A hézaspéarok 10-15%-a akaratuk ellenére gyermektelen, és ez a tény nem csak az egyén, de a
populacié szempontjabol sem elhanyagolhatd, hiszen a fejlettebb orszagok nagy részében -
ilyen szempontbol mi is ide tartozunk - a haldlozadsok szama meghaladja a szllésekét. Ez
nemcsak a népesség szamanak csokkenéséhez, de annak kedvezétlen koreloszlasahoz is vezet.
Megoldasa az Eurdpai Uni6 szintjén is tamogatott kutatasi teriilet.

A meddéség kezelésének hatékonysaga forradalmi javulast mutatott az elmult
évtizedben, aminek kdvetkeztében egyes orszagokban mar most is eléri az 6sszes Ujszilott
kozott az asszisztalt reprodukcids eljarasok segitségével szuletett gyermekek aranya az 1%-ot.
Tekintettel arra, hogy ezek a beavatkozdsok a jovében varhatdan még szélesebb kdrben
elterjednek, egyre fontosabba valnak a felmerlé etikai és szakmai problémak.

Mivel becslések szerint a meddéség 30%-ban genetikai eredetii, az egyik legfontosabb
kérdés, hogy az oOrokletes tényezok mennyiben befolyasoljak az utdd egészségét valamint,
hogy milyen mertékben kell sz&mitani a populécidgenetikai valtozasokra. A genetikai
rendellenességek tobbsége az utdd létrehozasanak képtelenségével jar. A letélis
rendellenességek esetén a beteg nem éli meg a reproduktiv kort. Az ilyen érintett magzat mar
méhen bell elhal (spontan vetélés vagy halvasziles), élvesziilés esetén Gjszulottkori vagy
koragyermekkori halal kovetkezik be. Méasik csoportba azok a betegek sorolhatok, akiknél
kilonbodz6 sulyos szomatikus rendellenességek fordulnak el. Az értelmi fogyatékossag és a
medddéseg is gyakran egydtt jar ezekkel a korképekkel. Az infertilitasi klinikakat elsésorban
olyan betegek keresik fel, akik altalanos egészségi allapota nem vagy csak viszonylag csekély
mértékben szenvedett sériilést, azonban gyakran gén- vagy kromoszémaszintii karosodas
miatt csokkent a termékenyitéképesseguk.

Az infertilitas kialakulasadban szamos genetikai tényezo jatszhat szerepet, ezek kozil a
leggyakrabban eléforduld Y-kromoszoma mikrodeléciokkat, valamint a citogenetikai

rendellenességeket vizsgalatuk tanulmanyunkban.

Y-kromoszoma mikrodeléciok

A meddéséget vagy csokkent termékenyitoképességet eléidézé6 mutaciok kozil
legnagyobb jelentoségiiek az Y kromoszoma AZF régidjahoz tartozé6 mikrodeléciok. Az AZF
rovidités az azoospermia faktorbdl adodik. Joval t6bb mint 100 mikrodeléciot mutattak ki a
meddo férfiak 7-30%-andl. Az autoszOmék kozoéttinez hasonld rekombinaciok az Y
kromoszoma legnagyobb részén (male specific region-Y — MSY) homol6ég kromoszoma
hidnyadban nem alakulhat ki. Ennek kdvetkeztében a mikrodeléciok az Y kromoszoémaén jelen



Iévé homolog szekvencidk kozotti intrakromoszdmalis rekombinécid révén johetnek létre. Az
AZF régidban talalhatd gének a spermatogenetzist irdnyitjak, mutécidik kiloénbdzé szinten
gatolhatjdk a spermatogenezist. A mutaciok pontos hatasa még nem ismert. A legsulyosabb
esetben csak Sertoli sejtek talalhatok a testisben, mas betegeknél a spermatogenetikus alakok
kilonb6z6 formaival taldlkozunk, aminek megfeleléen az ejakuldtumban is eltéré lehet a

citologiai kép.

A vizsgalt primerek ill. STS-k (sequence tagged sites) helyes megvalasztasa tobb
szempontbdl is fontos: egyrészt az Y kromoszoméan szamos polimorfizmus talalhaté (amelyek
az evoldcio, az etnikumok vagy az apasagi vizsgalatok szamara igen hasznos informéaciokkal
szolgalnak) azonban a fertilitas szempontjabdl nincs klinikai jelentéségik, igy a nem
megfelelé STS-k kiértékelése téves eredményhez vezethet. A laboratériumi maodszerek
megbizhatésaganak ellenérzése szempontjabdl fontos a belsé és kiilsé kontroll primerek
alkalmazésa is. A fentiek miatt a primerek kivalasztasaban az Eurépai Androldgiai Akadémia
protokolljat vettuk alapul. Ez a megbizhatdsag novelésén tul lehetévé tette azt is, hogy az

eredményeinket mas EU laboratoriumokéval 6sszevessuk.
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Eredmények:

e Hazankban elsdként vezettik be az AZF (Y kromoszdéma mikrodelécio) analizisét

e 121 ep karitotipusu oligospermias (<5 millio/ml) vagy azoospermias férfit vizsgaltunk
infertilitds miatt. A 121 beteg kozul 44 volt azoospermias. 6 betegnél allapitottunk
meg Y-mikrodeléciot (I. tablazat), mindegyik azoospermias volt.

Az Y-mikrodelécié elsfordulasa tehdt az infertilis betegek kdzott 4,9%, mig az

azoospermiasok kozoétt 13,6% volt.




