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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AB — anilin kék festés (aniline blue)

AFP - alfa fetoprotein

ART - asszisztalt reprodukcios tecnika

BEP - bleomycin, etoposid, cisplatin kombinacio
CK - kreatin kindz

FISH — fluorescens in situ hibirdizacid

HBA — hialuronsav koétédési vizsgalat (Hialuronian Binding Assay)
hCG - human korionalis gonadotropin

HD — Non-Hodgkin-kor

HS — hialuronsav

10 — infertilis, oligozoospermias betegek

ITGCN - intratubularis csirasejtes neoplazia (intratubular germ cell neoplasia)
IVF - in vitro fertilizacio

IVF-ET — in vitro fertilizacid és embrid transzfer
NHD — Hodgkin kor

NZ — normozoospermias férfiak

PVB - cisplatin, vinblastin, bleomycin kombinéacio
RLA - retroperiotnealis lymphadenectomia

TC - testicularis carcinoma

TCN — testicularis carcinoma normozoospermiaval
TCO — testicularis carcinoma oligozoospermiaval
VIP - etoposid, ifosfamid, cisplatin kombinacio

WHO - World Health Organisation



BEVEZETES

A diagnosztika, a kemoterapia ¢€s irradiacidés kezelések teriiletén végbement
fejlodésnek koszonhetden, a reproduktiv életkorban jelentkezd tumorok tulélése napjainkra
jelentésen javult. Emiatt egyre nagyobb figyelem fordul a tumorellenes kezelés késoi
szovodményebol, az esetleges gondatoxicitabol eredd infertilitasra.

A fiatal, daganatos betegek csaladtervezése sokszor el sem kezdédott, vagy ha igen,
akkor sem lezart. A fejlett orszagokban tapasztaltaknak megfeleléen sajnos hazankban is
egyre késobbi életkorra tolodik a gyermekvallalds, ugyanakkor jol ismert, hogy az életkor
eldérehaladtaval a fertilitds csokken. Magyarorszdgon 2011-ben a nék atlagosan 29,4 évesen
szilték az elsd gyermekiiket. A férfiak életkorarol ilyen adat nincs. A 2008-ben apéava valt
férfiak atlagéletkora 32,8 év volt. Jol tiikkrozik ezek az adatok a fertilitds megdrzésnek
fontossagat, valamint a fertilitdsra vonatkoz6 klinikai markerek irant ndvekvd igényt,
kiilonds tekintettel az eleve csokkent fertilitdssal jaro allapotok esetén.

A malignus betegség Onmagdban is hatassal lehet a nemi miikddésre, a
spermatogenezisre hormonalis és metabolikus hatasain keresztiil. A reproduktiv rendszer
hormonjainak szintje csokkenhet tumoros betegekben, ami lehet a szervezetet ért stressz
kovetkezménye vagy a tumorszovet altal szekretalt anyag hatdsa. Ismert, sokak altal leir
megfigyelés, hogy a heretumoros betegek 10-15%-a a daganat diagnosztizalasakor
azoospermias, jelentds résziik pedig oligozoospermias. Ezeket az eredményeket a betegség
kezelésére alkalmazott kemoterapids gyogyszerek illetve a sugarkezelés tovabb ronthatja.
Eredményezhet d&tmeneti romlast a spermaképben, de permanens azoopsermia is eléfordul.
A fertilitds megOrzésére ezen betegcsoportban a napi gyakorlat szintjén felmeriil az igény.
A kezelés eldtti spermium fagyasztds lehetdséget ad a késébbi gyermekvallalasra, akkor is

ha a kezelés, mely a tulélést, gyogyulast jelenti, infertilitast okoz.



