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Bellovits, O., Rusz, A., Fodor, F., Csonka, E., Hadlaczky, Gy., Bujdoso, Gy.: Y chromosome
aberrations and polymorphisms in patients with reproductive failure. Data from the Hungarian
Central Statistical Office shows that infertility affects about 150,000 couples in Hungary, which
means that one in every seven couples has problems in conceiving, and this number increases
continuously. Nowadays the significance of genetic examination is to diagnose the cause of
infertility and to help making conception by assisted reproductive techniques for many couples with
severe male factor infertility. The aim of our examination was to investigate Y chromosome
aberrations and polymorphisms in infertile male with compared to fertile control men. Sixty men
applied for assisted reproduction technique and undertook the genetic examination during 2003
and 2006. The genetical examination included classical cytogenetic methods (GTG, QFQ, CBG
and NOR banding techniques), FISH analyses and molecular characterisation of Y chromosome.
The infertile male group was compared with 568 fertile males (control) who took part in paternity
cases in our laboratory. Our results confirmed that beside the Klinefelter syndrome (8.3%) the
extra Y chromosome (3.3%), and Y chromosome microdeletion (3.3%) were the most frequent
disorders. Examination of the incidence of fluorescence polymorphisms of Y chromosome did not
show significant difference between the fertile and infertile men. Incidence of extreme size (large
and small) polymorphisms of Y chromosome was higher in the infertile male group than the
expected value; hence the Y chromosome with extreme size can be in connection with infertility. In
addition to the routine andrological examination of infertile men, the necessity of genetic
investigations can be proved by the numerous chromosome disorders.

Keywords: Male infertility; Azoospermia; Y chromosome aberrations; Polymorphisms.

Bevezetés

A Kozponti Statisztikai Hivatal adatai szerint Magyarorszagon 100-150 ezerre
becsiilhetd a meddd parok szdma, vagyis ez minden 7. hazaspart €rint, és ez a szam
napjainkban is egyre novekszik. A kutatdsok azt bizonyitjak, hogy a meddoéség oka az
esetek 40%-dban a ndben, 40%-ban a férfiben, 20%-ban mindkét félben keresendd. Az
androldgiai, illetve nogydgydszati kivizsgdlds sordn, [iziolégiai okok hidnydban, a
meddéség okaként felmeriilhet valamilyen genetikai rendellenesség (Papp 1996, Kéry
2000, Rozsahegyi 2003). A genetikai elvaltozasok (10-15%) a férfi infertilitds egyik
legfébb okét képezik, czek 80%-dt a nemi kromoszomédk rendellenessége teszi ki
(Pienna-Videau és mtsai 2001, Huynh és mtsai 2002).

A genetikai vizsgdlat a férfi meddoség kezelési esélyeinek megitélésére az 1980-as
évek ota alkalmazott mddszer. Napjainkban a genetikai vizsgdlatok jelentdségét noveli a
betegség diagnosztizdldsa mellett az egyre elterjedtebb mesterséges megtermékenyitési
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programokban val¢ sikeres részvétel esélyeinek megaddsa azon hdzaspdrok szamadra is,
akiknek valamilyen elvdltozds miatt természetes iton nem sziilethet gyermekiik.

Vizsgalt személyek és Alkalmazott modszerek

A vizsgdlati személyek 2003 és 2006 kozott tobbnyire a Semmelweis Egyetem
Urol6giai  Klinikdjanak Androlégiai szakambulancidjdn meddOségi kivizsgaldsra
jelentkez6 2790 férfi kozil keriiltek ki. Az androlégiai kivizsgdlason résztvevd
személyek koziil azok kertiltek a vizsgalati mintaba, akik az Egészségiigyi Minisztérium
reprodukciés  elégtelenség  genetikai  kivizsgdlasaira megfogalmazott  szakmai
protokolljdban (Klinikai Genetikai Szakmai Kollégium 2006) Iévéknek eleget tettek. A
szakmai protokollnak megfeleléen olyan pdrok férfi tagjait vontuk be a vizsgdlatokba,
akik azoospermidsok, vagy silyos oligozoospermidsok, és meddéségiiknek nincs
fiziologiai magyardzata, partneriikkel valo tobb, mint egy €ves egyiittélés utdn nem
tortént megtermékenyités, vagy kortorténetiikben tobbszor spontdn abortdlt magzat
szerepelt. A 2790 férfibdl 1694 (61%) bizonyult normospermidsnak, 790-nél (28%)
enyhébb foku oligospermia igazolddott, 306-ndl (11%) pedig azoospermidt vagy stlyos
fokd oligozoospermidt talaltunk. A nem obstruktiv azoospermidsok kozil 60 férfi
vdllalta, vagy kérte a genetikai vizsgdlatokon val6 részvételt is (ebbdl 55 férfi a
Semmelweis Egyetem Uroldgiai Klinikdjarol, a tobbiek mds szakrendel6kbdl keriiltek ki).