Az Y polimorfizmusok alapjan jelentés etnikai és foldrajzi kilonbségek
tapasztalhatdk, ezzel szemben a klinikai jelentéséggel bir6 AZF mutéciok eléfordulasa

hasonlé: igy a sajat anyagunkban is az eurdpai ratdhoz hasonld elsfordulast

allapitottunk meq.

Az eredményekbdl kovetkezik, hogy csak azoospermia vagy kriptozoospermia esetén

érdemes Y-mikrodelécio vizsgalatokat végezni.

A mikrodeléciok nem jarnak egyiitt jellemz6 hormondlis elvaltozasokkal. Magas és
alacsony FSH is eléfordult a pozitiv csoportban. A mikrodelécidkkal kapcsolatban a

spermaleletet ill. a here szbvettani képét kivéve szoros genotipus/fenotipus

0sszefliggést nem sikerilt kimutatni.

Ezek a mutacidk egyedil a spermatogenezis ill. a testis szovettani képét befolyasoljak.

Az AZFa és b réqgidk delécidira a Sertoli Cell only syndroma (SCOS) a jellemz4. Az

AZFc régié mutacidi valtozatosabb kimeneteli kdvetkezményekkel jarnak, amelyeket a

genetikai hattér és a kdrnyezeti tényezok is befolyasolhatnak.

A fentiekb6l kovetkezik, hogy AZFa és b esetén folosleges tovabbi vizsgalatokat és
kezeléseket végezni, a ma ismert asszisztalt reprodukcios technikak (ART) eljarasok
nem jarnak eredménnyel. Ezzel szemben az AZFc mutaciok esetén van esély arra,
hogy ezek a beavatkozasok sikerrel jarnak. Itt ,,csak” az etikai problémak maradnak,
mivel a fil gyermek a beavatkozés kovetkeztében biztosan 6rokli a beavatkozas révén
az infertilitast okoz6 mutaciot.

Beigazolodott, hogy az Y kromoszéma mikrodeléci6 analizise a mikroszkpos szinten

is észlelhetd szerkezeti rendellenességek esetén is fontos kiegészits informaciokkal

szolgal (Il. tablazat). Az Y kromszdma szerkezeti rendellenessége esetén a 2-es és a 3-
as betegnél (3-as még gyermek) a b és a c régid egyuttes hianyat allapitottuk meg, ami
a 2-es betegnél az SCOS kialakulasat magyarazza, es a 3-as betegnél pedig nagy
valdsziniiséggel ugyanez varhato. A 1-es betegnel is SCOS-t allapitottunk meg ami
feltehet6en a teljes ¢ reégid hianyanak az eredmeénye. Ezek az informaciok korébban
csak a citogenetikai vizsgalatokkal nem voltak elérhetok.

A genetikai mddszerek fejlédésével igazolodott, hogy a primer amenorrheas néknél a

korabban véltnél nagyobb aranyban fordul elé az Y kromoszoma vagy annak csak egy

része. A pontos diagnozis tobbek kdzott a gonadoblastoma fokozott kockazata miatt
fontos. Az 1. betegnél (Ill. tablazat) a szokasos citogenetikai maodszerekkel is

igazolddott az Y jelenléte, a molekuléaris genetikai vizsgélattal a kromoszéma



intaktsagat lehetett bizonyitani. Mivel az SRY-gén is jelen volt, felteheté, hogy nem
ennek a génnek a mutacidja okozta a néi fenotipust. A Turner fenotipusu betegeknél is
egyre gyakrabban lehet az Y kromoszoma jelenlétét igazolni (2-es beteg).

A periférids vérbol torténé konvencionalis citogenetikai mddszerek valamint az AZF

vizsgalatok mellett hasznos kiegészité informéacioval szolgal a limfocitdk és/vagy a

szajnyalkahartya sejtek FISH vizsgalata is a szerkezeti kromoszoma-rendellenességet

hordozd betegek esetében. A fent emlitett betegnél (Il.tablazat 3-as eset) kiegészitd
vizsgalatként interfazis-FISH-t (iFISH) is végeztiink, amelynek segitségével
megallapitottuk, hogy két kulonb6zé szovetben is (szajnyalkahartya valamint
limfocita sejtekben) X monoszémias ill. Y téredéket hordozo sejtvonal is talalhatd
mozaikos formaban. Két masik betegnél (Il1.tablazat 2-es és 5-0s beteg) ugyancsak
elvégeztik kiegészité vizsgalatként a FISH-t, ami megerdésitette az Y kromoszoma
toredek mozaikos jelenléetét limfocitabol és szajnyalkahartya sejtekbol. Az 5-6s eset
érdekessege, hogy limfocitabol mind konvencionalis, mind FISH vizsgalattal 100%-
ban X monoszomias sejtvonalat allapitottunk meg, azonban a beteg fenotipusa nem
volt egyértelmiien Turner szindroméra jellemzd. A vizsgalatot ezért egészitettik Ki
szajnyalkahartya iFISH-sel is, ami 18%-ban igazolta az Y centromérikus régio
meglétét, és magyarazatul szolgalt a beteg fenotipusara. Tovabbi 2 esetben
(I11.tdblazat 6-0s és 7-es beteg) diagnosztizaltunk Turner fenotipus mellett mozaik
sejtvonalat szajnyalkahartyabdl végzett iFISH-sel. Egy 6 honapos kisbabanal
(I1.tablazat 8-as eset) verkenetbdl valamint szajnyalkahartyabol végeztik el az iFISH
analizist, miutan prenatalisan, amniocentézissel 45,X/46,XX Kariotipust allapitottunk
meg. A vérkenet és a szajnyalkahartya vizsgalat megerdésitette a magzatvizsejtekben
talalt eredményt. A fenti eredmény alapjdn felmerdl, hogy a Turner szindromas

betegek rutin genetikai kivizsgalasanak részévé kellene tenni kiilonb6z4 szévetekbdl az

SRY q@én ill. az Y-kromoszéma centromerikus részére specifikus DNS prébaval az

interfazis-FISH elvégzését is. Ezekkel a modszerekkel akar a mozaik forméaban is jelen

[év6 Y-kromoszdma maradvanyainak a kimutatdsa megbizhatébba vélna.

