig szoros korrelacié mutatkozik az éretlen
sejtek aranya és az aneuploid sejtek gyakorisaga kozott, nem mutathatd ki

szoros kapcsolat az aneuploidia frekvencia és a motilitas kozott.

A gradiens centrifugalas hatékonysaga az aneuploidiak eliminalasat illetéen
annak a ténynek tulajdonithatd, hogy az éretlen sejtek citoplazma retencidjuk
miatt kisebb fajsulyuak és nem kerulnek az uledékbe. A swim-up modszer esetén
az éretlen és érett sejtek eltér6 motilitdsa hat szelekcios tényezéként, amely
azonban joval kevésbé diszkriminativ az aneuploidiak vonatkozasaban. A
négyszerest is meghaladd redukcié a diploidok vonatkozasaban ugyanakkor a
kétfarku diploid sejtek nagymeértékben csokkent elérehaladasaval magyarazhato,
vagyis a swim-up modszer elsésorban a kétfarku diploid spermiumokat képes

eliminalni.

3. A Morfoldgiai Tanulmany: A spermium morfoldgia és a szambeli kromoszoma

anomaliak 0sszefliggésének vizsgalata azonos spermiumon FISH és objektiv,

computerizalt morfometria seqgitségével.

Azonos spermiumokon végzett objektiv morfometriai és FISH vizsgalataink azt

céloztak megvalaszolni, hogy vajon lehetséges-e egy spermium genetikai

YTV
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amely lehetévé tenné az ICSI embriologusanak a biztonsagos valasztast. Bar
szamos kozlemény felvetette mar az abnormalis morfoldgia és az emelkedett
aneuploidia/diploidia gyakorisag kapcsolatat egy-egy mintan belll, a két faktor
egyuttes vizsgalatara azonos spermiumon mindeddig nem kerult sor. A
spermium morfologia és diszomia/diploidia kdzotti kapcsolat direkt vizsgalatahoz
elészor igazolni kellett, hogy a spermium f6 alaki jellemzdit nem befolyasoljak a
hatasos FISH készitéséhez szikséges dekondenzaciés és denaturacios
lépések. Szabalyos, intermedier, abnormalis és amorf spermium kategoriak
vizsgalata, amelyek altaldban az éretlenség sulyosbodd fokozatait jellemzik,
ndévekedé mérték(i aneuploidia gyakorisagra utalt. Mivel igazoltuk, hogy a
dekondenzacié/denaturacié a sejt méretének nodvekedésén kivil az alaki
sajatossagokat egyebekben nem befolyasolja, direkt moédon vizsgalhattuk az
alaki 0sszeflggéseket FISH-el igazolt aneuploidia/diploidia esetén. A vizsgalat
masodik fazisanak adatai szerint még az alakilag legszabalyosabb spermium
populacio — melyet mind vizualis mddszerrel, mind computerizalt objektiv
morfometriaval allapitottunk meg — esetén is mintegy 7%-0s aneuploidia és
diploidia gyakorisag fordul el6. Mind a diszomia, mind a diploidia emelkedd
gyakorisaggal fordul el6 az egyre sulyosabb morfologiai eltérések esetén és
leggyakoribb a legéretlenebb amorf sejtek kozott. Mégis igazolt tény, hogy
kromoszoma anomalia még a legegészségesebb morfoldgiaju spermiumban is
komoly eséllyel el6fordulhat, ezért az alaki jellemzdk alapjan torténd valogatas
ICSI el6tt nem zarja ki a genetikai rendellenesség, f6leg az aneuploidiak

atorokitéset.
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4. A Hialuronsav-kotédés Tanulmany: A hialuronsav-kot6désen alapuld

spermium szelekcid hatékonysaganak vizsqalata a kromoszéma

rendellenességet alacsony gyakorisaggal hordozo érett spermiumok szelekcidjat

illetéen.

Tekintet nélkdl arra, hogy a hialuronsavhoz ko6t6dott spermiumokat oligospermias
vagy gradiens centrifugalassal el6kezelt normospermias mintabdl valogattuk,
azok igen alacsony (< 0.10%) aneuploidia gyakorisagot mutattak. A hialuronsav
szelekcid hatékonyan csOkkentette a diszomia gyakorisagot egy olyan alacsony
szintre, amely alacsonyabb az egészséges férfiakra jellemzénél. A diploidia
gyakorisag szintén mindkét csoportban sokszorosan csokkent, az oligospermias
mintak esetén 0,81%-r6l 0,13%-ra, a normospermias csoportban 0,58%-rol
0,10%-ra, vagyis a redukcido konzekvensen 6,1-szeres volt tekintet nélkul a

kiindulasi gyakorisagra.

A spermium éretlensége és az aneuploidia kozotti kapcsolatért egy kiséré fehérje
(chaperone protein, HspA2) kettds szerepe tehet6 feleléssé; egyrészt tamogatja
a meidzist mint a szinaptonémalis komplex Osszetevéje, masrészt szerepet
jatszik a spermiogenezis utolsé Iépéseinél. A HspA2 szintézis masodik
hullamaval és a citoplazma kilok6désével parhuzamosan egy érettséggel
0sszefuggd plazmamembran atrendezédés (remodeling) megy végbe, amely
szikséges a zona pellucida kotéhelyek és a hialuronsav receptorok
megjelenéséhez a spermium felszinén. Az éretlen, citoplazma retenciét mutaté
spermiumok kreatin kinaz (CK) tartalma magas és HspA2 szintje alacsony, ezek
a sejtek képtelenek a zonahoz valé kotédésre. A zonahoz hasonléan az érett
sejtek a hialuronsavhoz is szelektiven kotédnek. Jelen tanulmany adatai
meggy6zden bizonyitjak, hogy a hialuronsav kotédés réveén szelektalt érett
spermiumok szambeli kromoszéma anomalia gyakorisaga alacsony, hasonl6an a
zona pellucida altal szelektalt spermium populaciohoz. A hialuronsav a néi

genitalis traktusban élettani korulmények kozott is jelen van, pl. a cervicalis
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nyakban vagy a cumulus oophorusban. Ezekkel a spermium mindig érintkezik,
vagyis a hialuronsav laboratériumi hasznalata spermiumszelekcios célokra

etikailag elfogadhato.