A Semmelweis  Egyetem  Igazsagiigyi  Orvostani  Intézetében  folyo
szarmazdsmegallapitdsi-vizsgdlatok jo alkalmat kinaltak arra, hogy a meddé férfiak
vizsgdlati eredményeit 0sszehasonlithassuk fertilis tarsaikéval (Bujdoso 1985, Bellovits
¢és mtsai 20006). Kontrollként 1990-2006 kozott apasagvizsgalaton megjelent 568 férfi
kromoszéma vizsgilati eredményét hasznéltuk, akik az orszdg egész teriiletérdl keriiltek
hozzank vizsgdlatra (Décsey €s mtsai 2006). Koziiliik 20 férfi DNS vizsgdlati eredményét
hasznaltuk az Y mikrodelécié vizsgdlatok kontrolljaként.

A genetikai vizsgdlatokhoz valamennyi mintavétel — ideértve a nemzoképtelen €s a
kontroll csoportot is — a Semmelweis Egyetem Igazsagiigyi Orvostani Intézetében tortént.
A citogenetikai vizsgélatokat a SE Igazsdgiigyi Orvostani Intézetének Humangenetikai
Laboratériumédban végeztiik. A nemzoképtelenség hatterében meghizodd esetleges
kromoszémadlis okok tisztdzdsa érdekében GTG, CBG (Sumner és mtsai 1971), QFQ
(Casperson és mtsai 1970) €s esetenként NOR (Bloom és Goodpasture 1976) festési
technikdkat alkalmaztunk. A molckuldris citogenctikai vizsgdlatokat a Szegedi Bioldgiai
Kozpont Genetikai Intézetében készitettiik el. Az Y kromoszéma molekuldris genetikai
vizsgdlatdra (Simoni és mtsai 2004) a wiirzburgi Orvosi Laboratériumban, valamint a
budapesti LabOrigo Molekuldris Genetikai Laboratériumban keriilt sor.

Vizsgalati eredmények és Esetbemutatas

A kontrollcsoportban 1 férfinél talaltunk dupla Y kromoszomat, aki az
apasdgvizsgdlat soran nemzOapdnak bizonyult, egy masik esetben a gyermeknél volt
szamfeletti 'Y kromoszoma. A nemzOképtelen vizsgdlati anyagban a 60 férfi koziil
kettéonél 47,XYY szindromat taldltunk, ugyancsak kettéonél az Y kromoszéma
mikrodelécidja igazolddott.

Az egyik extra Y kromoszémat (1. dbra) hordozo férfi (P1) esetében spermiumot
mind az ejakuldtumban, mind a hereszovetben taldltunk, a masik (P2) esetében
heresorvaddst, spermatogenezis sulyos kdrosodasat mutattuk ki. Mindkettejiik esetében
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baloldali herevisszérsérv szerepelt a kortorténetben. A P2 férfi esetén a sulyosabb
tiineteket a magasabb életkorral, vagy egyéb befolydsolé genetikai faktorokkal
magyarazhatjuk.

Az Y kromoszoma mikrodelécidjat hordozé egyik férfinél (P3) citogenetikai
modszerekkel elvdltozds nem volt észlelheté, azonban a molekuldris genetikai
vizsgdlatok az Y kromoszoma AZFc régidjanak mikrodelécidjdt igazoltdk (1. tdblazat). A
masik, alacsony testmagassagu férfi (P4) heréjének szovettani vizsgdlata gatolt érést,
wSertoli cell only” szindromat mutatott. A citogenetikai vizsgalatok sordan kétféle
kariotipust taldltunk: az egyik 45,X0-nak bizonyult a leszamolt mitotikus metafazisok
tobb mint 90%-aban. A sejtek kevesebb, mint 10%-a egy kicsi, nem fluoreszkalo,
heterokromatikus részét elvesztett, deléciés Y kromoszomat hordozott (2. abra). A
molekularis genetikai vizsgdlat az Y kromoszéma AZFb és AZFc régidjanak hidnyat
mutatta ki (1. tdbldzat).

1. tablazat. P3—4 vizsgalati személyek Y kromoszéma molekuldris genetikai analizise.
Table 1. Molecular genetic analysis of Y chromosome of patients 3-4.