A 46, XX kariotipusu férfiak esetében is hasznos kiegészits informéaciot adnak mind a

molekuldris genetikai, mind a FISH vizsgélatok. Mind a harom 46,XX-es betegiinknél
igazoltuk az SRY jelenlétét (V. tablazat). Az SRY gén FISH-el végzett kimutatasaval

nem csak a gén jelenlétét lehet igazolni, hanem a metafazisban annak helyét is meg

lehet allapitani. A 2-es és a 3-as betegnél volt mod az SRY FISH-el torténd



vizsgalatara, amellyel igazolodott, hogy a testis differencialodasaban kulcs szerepet
jatszd SRY-gén az X kromoszdéma rovid kar telomerikus részére transzlokalodott.

A spermiumok FISH-sel torténé analizise

Az ivarsejtek genetikai vizsgalatai rendkivil hasznos informécidkkal szolgalnak a kilénbdzé
genetikai rendellenességek el6fordulasardl a meidzis illetve a meidzis utani fazisokban.
El6szor az aranyhorcsdg pete penetracios teszttel, majd a molekuléris citogenetikai modszerek
(fluoreszcens in situ hibridizacié - FISH) felhasznalasaval vizsgaltak a spermiumokat. A
modszer lényege, hogy az analizalni kivant kromoszoémakat adott DNS szekvenciaval
komplementer DNS probaval jeldlik. A DNS probahoz kilénbdz6 szint fluorokromot kotnek,
ami szignalként jelenik meg a fluoreszcens mikroszképban. A rendkivil érzékeny és
specifikus mddszer lehet6vé tette, hogy a horcsdgpete tesztnél joval egyszeriibb modon
nagysagrenddel nagyobb szamd spermiumot analizaljunk. Hatranya viszont, hogy csak
azokrol a kromoszomakrol kapunk informéciét, amelyekre specifikus DNS prébat

alkalmazunk.

Normospermias féerfiak spermiumaiban 6,3% az 0sszes kromoszOéma-anomalia atlagos
eléforduldsa. A kromoszoma-anomaliak és a koros spermiumok kozott eddig nem sikertlt
kdzvetlen 0Osszefuggést talalni, igy csak a spermium morfoldgidja alapjan nem kapunk
informéacidt a genetikai karosodasokra vonatkozdan. Ezen kezdeti eredmények pontositasa
azert fontos, mert az ICSI eljardsoknal csupan a morfoldgiai alapon torténik a spermiumok

kivalasztasa.

Eredményeink:

e Hazai viszonylatban elsékent vezettiik be a spermiumok citogenetikai (FISH) analizisét.

1. Spermiumok aneuploidia analizise 46,XY kariotipusd normozoospermias

kontroll csoport esetében

Els6ként egy normozoospermias, kontroll csoportban Allapitottuk meg a spermiumok
aneuploidia és diploidia eléfordulasi gyakorisagat.
Tanulmanyunk soran 8 egészséges, normozoospermias, ép kariotipusu férfi spermiumainak

genetikai analizisét végeztik el FISH-el a 13, 18, 21, X és Y kromoszomékra specifikus



probakkal. Osszesen 32621 spermiumot értékeltiink. A kontroll csoport diszomia és diploidia
értékeit a 18, X és Y kromoszdémakra nézve a V. tablazat, a 13. és 21. kromoszdémakra nézve a
VI. tablazat szemlélteti.

A 18. kromoszéma diszomia frekvenciai 0-0,2% kozott, a 13. kromoszoméé 0-0,25% kozott, a
21. kromoszomaeé 0,06-0,5% kozotti értékeket mutattak. Az ivari kromoszomaékat tekintve az
XX diszomia 0-0,18% kozott, az YY diszomia 0-0,1% kozott, az XY diszémia pedig 0-0,2%
kozott volt.

A 18, X, Y kromoszémakat vizsgalva a diploidia 0,05-0,5% ko6zdtti aranyban fordult els, a
13, 21 kromoszomakat vizsgalva pedig 0-0,25% kozott.

2. Spermiumok aneuploidia vizsgalata 46,XY kariotipusi meddé férfiak esetében

Kutatasaink soran 77 infertilis férfi spermiumainak FISH analizisét végeztik el. 68 beteg

=77

esetében pedig a 13. és 21. kromoszoméakét. Az infertilis csoport csak olyan betegekbdl allt,
akiknél ép, 46,XY Kkariotipust diagnosztizaltunk. A 77 esetbél haromnal az extrémen alacsony
spermium-koncentracio a FISH vizsgalat elvégzeset nem tette lehetévé. 5 beteglinknél egy-
vagy kétoldali varicocelét diagnosztizaltunk, 25 beteglinknél legalabb harom sikertelen ICSI
beavatkozést végeztek, 2 betegiink felesége pedig habituélis vetélé volt.