......

mivel eddig csak Kkis esetszamu vizsgalatok torténtek. Nagyobb tanulmanyok a
kemoterapia hatasat vizsgaljak. Bar a napi rutin diagosztikaban alkalmazott WHO V.
szerinti ejakulatum elemzés a nemzoképesség megitélésére még napjainkban is gold
standardként szdmontartott modszer, nagyon fontos ebben a specialis betegcsoportban nem
csak a quantitativ, hanem a qualitativ elemzések elvégzése is. Ismert, hogy a spermiogram
elemei (koncentracio, motilitas, morfologia) nincsenek szoros Osszefiiggésban az adott
minta genetikai és funkcionalis jellemzoivel, a fertilizdcios képességgel. A tumoros
folyamat, illetve az altala triggerelt faktorok spermatogenezisre kifejtett kdzvetlen hatasa
sem teljes mértékben tisztazott még.

Jelen disszertacio attekinti a heretumor klinikai jelentdségét, etiologiajat,
csoportositasat, kezelési lehet6ségeit és a prognozist. Kiemelten foglalkozik a heredaganat
és az infertilitas kapcsolataval, amely hatterében allhat egyrészt a k6z0os etiologia, masraszt
a daganatos betegség direkt hatasabol ¢és a tumorellenes kezelés gonadotoxikus
sz0vOdményebdl tevddik Ossze.

A dolgozatban leirt vizsgalatok a fertilitas megdrzésének lehetdségét, ennek
gyakorlati vonatkozasait célozzak heretumoros és infertilis betegekben. Leird és
experimentalis modszerekkel vizsgadljuk a heretumoros betegek spermatogenezisét és
fertilitdsi prognézisat. Osszehasonlitds torténik a normal, és infertilis esetben talalt

eredményekkel, mely elemzés betekintést ad a heretumor spermatogenezisre Kkifejtett

hatasara.



IRODALMI ATTEKINTES

Heretumor
Epidemiolégia

A here csirasejt eredetli tumora az 6sszes malighus megbetegedés kozel 1%-at, az
Osszes urologiai daganat 5%-at teszi ki {1}. Ugyanakkor a 15 és 40 év kozotti férfiak
leggyakoribb rosszindulati solid daganata. El6forduldsi gyakorisaga az utobbi 40 évben
vilagszerte tobb mint kétszeresére nétt (1. abra). A néi gonad, az ovarium malignus
tumorat ezzel szembe helyezve azt latjuk, hogy a gyakorisaga Kis csokkenést mutatott, nem
latunk ehhez hasonl6 intenziv emelkedést {2}.

A nyugat-europai orszagokban a heretumor el6fordulasa 6-8/100 000 f£6.
Epidemiolodgiai tanulmanyok igazoljak, hogy a hererdk incidenciaja nagymértékben fiigg a
foldrajzi elhelyezkedéstél és etnikai hovatartozastol. Az észak-eurdpai orszagokban
figyelték meg a legnagyobb (1. abra), Azsiaban és Afrikaban pedig a legalacsonyabb
eléfordulasi gyakorisagot. Amerikaban a fehérborii lakossagnak 6tszor nagyobb kockazata

van hererak kialakuldsara, mint az afroamerikaiaknak {3}.

Incidencia

Mortalitas

100.000 lakosra szamitva
w

1. é4bra Svédorszdgban a heretumoros esetek 100.000 fOre szamitott

incidenciajanak és a mortalitasnak a valtozasa 1955-t61 {3}



A Nemzeti Rakregiszter adatai szerint Magyarorszagon 2012-ben 645 uj heretumoros
megbetegedés fordult el {4}. A bejelentett esetek életkori megoszlasara jellemz6, hogy az

életkori cstics 30 és 40 év kozott van, a betegek 59%-a (378/645) pedig 40 évesnél fiatalabb.

Etiologia

A heredaganat kialakulasanak pontos oka nem ismert. A betegek szama elsGsorban az
iparilag fejlett orszagokban emelkedik, ami kornyezeti tényezdk szerepére utal.