P3 P4

sY84/AZFa

sY86/AZFa

sY114/AZFb
sY127/AZFb
sY134/AZFb
sY 143/AZFb
sY152/AZFc
sY157/AZFc
sY158/AZFc - -
sY254/AZFc - -
sY255/AZFc - —~

+ 4+ ++ + +

|
|

+: STS (sequence tagged site) régi6 jelen van (STS region exists)
—: STS (sequence tagged site) régio hidnyzik (missing STS region)

Az Y kromoszéma méretének polimorfizmusa (Méhes 1977, Kosztoldanyi 1982, Simi
és Tursi 1982) ¢s a nemzoképtelenség kozotti kapesolat tisztazasa érdekében az extrém
nagy €s kis Y esetén végeztiink részletesebb vizsgalatokat (3—4. dbra; Kjessler 1972,
Foresta és mtsai 2002). Ennek érdekében a vizsgdlati mintdban kapott méret
polimorfizmus  el6forduldsi  gyakorisdgokat — Osszevetettik —a  fertilis  csoport
eredményeivel. Azt taldltuk, hogy a nagyobb méretii (nagy és nagyon nagy) Y
kromoszomak a nemzoképteleneknél (70,0%) az egészséges férfiakhoz (72,5%) hasonlo
ardnyban szerepeltek. A nemzdképtelenck kozott azonban 6,7%-ban  6ridasi Y
kromoszémadt taldltunk (Ygh+: az Y kromoszoma F csoportbeli kromoszémakhoz
hasonlitott mérete meghaladta az 1,1-es értéket). A kontroll csoportban egy férfi
rendelkezett ekkora Y kromoszémaval (0,2%). Kicsi és nagyon kicsi Y kromoszoma a
nemz@képteleneknél Osszesen 5,0%-ban fordult eld, hasonléan az egészségeseknél
tapasztalt 5,6%-hoz. Ha a nagyon-kicsi Y kromoszomdt (Ygh-: az Y kromoszéma F
csoportbeli kromoszomdkhoz hasonlitott mérete nem érte el a 0,7-es értéket) hordozé
férfiak csoportjdt 6nmagdban vizsgiltuk, a nemzoképtelencknél nagyobb gyakorisdgot
(1,7% szemben a 0,4%-al) észleltiink.



Az Y kromoszoma mérete mellett fluoreszencia intenzitdsat is megvizsgaltuk mind a
nemzoképtelen, mind a kontroll csoportban. A fluoreszcencia intenzitds két sz¢élso értékét
tekintve, a ragyogé Y kromoszéma az egészségeseknél 11,1%-ot, a nemzdképteleneknél
8,3%-ot tett ki, mig a nem fluoreszkdlé Y kromoszéma esetén 1,5% és 1,7% volt az
el6forduldsi gyakorisdg a két csoportban.

1. abra: 47,XYY szindroma (FISH). 2. abra: Delécios Y és torott X kromoszoma

Figure 1: 47, XYY syndrome (FISH). (FISH).
Figure 2: Deleted Y and broken X
chromosome (FISH).

3. dbra: Hatalmas, fluoreszkdlé Y kromoszéma 4. abra: Kicsi, alig fluoreszkdl6é Y kromoszoma

(Q-sav). (Q-sav).
Figure 3: Huge Y chromosome with brilliant Figure 4: Small Y chromosome with weak
fluorescence (Q-band). fluorescence (Q-band).

124



Megbeszélés

Vizsgdlati mintdnkban a férfi nemzoképtelenséggel Osszefiiggésbe hozhaté Y
kromoszéma elvéltozdsok kozil az extra Y kromoszéma és az Y kromoszéma
mikrodelécidja egyarant 3,3%-ban fordult eld.

Az irodalmi adatok a 47,XYY szindrémat 1-2%-ban emlitik az infertilitds okai
kozott. Vizsgdlati anyagunkban e kromoszoma rendellenesség magasabb, 3,3%-os
eloforduldsi gyakorisdgdnak oka lehet a megvizsgdlt nemzoképtelen férfiak alacsony
szama is. A szamfeletti Y kromoszémaval rendelkezé két férfinél a kromoszéma
elvéltozas mellett a spermatogenezist gatlo egyéb genetikai karosito faktorok hatasa
befolydsolhatta a rossz spermiogram eredményeket. Irodalmi tény, hogy a szamfeletti Y
kromoszomaval rendelkezd férfiak nagy része fertilis (erre példa a kontroll
csoportunkban el6fordulé dupla Y-al rendelkez6 férfi bizonyitott apasdga is). Ennek
cllenére a rendellenesség felismerése esetilkben is fontos lenne, hiszen a nemi
kromoszoma elvdltozdast hordozé férfiak utédaiban megnd a kockdzata mind az
autoszémalis, mind a nemi kromoszémdk rendellenességeinek (Wang és mtsai 2000,
Fagerstrom és mtsai 2002, K6nya és mtsai 2003, Lanfranco és mtsai 2004).