Az infertilis csoport 43,7%-nél oligo-astheno-teratozoospermiat (OATS-t), 31%-nal astheno-
teratozoospermiat (ATS-t), 11,2%-nél oligo-asthenozoospermiat (OAS-t), 5,7%-néal oligo-
teratozoospermiat (OTS-t), 4,2%-ndl teratozoospermiat (TS-t), ugyancsak 4,2%-nél
asthenozoospermiat (AS-t) diagnosztizaltunk. A betegek 48%-nal 10 millio/ml alatt, 14%-nal
10 és 20 millio/ml kozott, 38%-nal pedig 20 millio felett talaltuk a spemium-koncentraciot.
Az ép morfoldgiaju ivarsejtek atlaga 14%, a motilis spermiumoké pedig 19,1% volt.

Munkank soran 6sszesen 103425 spermium genetikai analizisét végeztik el. Az infertilis

férfiak diszémia és diploidia értékeit a 18, X és Y kromoszomakra nézve a VII. tablazat, a 13.
és 21. kromoszomékra nézve pedig a VIII. tablazat foglalja 6ssze. A 18. kromoszoma
diszomia értékei 0-0,9% kozott, a 13. kromoszoméé 0,15-0,8% kozott, a 21. kromoszoméé
0,15-1,3% kozott valtoztak. Az ivari kromoszomakat tekintve az XX valamint az YY diszomia
0-0,8% kozott, az XY diszomia pedig 0-1,9% kozott volt. A 18, X, Y kromoszoémékat
vizsgalva a diploidia 0-1,12% koz6tt valtozott, mig a 13, 21 kromoszomékat vizsgalva 0-
0,7% kozotti ertékeknek bizonyult.

A medd6 ferfiakat ejakulatum adataik alapjan a kdvetkez6 kategoriakba soroltuk: 1.

normal spermium-koncentracié mellett kéros motilitds és morfolégia (ATS), 2. normal



morfologia mellett a spermium-koncentracio és/vagy motilitas volt a normalistdl eltéré (OAS,
AS), 3. normal motilitds mellett a spermium-koncentraciét és/vagy a morfoldgiat talaltuk
korosnak (OTS, TS). Az infertilis férfiak csoportjan belll a negyedik kategoria az volt, ahol a
spermium-koncentracio, morfologia és motilitas egyarant eltért a WHO altal meghatarozott
normal értékektsl (OATS). Vizsgaltuk tovabba a 6 millié/ml alatti spermium-koncentracioval
rendelkez6 férfiakat és azokat a betegeket, akik ejakuldtumaban a mobilis himivarsejtek

aranya nem érte el a 6%-ot. A hat kategoriat a IX. tablazat mutatja be.

e Az eredmények 6sszehasonlitdsa a meddd és a kontroll csoport kozott

Osszehasonlitva a kontroll és az infertilis csoport aneuploidia és diploidia értékeit
megallapitottuk, hogy a 18. kromoszoma diszdmia atlaga a medds csoportban (0,3%),
szignifikansabban magasabb volt (p=0,06), mint a kontroll donoroknal (0,09%). A 13.
kromoszoma diszémia atlaga 0,4% valamint 0,15%-nak, a 21. kromoszéma diszomia atlaga
pedig 0,65% illetve 0,2%-nak bizonyult az infertilis és a normozoospermias csoportokban. A
diszomia értékek mindkét kromoszomat tekintve szignifikdnsan magasabbak voltak az
infertilis csoportban (p<0,019). Az ivari kromoszomak diszémia atlagai XX 0,23% valamint
0,067%, Y'Y 0,33% valamint 0,05%, XY 0,2% és 0,06%-nak bizonyult a meddé és a kontroll
csoportokban. Az XX valamint az YY diszdmia szignifikansan magasabb volt az infertilis
csoportban (p<0,045), azonban nem talaltunk szignifikans statisztikai kilonbséget az XY
diszomiak kozott (p=0,13).

A diploidia atlagok 0,3% és 0,14% voltak a 18, X, es Y kromoszomakat tekintve és
0,4% és 0,125% a 13 és 21-es kromoszomakra vizsgéalva a meddé és a kontroll csoportban.
Mindkét esetben szignifikdnsan magasabbnak tal&ltuk a diploidiat az infertilis csoportban
(p<0,063).

A szignifikancia-vizsgalatot két mintas, heteroszcedasztikus student-féle t-prébaval vegeztik
el.

e Osszefoglalva megallapithatd, hogy az infertilis férfiak aneuploidia és diploidia értékei

(az XY diszomia kivételével) szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak mint a kontroll

csoportban, valamint nincs szignifikAns ©sszefliggés az aneuploididk elsforduldsa

valamint a motilitas, morfoldgia és a spermium-koncentracio kozott.

3. Spermiumok intraindividudlis FISH vizsgalata infertilis férfiak esetében



A sperma asszisztalt reprodukcids eljarasok elétti kezelésének hatasait a spermiumok
kromoszoma-készletére donormintak hijan nem allt médunkban vizsgalni. Helyette azonban 3
infertilis betegiink spermiumainak intraindividualis FISH analizisét végeztik el. A két minta
leadasa kozott atlagosan két héonap telt el. A 18, X és Y kromoszémakra nézve koéros
ivarsejtek atlaga az els6 betegnél 1,5 ill. 1,8%, a méasodik betegnél 2,1 ill. 1,7%, a harmadik
betegnél 0,6%-nak bizonyult mindkét vizsgalatnal. Eredményeink alapjan megallapithato,

hogy eqyik betegnel sem taldlhato szignifikans eltérés a két minta diszdmia atlagai kozott,

amely egyrészt a modszer megbizhatosdgat mutatja, masrészt igazolja, hogy a vizsgalt
kromoszomak aneuploidia atlagait tekintve nincs jelent6s kiilonbség a két, azonos betegekbdl

kilonboz6 idében szarmazd minta kozott.