Az ismert velesziiletett hajlamositd tényezok koziil a here leszélllasi zavara, a
rejtettheréjiiség a legelfogadottabb, kockazati valoszintisége 8-10-szeres {5,6}. A daganat
serdiilés utan jelentkezik. Abdominalis elhelyezkedés esetén 6-szor gyakoribb a malignus
elfajulas esélye, mint egyéb helyzetii, le nem szallt herében. Az esetek 25%-ban a scrotalis
herében jelentkezik daganat, feltételezhetden testicularis dysgenesis miatt. A jelentGsen
emelkedett kockazatot a 6 éves kor eldtt végzett orchidopexia eddigi adatok alapjan csokkenti
{5}.

Az anamnézisben szereplé heretumor a legerdsebb rizikofaktora a heretumornak. A
heretumoros betegek 1-2%-nal az ellenoldali herében is kialakul a betegség. Ez az
atlagpopulaciohoz képest 12,4-szeres kockazatot jelent {7}. A heretumoros betegek 5%-nal
mutathat6 ki az ellenoldali herében intratubularis csirasejtes neoplazia (intratubular germ cell
neoplasia, ITGCN, ami a hererak prekurzoranak tekinthet6 {8,9}.

Pozitiv csaladi anamnézis esetén az els6fokt rokonoknal a hererdk el6fordulési
gyakorisdiga magasabb. A heretumoros betegek 2%-ndl pozitiv a csalddi anamnézis.
Heretumoros férfi fittestvérének 8-10 szeres, fiigyermekének 2-6 szoros a rizikoja {10}. A
heredaganat csaladi halmozddasa miatt a genetikai hattér oki szerepe is felvetédott. Az X

crcr

heretumor esetén {11 }.



Gonad dysgenesis esetén a heretumor kialakulasa ismerten nagyon magas (10-50%).
Klinefelter-syndroma, androgen insesitivitas syndroma és a Down kor is fokozott rizikot
jelent. A genitalidk fejlédési rendellenessége, egyéb korallapotai (ingunalis sérv, hydrocele,
hereatrophia) és a heretumor kozott csak gyenge kapcsolatot mutattak ki {12}.

Az infertilitds és hererdk kapcsolatat napjainkban is intenziven vizsgaljak. Tobb tanulmény
leirta, hogy a hererdkos betegek kemo-, illetve sugarkezelés eldtti spermium koncentracioja
csokkent {13, 14, 15, 16 }.

A medddség a parok 15%-at érinti, ebbdl 50%-ban férfi eredetii ok all a hattérben {1}.
Mikdzben a férfi eredetli infertilitds incidencidja nd, az idiopathids esetek ardny is egyre
nagyobb. Epidemiologiai kutatasok azt talaltak, hogy azoknak a férfiaknak, akiknél életiik
soran hererdk alakul ki kevesebb a gyermekiik, mint a hozzajuk életkorban illesztett férfiaké
{17}.

Ismert az is, hogy az infertilitis miatt végzett herebiopszia kapcsan ITGCN
gyakrabban lathat6. Az ITGCN gyakorisagat tobb tanulmany vizsgalta az elmult években,
ezek 0-3,5% kozotti eredményekrél szamolnak be, az atlagos el6fordulas 0,74% {18}.

Jacobsen és munkacsoportja tanulmanyukban megallapitja, hogy infertilis betegek
hererak kockazata 1,6-szeres a normal spermium paraméterekkel rendelkez6khoz képest {19}.
Raman ezzel szemben hererak kialakulasara 20 x nagyobb rizikot detektal infertilis férfiak
esetén, mint bizonyitottan fertilis egyéneknél {20}.

Epidemiologiai tanulmanyok elemzése, valamint annak megfigyelése, hogy a
heretumor, infertilitas, hereleszallasi zavar, hypospadiasis gyakorisaga az elmult évtizedekben
nétt, egyiittesen alapozta meg a testicularis dysgenesis syndroma (TDS) létezését.
Feltételezhetd ezen betegségek hatterében allo kozos etiologia. A kiilonbozé korképek

kiilonbozo és eltéré idében manifesztalodo tiinetei ugyanannak a betegségnek {21,22}.