Az Y kromoszéma mikrodelécidjaval kapcsolatos eredményeink azt tamasztjak ald,
hogy mikrodeléciés Y kromoszémat hordozé személyek esetében a nemzoéképesség
csokkenésének mértékét egyértelmiien a deléciés régié mérete, ezdltal a deletdlt gének
szama és funkcidja hatdrozza meg (Foresta és mtsai 2001). E férfiakndl tehat az
elvaltozas kimutatasival nemcsak a nemzOképtelenség okdra, hanem a delécio
elhelyezkedése ¢s kiterjedtsége alapjan a herébdl torténd spermiumnyerés varhato
eredményére is fény deriilhet. fgy a P3 férfinél, ahol csak az Y kromoszéma AZFc
régidja hidnyzott, j6 eséllyel taldlhaté a herebioptatumban megfeleld spermium, mig P4
pdciens esetében, ahol a delécié nagyobb szakaszt érintett, erre nincs redlis esély. Tehat
idében, pontosan diagnosztizdlva a mikrodelécié méretét és helyzetét, a betegeket
megkiméljiik a tovabbi felesleges beavatkozasoktol. Igazolt mikrodeléci6 esetén ezen
kiviil javasolt a fiatal korban gy(ijtétt ondomintdk mélyfagyasztdsa ¢€s taroldsa, mivel a
spermiumszdm az enyhébb esetekben is drasztikusan csokken az életkor elérehaladtaval.
Ezekre a betegekre kiilonos figyelmet kell forditani az elvdltozas kiévetkezd generdciora
valo dtorokitése miatt is (Patsalis és mtsai 2002), akiknél a kiesés nagyobb teriiletet is
¢érinthet, mint édesapjuknal (Hargreave 2000).

A nemzdképtelenség mellett az Y kromoszoéman taldlhato mas gének kiesése egyeb
fenotipusos elvaltozdst is okozhatnak (Kosztoldnyi és Trixler 1983), mint példdul
mintankban P4 férfinél az alacsony termetet eredményezé GCY novekedést kontrollalé
gén kiesése (a SHOX gének haploin-szufficiencidja is okozhat alacsony novést; Lin és
mtsai 2004). Ugyanezen P4 pdciens 45,X/46,XderY kariotipusa esetében a férfi
fenotipusos megjelenést nem a mikrodeléciés Y kromoszéoma mozaikos el6forduldsi
ardnya (10%), illetve a 45,X0 sejtek gyakorisdga (90%), hanem az SRY gén megléte
hatarozta meg (Siffroi €s mtsai 2000).

Az Y kromoszdéma elvaltozdsai mellett a méret és fluoreszcencia intenzitds varidansait
azokban az esetekben vizsgilva, ahol a szélsséges érték tilmutathat a normadl
polimorfizmuson, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy mivel az Y kromoszoma
sz€lséséges (nagyon nagy ¢s nagyon kicsi) méreteinek el6forduldsi gyakorisdga a vart
értcknél nagyobb volt, igy az extrém méreti Y kromoszoma egyes esetekben
Osszefliggésben dllhat a nemzoéképtelenség kialakuldsdval. Nagy heterokromatind Y
kromoszéma esetén megndhet a kockdzata a spontdn abortusznak, esetleg a kromoszoma
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nagyobb torékenysége miatt (Bhasin 2005, Nagvenkar és mtsai 2005). Az extrém hosszu
Y kromoszoma a dupla Y-hoz hasonlé fenotipusos megjelenést és klinikai tiineteket is
okozhat. A nagyon kis heterokromatini Y kromoszéma a normdl polimorfizmus mellett a
delécié lehetfségét is felveti, ezért ezekben az esetekben Y specifikus DNS vizsgdlat
elvégzése okvetleniil sziikséges. A fertilis csoporthoz viszonyitott nemzoképtelen
mintdnkban a vdrtndl nagyobb gyakorisdgi értékek azonban adddhattak a célzott
mintavételbdl €s a minta kiilonboz6 meritettségébol is.

Az Y kromoszéma fluoreszcencia intenzitds polimorfizmusanak closzldsét vizsgalva
az egészséges €s nemzoképtelen férfiak kozott nem taldltunk szignifikdns kiilonbsé get.

Osszefoglaldsként elmondhatd, hogy a nemzoképtelen férfiak dltaldnos androldgiai
kivizsgalasa mellett a genetikai vizsgalatok is sziikségesek, mivel az okok pontos, idében
torténd feltérképezésével a hosszadalmas és koltséges vizsgdlatoktol, esetleg felesleges
miitéti beavatkozdsoktdl, gydgyszeres kezelésektdl kimélhetjiik meg a betegeket.
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