4, Spermiumok FISH analizise kemoterapias betegeknél

A kemoterapias kezelés hatdsat a spermiumok aneuploidigjdra 3 kemoterdpian Aatesett,
tumoros betegnél tanulméanyoztuk. Ejakuldtumukban a spermiumok morfoldgidja mindharom
esetben 100%-ban korosnak bizonyult, a motilitast tekintve két betegnél nem talaltunk
progressziven mozgo ivarsejtet, egy betegnél pedig 8%-ban figyeltink meg. progressziv gyors
vagy lassi mozgast. A spermium koncentracié két esetben rendkivil alacsony volt (<1,5
M/ml), a harmadik betegnel pedig 9,9 mill6/ml-nek bizonyult. Egy betegnél nem lehetett
elvégezni a FISH vizsgalatot az ivarsejtek rendkivil alacsony koncentracioja miatt, 1 férfinél
pedig a vizsgalt kromoszomakra (18, X, Y) nézve magasabbnak (2%) bizonyult az
aneuploididk el6fordulasa, mint a kontroll donoroknal. A kemoterapias kezelés gy
befolydsolja a spermatogenezist, ami a spermium paraméterek (koncentracio, motilitas,
morfologia) tekintetében -jelentés mértékben- a himivarsejtek karosodasat idézi elé. Annak
bizonyitasara, hogy a kemoterapia milyen mértékben karositja a spermiumok DNS-ét, az
alacsony spermium koncentracio valamint a kis esetszam miatt nem sikerilt elég adatot

gyzjteni.

5. Spermiumok FISH analizise transzlokacio hordozé betegeknél

A szerkezeti kromoszéma-rendellenességek konvenciondlis citogenetikai modszerekkel
valamint FISH-sel kimutathatok a periférias vérbol. A transzlokécidk egyrészt az érintett
kromoszomak kiilonbdzé meidzisbeli szegregacidja miatt a kiegyensulyozatlan formaban
kerilhetnek az érett ivarsejtekbe, ami a magzat sulyos fejlédési rendellenességét
eredményezheti. A kromoszoma-atrendezodés masik kovetkezmeénye pedig a spermatogenezis

karosodasa lehet, amiben — egyes vélemények szerint — a meidzis soran a transzlokacios



kromoszomak az X/Y bivalenssel térténé asszocidlddasa jatszhat szerepet. A rendellenesség
eredményeként gyakran csokkent fertilitasra kell ~szamitani. Amennyiben olyan
kombinacidéban adddnak at az utddba a transzlokaciok, hogy a DNS mennyisége is
megvaltozik (kiegyensulyozatlan kromoszémaatrendezédés) spontan vetélés és/vagy a magzat
fejlodési rendellenessége a kovetkezmény. A szegregédciés modok ill. a spermatogenezis
karosodasdnak mértéke az adott transzlokéciétol fliggéen igen eltér6 lehet. A
kromoszomaszegregacio modjat  jelentésen befolyasolja a  transzlokalddott
kromoszomaszakaszok mérete. Az ivarsejtek kezdeti vizsgalatai arra utalnak, hogy a
prezigotikus szelekcid kisebb mértéki, mig a rendellenességek szelekcidja posztzigltikus
idészakban, tehat a terhesség alatt, rendkivil erésen mikddik. Az Gjszilottkorban mar csak
atlagosan 10% a kromoszOmaatrendezédések  fejlédési  rendellenességet  okozo
kiegyensulyozatlan kombinacidinak az el6éfordulasa. Az Y kromoszéma szerkezeti
rendellenességei is idézhetnek elé infertilitdssal vagy akar a nemi differencialodas zavaraval
jar6 problémakat. Tobbek kozott a spermatogenezisért felelés géneket tartalmazé
kromoszomaszakaszok delécidja okozhat azoospermiat. Azok a citogenetikai atrendezédések
is a spermatogenezis leallasat eredményezhetik, amelyek a meiozisban az X és az Y
kromoszoma kozotti parosodast akadalyozzak. Az X/Y bivalens a meiozis pachitén fazisdban
sex vesiculumot képez. llyenkor az oogenezistél eltér6 modon a két nemi kromoszoman Iévo
gének inaktivalodnak. Amennyiben ez az inaktivacié elmarad a spermatogenezis leall. A
szerkezeti rendellenesség miatt gyakran az Y kromoszoma egyes sejtvonalakbol elveszhet. Az
igy létrejové 45,X Kariotipusu sejtek ardnyatol fliggéen a Turner-szindroma fenotipusa is
kialakulhat.