Experimentalis és epidemioldgiai kutatasok eredményei arra mutatnak, hogy a
fillmagzatot embrionalis fejlodése soran ér6 noxa okoz a here szomatikus €s germinalis
sejtjeiben is valtozast, mely a testicularis dysgenesis syndroma kialakulasahoz vezet.
Genetikai tényezOk és kornyezeti faktorok egyiitt alakitjak ki a tesztikularis diszgenezist. Az
Leydig sejtek funkcidzavara androgén elégtelenséghez, ezen keresztiil pedig hereleszallasi
zavarhoz, hypospadiasis kialakulasdhoz vezet. A Sertolli sejtek funkcidzavara rendellenes
csirasejt differenciaciot eredményez, mely megnyilvanulasai a mikcrolithiasis, heretumor és
infetilitas (csokkent ondd minéség) (2. abra).

A here microlithiasisa felhivja a figyelmet az esetlegesen meglévé fokozott heretumor-
rizikéra és a csokkent nemzdOképesség eldforduldsara. Az érvényben 1€vd eurdpai iranyelv
ezen betegek esetén fokozott uro-onkologiai kivizsgalast, tovabbi heretumor-rizikofaktor

megléte esetén herebiopszia végzését javasolja {1}.

Romlad
K“ th t’ k s e s
ornyezeti hataso Zavart Sertolli sejt Csirasejt /[ondommoseg ]
l l / mukodés > differencialédasi

- (Heretumor _

zavar
TESTICULARIS DYSGENESIS l ] T
[Hypospadiasis ]
T T \ Csokkent Leydig sejt  Androgén /
. muikodés elégtelenség
Genetikai defektusok \ Here leszallasi
zavar
2. éabra. A testicularis dysgenesis syndroma kialakulasanak,

patomechanizmusanak illetve ezekb6l kovetkez6 tiinetei {21}

A testicularis dysgenesis syndroma tiinetei idében nem egyszerre jelentkeznek.
Sorrendiség nem meghatarozhat6. A TDS-nek kiilonb6zd stilyossagi foka formai vannak, és
nem minden tiinet jelentkezik minden betegnél. Minél sulyosabb azonban a TDS, annal

nagyobb a valdszintisége annak, hogy heretumor alakul ki (3. abra).
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Enyhe TDS

\ Sulyos TDS

Spermatogenezis Spermatogenezis Spermatogenezis

zavara Zavara zavara

Hereleszillasi Hereleszallasi zavar

zavar W

3. abra. A testicularis dysgenesis syndroma kiilonb6z6 sulyossagi fokai {21}

Csoportositas

A rosszindulatu heredaganat tobb mint 93%-a csirasejt eredetti tumor (1. tablazat). Az
anaplasztikus alfa-fotoprotein (AFP) és/vagy human chorionalis gonadotropin (hCG) szint
emelkedéssel jaré daganatok valosziniileg csirasejt eredetiiek, a kemoterapias kezelésre jol
reagalnak.

A heredaganat lokalis terjedésekor a here strukturalis szoveteit involvalja (rete testis,
tunica albuginea, here tokja, mellékhere, funiculus spermaticus, kdrnyez6 nyirok- és vérerek,
vénak), regiondlis terjedése révén limfogén attét keletkezik. Hematogén attét a tiidében,
majban és agyban a leggyakoribb, de el6fordulhat bérben (choriocarcinoma), csontban
(seminoma), lépben is.

Klinikai szempontbdl célszerli a csirasejt tipusu heredaganatokat két nagy szdvettani
csoportra, seminoma ¢és non-seminoma tipusii daganatokra osztani, mivel ez a kezelést és a
prognozist egyarant meghatarozza. Mindkét csoport kozel felét teszi ki a heredaganatoknak.