A nemi kromoszéma diszomidk négyszeres csokkenése a hialuronsavhoz
kotédott spermium populacidoban egyezést mutat a kromoszéma anomaliak
szaporodasanak mértékével ICSI utdédok kozott. A diszomia és diploidia
gyakorisagara kifejtett egyarant hatékony redukcio, amely az érett spermium
sejtmembranjanak hialuronsav receptoran alapszik, igéretes lehetéséget kinal az

ICSI céljara torténd spermiumszelekcidra.

Megallapitasok

1. Alacsony spermium koncentracioju férfiaknal, akik potencidlis [ICSI
donorok, emelkedett a nemi kromoszoma aneuploidiat hordozé
spermiumok gyakorisaga, kulonds tekintettel az XY diszdémiara.
A  diploidia  gyakorisag jelentds  emelkedésével elsGsorban
oligoasthenozoospermia esetén kell szamolni. A hibas kromoszdéma
szeparacio (non-diszjunkcié) akar a meidzis |., akar a meiozis Il. soran
diploid spermiumok képzdédéséhez vezethet, de alacsony spermium
koncentracidhoz tarsuldo emelkedett diploidia gyakorisag esetén altalaban
a meiozis Il. soran fellépd sejtmag hasadasi zavar okolhaté. A
hagyomanyos WHO kritériumok szerinti sperma analizis (spermium
koncentracié, motilitas és morfolégia) nem alkalmas a minta szambeli
kromoszoma anomalia gyakorisaganak hozzavetdleges megitélésére. A
kockazat nagyszamu dekondenzalt spermiumon végzett FISH vizsgalattal
mutathaté ki.

2. ICSI soran, tekintettel a genetikai eltéréseknek utdédba valé atvitelének
fokozott kockazatara, természetes a torekvés a kromoszéma anomaliat
hordozé ivarsejteknek a fertilizaciot megel6z6 eliminalasara. A jelenleg

alkalmazott spermium szelekcios eljarasok (a gradiens centrifugalas és a
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3.

swim-up mddszer) nem mutatnak egyarant kielégité hatékonysagot az
aneuploid és a diploid ivarsejtek eliminalasaban. A gradiens centrifugalas
hatékonyan csokkenti az éretlen és az aneuploid spermiumok
gyakorisagat, a swim-up modszer viszont megfeleléen képes redukalni a
diploid spermiumok el6fordulasat azok csokkent motilitasanal fogva. Mig
szoros korrelacio mutatkozik az éretlen sejtek aranya és az aneuploid
sejtek gyakorisaga koOzott, nem mutathatdé ki szoros kapcsolat az
aneuploidia frekvencia és a motilitas kozott. Nagy anyagon nyert
meggy6z6 adataink alapjan javasoljuk, hogy (1) alacsony spermium
koncentracié és megtartott motilitas esetén a gradiens centrifugalas a
megfelel6 valasztas az aneuploid spermiumok eliminalasara, ha azonban
(2) oligoasthenozoospermia, kulonosen oligoasthenoteratozoospermia
mutathatoé ki, a swim-up mddszer a hatékonyabb a feltehetéen emelkedett
diploidia frekvencia redukalasara.

Azonos spermiumokon végzett citogenetikai és morfoldgiai vizsgalatrol
korabban még nem szamoltak be, e tekintetben munkank uttord.
lgazoltuk, hogy tekintet nélkul a spermium eredeti alaki tulajdonsagaira, a
FISH készitéshez szikséges dekondenzacié/denaturacié soran a
spermium megtartja alaki jellemzéit. Komputerizalt objektiv morfometriai
meérésekkel bizonyitottuk, hogy a szambeli kromoszéma eltérés
el6fordulasa alakilag egészséges spermiumban nem elhanyagolhat6. Az
alaki jellemzOk alapjan torténd spermium valasztas ICSI céljara nem
kiszdboli ki szambeli a kromoszoma eltérések atvitelének emelkedett
kockazatat.

Laboratoriumi korulmények kozott kifejlesztettiink és sikerrel alkalmaztunk
egy spermium szelekciés eljarast, amely az érett spermium
membrantulajdonsagain és hialuronsav koté kapacitasan alapszik. Csak
az érett, igen alacsony diszomia/diploidia gyakorisaggal jellemezhetd
spermiumpopulacioé képes a hialuronsavhoz valé kétédésre. A hialuronsav
szelekcié révén eliminaltuk a diszémiat/diploidiat hordozé spermiumokat,

tekintet nélkdl a kiindulasi gyakorisagra. A hialuronsav kotédéssel végzett
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spermium szelekcidé igéretes és biztonsagos moddszer az ICSI-hez
felnasznalt spermiumok kivalasztasahoz, valamint a szambeli
kromoszoma eltérések utddokba valé atviteli kockazatanak hatékony

csokkentésére.
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