Munkank soran 4 beteg periférias vérébdl diagnosztizalt kromoszéma transzlokacio esetén
vizsgaltuk spermiumokbol a kromoszomak szegregaciojat. A 4 transzlokacio hordozo
ejakulatum adatait a X. tablazat foglalja 6ssze, a spermiumokbol végzett szegregacios analizist
pedig a XI. tablazat mutatja be.

e Els6 betegiink egy 38 éves férfi volt cryptozoospermiaval. Periférids vérébol
kiegyensulyozott Y/3 reciprok transzlokaciot diagnosztizaltunk: 46,X,t(Y;3)(q12;p21). A
beteg hormonszintjei (FSH, LH, prolaktin és tesztoszteron) a normal tartomanyban voltak.
Spermiumainak FISH vizsgalatdval megallapitottuk a koros kromoszémak meidzisban
torténé szegregécidjat. A vizsgalt minta alapjan a genetikailag ép vagy kiegyensulyozott

kromoszoma-szerelvényii spermiumok aranya csupan 29,7%-nak bizonyult. Tekintve hogy

a beteg ejakulatumaban a spermiumok koncentraciéja csak 0,1 millié/ml (>20 millié/ml a



WHO szerinti normalérték) volt, a megtermékenyiteés esélye genetikailag ép spermiummal
rendkivil alacsony. Amennyiben mégis létrejon a terhesség, a magzat kromoszomalis
rendellenességenek kockéazata 70,3%.

Masodik betegiink periférids vérébsl 1/17-es  transzlokéciot —diagnosztizaltunk:
46,XY,t(1;17)(p11;911). Az ejakuldtum adatok normozoospermiat mutattak. A férfi
spermiumaibol FISH-sel megallapitottuk a kdéros kromoszémak meidzisban torténd
szegregaciojat. A vizsgalt minta alapjan a genetikailag ép spermiumok aranya 53,7%-nak
bizonyult. Betegiink azutén kereste fel intézetiinket, hogy feleségénél 4 sikertelen ICSI-t
hajtottak végre. A feleség terhessege esetén 46,3%-ban lehet szamitani a magzat
kromoszomalis rendellenességére.

A harmadik beteg kariotipusa: 46,XY,t(13;14)(q10;910). A spermatogramm
oligozoospermiat igazolt (8M/ml). A beteg varicocele miitéten esett at 2002-ben, a
hormonszintek (FSH, LH, progeszteron) magasnak bizonyultak. Feleségénél polycisztas
ovarium szindroméat és bal oldali petevezeté elzarodast diagnosztizaltak. A férj
spermiumaibol FISH-sel megéllapitottuk a kdéros kromoszomak meidzisban torténd
szegregaciojat. A vizsgalt minta alapjan a genetikailag ép és kiegyensulyozott
kromoszoma-szerelvényi spermiumok aranya 90,9 %-nak bizonyult. A feleseg terhessége
esetén 9,1%-ban lehet szamitani arra, hogy a magzat kiegyensulyozatlan formaban 6rokli
a transzlokaciot.

A negyedik beteg Kariotipusa: 46,XY,t(4;6)(q31.1;p25). A spermatogramm
normozoospermiat igazolt. A vizsgalt spermaminta alapjan a genetikailag ép és
Kiegyensulyozott kromoszoma-szerelvényii spermiumok aranya 54%-nak bizonyult.
Beteglink azutan kereste fel intézetiinket, hogy feleségének 1 spontan vetélése és 2 elhalt
terhessége volt mindig a 9. gesztacids héten. Tehat vizsgalatunk alapjan megallapithatd
volt, hogy a feleség terhessége esetén 46%-ban lehet szamitani a magzat kromoszomalis
rendellenességeére.

Felmerilt a lehetésége annak, hogy a kromoszoma transzlokaciét hordozd férfiak
meidzisaban a transzlokéacios kromoszomak mas kromoszomak aneuploidia gyakorisagat

is befolyasoljak (interchromosomal effect — ICE). Ezért kiegyensulyozott transzlok&ciot

hordozo betegeink kodzul haromnal a spermiumok citogenetikai analizisét 18, X és Y
kromoszomakra is elvégeztik. Az elsé beteglink vizsgalata a rendkivil alacsony spermium
koncentracid (0,1 millio/ml) miatt nem volt lehetséges. A 3 transzlokécids beteg diszémia
atlagai a 18. kromoszomara 0,13%, az X kromoszdémara 0,06%, az Y-ra 0,22% mig az
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XY-ra 0,05%, a normozoospermias csoportéval korrelalnak (0,08%, 0,06%, 0,07%, 0,08%
a fent emlitett kromoszomakra nézve), a diploidia értékek 0,14% és 0,19% a
transzlokacios és a kontroll csoport esetében. Ez azt jelenti, hogy vizsgalataink szerint a

transzlokacios kromoszdmak nem befolyasoljak a tObbi kromoszéma aneuploididra és

diploidiara val6é hajlamat. Eredményeink oka lehet, hogy az ICE csak azokat a

transzlokacio-hordozdokat érinti  (Pellestor), akik koros ejakulatum paraméterekkel
rendelkeznek. A 3 vizsgalt esetlink kozul ketténél normozoospermiat igazoltunk, ami
bizonyitja ezt a feltételezést. A 3. beteg oligozoospermiasnak bizonyult, akinél azonban a
spermiumok motilitasa és morfoldgidja a normal tartomanyba esett. Ennél a betegnél az Y
kromoszoma diszomiajat valamint a diploidia értéket mérsékelten emelkedettnek talaltuk.

A spermiumok elektronmikroszkopos vizsgalata

Bar az infertilitdas leggyakoribb okai a citogenetikai eltérések és az AZF mutécidk, fontos
hangstlyozni, hogy szamos mas genetikai mutacio is befolyasolja a fertilitast. igy a
spermiumok motilitasa, a megtermékenyités folyamata és az ezt kovet6 elsé sejtosztodasok is
szoros genetikai kontroll alatt allnak. Ugy tint, hogy e genetikai eltérésekre az
elektronmikroszkopiaval vizsgalhatd ultrastruktaralis elvaltozasok is hasznos informaciokkal
szolgalnak.