A seminoma leginkabb 35-50 éves kor kozott jelentkezik és nem tarsul tumormarker (AFP)
emelkedéssel. Idonként trofoblasztos, orias sejteket tartalmaz, melyek hCG-t termelhetnek,
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igy a hCG emelkedés nem zarja ki a diagnozist. Ritkabb varians a spermatocytas seminoma,
mely féleg 45 évesnél idésebb férfiaknal jelentkezik és ritkan ad attétet. A seminoma mind
sugar- mind kemoterapiara jol reagal.

A non-seminoma — embrionalis carcinoma, choriocarcinoma, Yolk sac tumor, teratoma
¢és kevert csirasejt tumor — az ¢let harmadik évtizedében a leggyakoribb. Gyakran téarsul

tumormarker emelkedéssel (AFP, hCG). Az esetek 62%-a kevert csirasejtes daganat.

GERMINALIS (csirasejt eredetii) DAGANATOK

Rékmegeldz6 elvaltozas:
Intratubularis csirasejt daganat (ITGCN)
Germinalis daganatok:
Egykomponensii (tiszta):
* Seminoma
Seminoma syncytiotrophoblast komponenssel
Spermatocytas seminoma
Spermatocytas seminoma sarcomatosus komponenssel
* Embryonalis carcinoma
* Yolk sac tumor (endodermalis sinus tumor)
* Trophoblast tumor
Choriocarcinoma
Nem choriocarcinomas trophoblast tumor
Placentaris eredetli trophoblast tumor
Monofazisos choriocarcinoma
* Teratoma
Dermoid cysta
Monodermal teratoma
Teratoma masodlagos malignus komponensekkel
Tobb komponensii csirasejt daganat (kevert)
Embrionalis carcinoma + teratoma
Teratoma+seminoma
Choriocarcinoma-+teratoma/embryonalis carcinoma
Egyéb

1. tablazat. A heredaganatok szovettani beosztdsa a WHO ajanldsa szerint torténik

(2004) {23}.

Seminoma €és non-seminoma egyiittes eléfordulasa esetén a daganatot non-seminoma

csoportba soroljuk.
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Az intratubularis csirasejtes neoplaziarol (vagy carcinoma in situ) altalanosan elfogadott,
hogy a felndttekben az invaziv heredaganat prekurzora mind seminomak, mind a non-
seminomak esetén (kivéve spermatocytas seminoma, Yolk salk tumor, teratoma). Jelenlétekor
a heredaganat kialakulasanak kumulativ valdsziniisége 5 év alatt 50%, 7 év alatt 70% {8,9}.
Az ITGCN el6fordulasa magasabb (2-5%) a cryptorchid herében, a korabban heredaganatos
betegek ellenoldali heréjében, mig a csokkent fertilitasti férfiak heréjében az eléfordulas O-

3,5%, hazai adatok szerint 2,2% {25}.

Kezelés

A heredaganat megalapozott gyantja esetén az elsé valasztandd kezelés (kevés
kivételtdl eltekintve) a primer tumor eltavolitdsa, melyre alkalmazott eljarasa a radikalis
inguinalis semicastratio. A mitétet minél hamarabb ell kell végezni, mivel a csirasejtes
daganatok gyorsan novekednek, duplikacios idejiik 4-6 hét is lehet {1,25}.

A heretumor kezelése a semicastratiot kdvetd szovettani vizsgalat, a stddiumbesorolas

¢és a szérum tumormarker vizsgalatok eredményének fliggvényében az alabbiak lehetnek.
A surveillance soran kezelés nem torténik, szoros kontroll mellett elfogadott kezelési tipus.
Valaszthato, amennyiben a primer tumor nagysaga nem haladja meg non-seminomaknal a 2
cm-et, seminomak esetén a 3 cm-et, a daganatban nem lathato ér- és nyirokér-invazio, a tumor
nem érinti a here koriili szoveteket, nincs metasztazis és a szérum tumormarkerek referencia
tartomanyban vannak.