Tekintettel arra, hogy hazai viszonylatban még nem voltak korabbi tapasztalatok, elsé
Iépéskent a vizsgalati modszer beallitdsdra volt szikség. A masodik szakaszban a
spermiumok szabalyos szerkezetének tanulmanyozasat taztuk ki célul. Megkezdtik a

patologias elvaltozasok tipusainak vizsgalatat is 30 astheno-teratozoospermids beteg

ejakulatumainak analizisevel. Megallapithatd, hogy nem genetikai eredetti esetekben a

morfoldgiai eltérések a megfelel6 kezelés hatasara potencialisan javulhatnak. Ezzel szemben a
Iényegesen ritkabb eléfordulasu, specifikus formaban egyetlen jellegzetes anomalia uralja a
képet, és ez a spermiumok tobbségében megtaldlhatd. Ezen esetekben genetikai hattér
tételezheto fel.

Vizsgélataink megkezdése utdn nem sokkal azonban az intézet leépitésenek részeként az
elektronmikroszkopos laboratoriumot is megsziintették, ezért ezekkel a kutatasokkal le kellett

allnunk.
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Hasznositas

Vizsgalataink soran szamos olyan madszert vezettiink be, amelyekkel az infertilitds genetikai

okainak pontosabb diagnozisat lehet megallapitani. A pontos genetikai diagndzis jelent6ségei:

1. elkerulhetéek a beteg tovabbi foldsleges vizsgalatai, amelyek anyagi és a beteget éré
megterhelés szempontjabol fontos.

2. Genetikai ok igazolasa eseten megjosolhatd az asszisztalt reprodukcids eljarasok
sikerességi aranya, amely szels6séges esetben 0 is lehet. llyenkor nyilvan folosleges a
koltséges és a betegeket mas szempontbdl is megterhelé beavatkozasokat elvégezni.
Jelen gyakorlat az, hogy a hazasparokat tébb sikertelen ICSI utan kildik genetikai
vizsgalatra, pedig ezeknek mar az elsé beavatkozas el6tt meg kellene tortenniuk.

3. Genetikai ok tisztdzasa esetén fenn all a lehet6sége annak, hogy az utdd o6rokli a
mutaciot, amely gyakran sokkal sulyosabb kovetkezményekkel jarhat mint a
sziloknél. A genetikai kockazatrol a hazasparokat tajékoztatni kell, és fel kell

vilagositani a prenatalis, esetleg preimplantacios diagnosztikai lehetésegekrol.
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|. tablazat

ék | diagn. here FSH LH Prol | Teszt |hisztologia karyo | AZF eredmény
mlU/ml | mlU/ml | ng/ml | nmol/L
30 |azoosp |hypogo |23,6 11,6 51 19,8 SCOS 46,XY | AZFa del.(sY84,86,87)
n.
ép gen. - - 46,XY | AZF adel. (sY82,84)
37 |azoosp 18 18 6,6
komplett,korai
36 |azoosp |épgen. |3,6 8,8 20,8 |16,8 érési 46,XY | AZF b del
gatlas,atrofia, (sY114,127,134,142)
pr.spermatocit
aig
ép gen AZF c del.
30 |azoosp 52 4,6 114 - - 46,XY |(sY152,157,158,254,255)
részl. AZF a del.(sY86,87)
35 |azoosp |hypopl |- - - - SCOS 46,XY | kompl. AZF b, c del.
asia ((sY114,127,134,142,152,157
testis ,158, 254,255)
28 |azoosp |épgen |9,1 5,0 14 14,2 46, XY | AZFc

sY152, 254, 255, 157, 158
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1. tablazat

ék diagn. here FSH |LH Prol Teszt | hisztoldgia karyo AZF eredmény egyeéb
mlU/ | mIU/ | ng/ml | nmol/
ml ml L
1. AZFc del.
29 azoosp |épgen. |17,5 |51 26 20 SCOS 46,X,del(Y) |(sY152,157,158,254,255)
(911.223)
2. atrofias AZF b, c del.
28 azoosp 26,6 [19,7 |224 |11 SCOS 46,X,del(Y) |(sY114,127,134,142,152,1
atrofia (911.223) 57,158, 254,255,160)
3. |5 pseudo 46,X,idic(Y) | AZF b, c del. FISH
hénap | haermap /45,X (sY114,127,134,142,152,1 | limfocita:90% 45,X/10% 46,X,idic(Y)
h.mascul - - - - - 57,158,254, 255,160) szajnyalk.:25% 45,X/75% 46,X,idic(Y)
inus
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I11. tAblazat

é.k genetikali karyo AZF eredmény FISH eredmény
vizsgalat
indoka
1. |34 amen.l 46,XY ZFY del. (SRY, AZFa,b,c _
megvan)
szajnyalkahartyabol:
2. 17 amen.| 45X/46,X,ish der(Y) | AZFa,b,c teljes delécio, 74% Y centromerikus régié poz.
csikgonad SRY megvan limfocitabol:
65% Y centromerikus régié poz.
3. |38 amen | 45X ZFY poz, SRY, és teljes AZF -
régio hianyzik.
19 limfocitabdl:
4, amen |. 46,XY - 100% XY centromérikus prébakkal pos.
17 szajnyalkahartyabol:

5. amen |. 45X - 82% 1X centromérikus probaval pos.
18% XY centromérikus prébakkal pos.
limfocitabdl:

100% 1X centromérikus régié pos.
13 szajnyalkahartyabdl:

6. amen |. - - 61% 1X centromérikus régié pos.

39% 2X centromérikus régio pos.
18 szajnyalkahartyabol:

7. amen |. - - 30% 1X centromérikus régio pos.
70% 2X centromérikus régio pos.

magzatvizbél vérkenetbdl:

8. |6 prenatalisan - . 20% 1X centromérikus régio pos.

hénap | 45,X/46,XX 80% 2X centromérikus régio pos.
mozaik szajnyalkahartyabol:

17% 1X centromérikus régié pos.

83% 2X centromérikus régié pos.
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1V. tdblazat

szll. |diagn here FSH LH Prol Teszt hisztoldgia | karyo | AZF SRY (FISH)
mlU/ml | mIU/m | ng/ml nmol/L eredmeény
|
1. 11967 atrofia AZF a, b,c, |-
azoosp. | kisebb 46 14,6 - - SCOS 46,XX | del.
3cm csak SRY és
ZFY
2. (1975 korai érési pos. az X
azoosp. |hypoplasia |19,3 124 |16,4 14,8 gatlas pr. | 46,XX | AZF a, b, c, kromoszém
spermatoci del. an
taig csak SRY és | Ycentr.neg.
ZFY
3. 11973 hypogon. AZF a,b,c, |pos.azX
azoosp. 53 454 |28,3 15,4 - 46,XX | del. kromoszém
csak SRY és | é&n
ZFY
V. téblazat
A 18, X és Y kromoszomak diszémia és diploidia értékei normozoospermias donorok spermiumai esetén (n=8)
kontroll X Y 18/18 XIX YIY XY diploid koros%
atlag (%) 49 50,4 0,09 0,067 0,05 0,06 0,14 0,4
szoras 1,86 1,9 0,08 0,06 0,04 0,07 0,14 0,17
intervallum | (47,3-52) | (47-53,2) | (0-0,2) | (0-0,18) | (0-0,1) | (0-0,2) |(0,05-0,5) | (0,2-0,7)
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V1. tablazat

A 13. és 21. kromoszomak diszomia és diploidia értékei
normozoospermias donorok spermiumai esetén (n=8)
13/21 13/13 21/21 diploid kéros
atlag (%) 99,5 0,15 0,2 0,125 0,48
SZOrés 0,3 0,11 0,14 0,08 0,3
intervallum |(99-99,84)| (0-0,25) |(0,06-0,5)| (0-0,25) | (0,16-1)

VII. tdblazat

Infertilis férfiak spermiumainak 18, X, Y kromoszémakra vizsgalt diszomia és diploidia értékei

X Y 18/18 XIX YIY XY diploid | kéros%
atlag (%) 49,3 49,31 0,3 0,23 0,33 0,2 0,3 1,36
szOrés 1,8 1,85 0,32 0,22 0,25 0,2 0,23 0,86

intervallum

(46,7-54) | (46-53) | (0-0,9) | (0-0,8) | (0-0,8) | (0-1,9) | (0-1,12) | (0,3-5,6)

VIII. tblazat
Infertilis férfiak spermiumainak 13. és 21. kromoszoémakra vizsgalt

diszémia és diploidia értékei

13/21 13/13 21/21 diploid | kdros %
atlag (%) 98,65 0,4 0,65 0,4 1,41
szoras 0,71 0,22 0,42 0,3 0,4
intervallum | (97,3-99,5)| (0,15-0,8)| (0,15-1,3) (0-0,7)| (0,6-3,1)




IX. tablazat
Meddg férfiak 18, X és'Y kromoszomakra vizsgalt diszdmia és diploidia értékei spermiumokban

kilénbozs kategoriak szerint (%)

18/18 XIX Y/IY XIY diploid kéros |esetszam
1. ATS 0,25 0,21 0,37 0,16 0,26 1,30 20
2. OAS+AS 0,25 0,25 0,38 0,16 0,26 1,30 11
3. OTS+TS 0,40 0,18 0,33 0,18 0,26 1,35 7
4. OATS 0,35 0,25 0,28 0,24 0,30 1,42 26
5. <6 millid 0,31 0,25 0,38 0,26 0,25 1,45 17
6. <6% mot. 0,31 0,23 0,28 0,20 0,31 1,33 18
X. téblazat
A 4 transzlokacio-hordoz6 beteg ejakulatum adatai
név életkor | spermium | térfogat | normal normal klinikai
(év) koncentr. (ml) | motilitds | morfoldgia | diagndzis karyotipus
(x10°ml) (%) (%)
1. 38 0,1 3,2 0 3 OATS 46,X,
t(Y;3)(q12;p21)
2. 41 94 3,6 55 49 NS 46,XY,
t(1;17)(p11;911)
3. 34 8 2 50 30 oS 45XY,
t(13;14)(9q10;910)
4, 25 45 2,5 48 80 NS 46,XY,
t(4;6)(q31.1;p25)
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Xl.tablazat

A 4 transzlokécio hordozé beteg spermiumainak szegregacios analizise

Szegregacios mintazat (%)

sp.szam | Alternélé | Adjacent I |Adjacent| 3.1 | Diploidia | Egyéb
1. t(Y;3)(q12;p21) | 440 29,7 67,3 3
2. t(1;17)(p11;911) | 1575 | 53,7 7 38 13
3. | t(13;14)(q10;q10) | 1629 | 90,9 8,2 0,7 0,2
4. t(4;6)(q31.1;p25) | 1050 54 336 |122] 0.2
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