Nyirokcsomo —attét megléte esetén retroperitonedlis lymphadecetomia (RLA)
végzendd. A miitét soran az aorta €s a vena cava kozti nyirokcsomodk radikalis eltdvolitasa
torténik. A mindkét oldalra kiterjesztett miitét gyakori velejaroja a retrograd ejaculatio és az
erectilis dysfunctio, a fertilitasvesztés, amely ennél a korosztalynal jelentés problémat jelent.

A seminomak sugarérzékenyek, igy kezelésiikre irradidcios kezelést alkalmaznak. A

retroperitonealis régiora leadott sugarddzis, amely az inguinalis teriilet kiegészitd ,,boost”
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besugarzasaval, alkalmanként kemoterapia vagy salvage RLA végzésével egésziilhet ki. A
sugarkezelés eredményei hasonloan jok, mint a non-seminomak kemoterapids kezelésével

elértek {1}.

Prognozis

Kemoterapias kezelést alkalmaznak azokban az esetekben, mikor a primer tumor
allomanyaban ér- vagy nyirokér-invazi6 van jelen, bizonyos szdvettani tipusok (pl.
choriocarcinoma) esetén, RLA utan, ha a preparatum daganatszovetet tartalmazott, megel6z6
kezelések relapszusa esetén, inoperabilis esetek (bulky disease) induktiv kezeléseként,
seminomak kezeléseként, nyirok- vagy érbetoréskor illetve alkalmazhatjdk még a
sugarkezelés alternativajaként.

A kemoterapias kombinaciok platina alapu kezelések. A PVB (cisplatin, vinblastin,
bleomycin) sémat kisebb tomegli tumorok, a BEP (bleomycin, etoposid, cisplatin) kezelést
nagyobb tumortdmeg esetén, a VIP (etoposid, ifosfamid, cisplatin) kezelést masod- vagy
harmadvonalbeli kezelésként alkalmazzak.

A heretumor jol kezelhetd betegség. A radio-, és kemoterapiaban végbement
fejlodésnek €s a diagnosztikai lehetdségek boviilésének koszonhetden a tumoros betegek
talélési ideje jelentdsen javult {1}.

JO prognézisu beteg esetén a gyogyulas 90-95%-o0s. A prognozis fiigg a heretumor
szovettani képétdl (seminoma vagy non-seminoma), a stadiumtol, és olyan tényezoktdl, mint a
tumormarker szintje €s a tavoli metasztazis elhelyezkedése.

Jo progndzisu seminoma esetén (esetek 90%-a) az 5 éves tulélés 86%-o0s, joO
progndzisi non-Szeminoma esetén (Osszes non-seminoma eset 56%-a) 92-94%. Kozepes
progndzist heretumor esetén (seminoma 5 éves tulélése 72%, NS 83% NS), és még rossz

prognoézis esetén is 48-71% kozotti az 5 éves tulélés {26}.
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Tumorellenes kezelés hatasa a fertilitasra

A kemoterapia gonadotoxikus hatdsa sokat vizsgalt kérdés. A reproduktiv rendszerre

legartalmasabb kemoterapeutimuok a nitrogénmustar szarmazékok, mint példaul a busulfan és

melfalan, és az alkilalé szerek, mint példaul a cyclophosphamid és procarbazin. Kombinalt

kemoterapias kezelések, igy a vincristin, procarbazin és prednisolon (MOPP), amit Hodgkin-

kor esetén alkalmaznak, nagy eséllyel okoznak infertilitast. Mas fiatalkori tumoros betegségek

kezelésére hasznalt kombinalt szerek, mint a Hodgkin-kor esetén adott adriamycin,

bleomycin, vinblastin és dacarbazin (ABVD) illetve csirasejtes heretumoros betegeknél

alkalmazott bleomycin, etoposid, és cisplatin (BEP) protokoll kdzepes rizikot jelent a fertilitas

megsziinésére vonatkozoan {27}.

A 2. tablazatban egyes kemoterapids szerek infertilitdst okozo hatdsdnak kockazata

lathato.

Magas riziko

Kozepes riziko

Alacsony riziko

Cyclophosphamid
Ifosphamid
Chlormethin
Busulfan
Melfalan
Procarbazin
Dacarbazin
Chlorambucil
MOPP

Cisplatin
Carboplatin
Doxorubicin

BEP
ABVD

Vincristin
Methotrexate
Dactinomycin

Bleomycin

Mercaptopurin

Vinblastin

2. tablazat A kemoterapids szerek permanes infertilitdst okoz6 hatds szerinti
csoportositasa {27}. (MOPP:nitrogénmustar, vincristin, procarbazine, prednisolon,
BEP: bleomycin, etoposide, cisplatin, ABVD: adriamycin, bloemycin, vinblastin,

dacarbazin)

A hereszovet, kiillondsen a germindlis sejtek érzékeny a sugarkezelésre. 4 Gy-nél

nagyobb dozis alkalmazéisa visszafordithatatlanul karositja a csirasejteket, és medddséget

okoz. A Leydig sejtek ellenallobbak ebben a tekintetben, 20 Gy felett karosodnak {27}.
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Altalaban a heréket sugarkezelés alkalmazésa soran védik, kivéve csontveld transzplantaciot
megeldzd egész test besugarzas esetén, illetve heretumor kezelése soran.

Krioprezervacio

A fertilitdas megOrzésére alkalmas modszer a spermiumok krioprezervacioja. A
krioprezervacio a biologia anyag -196 celsius fokon vald tarolasat jelenti, ezen a
hémérsékleten a biokémiai folymatok leallnak. 1950 6ta torténik spermium krioprezervacio,
1954-ben jott 1étre az elso terhesség fagyasztott-felolvasztott spermium felhasznalasaval. A
fagyasztva tarolas indikacioit, intézeti feltételeit, kizaré koriilményeit illetve a tarolast kérd
altal kitoltendd rendelkezési nyilatkozatot a 30/1998-es, az emberi reprodukciora irdnyuld
kiilonleges eljardsok végzésére vonatkozd, valamint az ivarsejtekkel és embriokkal vald
rendelkezésre és azok fagyasztva tarolasara vonatkozo részletes szabalyokrol NM rendelet
szabalyozza (3. tablazat). Az ondofagyasztast minden ejakulaciés funkciot illetve
spermatogenezist negativan befolyasold kezelés megkezdése el6tt (kemoterapia, irradiacio,

miitét) fel kell ajanlani a betegnek, ez ,,A” szintli ajanlas {1,25}.

A spermiumok fagyasztva tarolasanak javallatai:

Sajat célra tortén6 himivarsejt-fagyasztas:

- kemo- és radioterapia el6tt,

- orvosi indik4cio alapjan végzett, sterilitast eredményezd andrologiai miitétek vagy
vazektomia elott,

- a férj kozosiilési képtelensége esetén,

- IVF-ET soran, ha a férj/¢élettars képtelen a petesejtnyerés idépontjaban himivarsejtet
nyerni,

- szocialis javallat (pl. a férj hosszabb tavolléte) esetén.

Spermadonacid céljara torténd spermafagyasztds: a donor sperma felhasznalasanak

javallatai szerint.

3. tablazat. A spermiumok fagyasztva tdrolds szerinti javallatai hatalyos jogszabaly
alapjan {28}
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A krioprezervacio ¢és felolvasztas folymata az ondominta jellemz6inek romlasat okozza.
Els6sorban a motilitas és morfologia valtozik kiolvasztas utan. A spermium fagyasztas a
motilitast 31%-kal rontja {1}. A legujabb tanulmanyok azoban kimutattak, hogy a
fagyasztasnak nincs DNS fragmentaciot noveld hatasa és epigenetikai valtozasokat sem
indukal {29}. Tovabba a fagyasztas nem befolyasolja sem a szambeli kromoszoma
rendellenességének frekvenciajat, sem az X és Y kromoszomat hordoz6 spermiumok aranyat
{30}.

Az egyetlen hatékony lehetdség a fiatal tumoros betegek fertilitdsanak megorzésére a
gonadotoxikus kezelés eldtti spermium fagyasztds. A fagyasztva tdrolt ondot késdbb
asszisztalt reprodukcios technikak (ART) alkalmazasaval lehet felhasznalni.

Annak ellenére, hogy ez elérhetd és egyszerli mddszer a nemzdképesség megdrzésére,
mégis csak a betegek 27% hasznalja ki ezt a lehetdséget {31}. Ennek hatterében tobbnyire az
informécio hidnya all. A késdbbi felhasznéalasra az intracitoplazmatikus spermium injekcid
alkalmazdsa még nagyobb lehetdséget nyujt. A gyogyult tumoros betegek fagyasztva tarolt
mintainak a felhasznalasaval végzett ART sikerességi aranya irodalmi adatok szerint 33-56%-

os {32, 22}.

Spermatogenezis és spermium biomarkerek

A spermatogoniumok spermiumma vald alakulasa a spermatogenezis, mely folyamat
harom f6 fazisra tagolhatd: spermatocitogenezisre, meiosisra és spermiogenezisre (4.abra).

A spermatogoniumok osztoddsa soran vagy A tipusl, vagy B tipusi spermatogonium
képzddik. Ez utdbbi az elsérendii spermatocita eléalakja {25}.

A spermatogoniumok diploid sejtek, a szomatikus sejtekhez hasonléan. Az ebbdl 1étrejovo
elsérendii spermatocitaban zajlik le a meiosis profazisa 22 nap alatt, mely soran citoplazmat

akkumulal a kérnyezetébdl, igy a spermatogenezis legnagyobb sejtje lesz.
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Az els6 meiotikus osztodas eredményeként jon 1étre a masodrendii spermatocita. Ezutan

lezajlik a masodik meiotikus osztodas, igy jon létre a haploid genotipusu spermatida.

Spermatogenezis Heretubulus keresztmetszeti képe

5///" ??\ , Kotészovet
LA 3 ..'“'

2n  Spermatogonium

/ Mitdzis

Elsérend(
spermatocita

Lumen

Meiosis I.

Sertolli sejt

Masodrend ‘/ o
spermatocita ’J; .
I ! ,"‘ ]
Meiosis II. Spermatogonium < ) . =
o

Elsérend( '# = e, e

in 1n  Spermatida et %@;.‘. g

Spermiogenezis
Leydig sejt

Kapillaris

Spermium

4. abra. A spermatogenezis folyamata. (Forrds: Anatomy and Physiology

textbook, OpenStax College, www.cnx.org)

A meiosis egy komplex folyamat, mely soran nem torténik DNS allomany replikacio, de
két sejt képzodik. A meiosis folymatanak kiillonb6z6 zavarai kiilonb6z6 kromoszoma
abnormalitasokat okozhatnak, mint példaul aneuploidiat vagy diploidiat. Szambeli
kromoszoma rendellenesség (aneuploidia, diploidia) akkor alakul ki, ha a spermium egynél
tobb vagy kevesebb kopidt tartalmaz egy kromoszomabol, vagy az egész genombol. Mivel
egy kromoszdma aneuploididja igen alacsony frekvenciaval fordul eld, igy ajanlott a vizsgalat
soran 5000 spermiumot értékelni. Csak igy lehet megfelel6 mdédon meghatidrozni a becsiilt
szambeli kromoszoma rendelleneségek el6fordulasi gyakorisagat {33}. A kromoszomak
szambeli rendellenességének detektalasara tanulmanyunkban a multikolor fluorescens in situ

hibridizacios technikat alkalmaztuk.
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A spermiogenezis soran alakulnak at a spermatidak spermiumma (5. abra). A spermatidak
kis kerek, esetleg poligonalis sejtek. A spermiogenezisnek négy fazisat kiilonbozetjiik meg:
Golgi fazis, ,cap” fazis, akroszéma fazis illetve érési fazis. A Golgi fazis soran az
akroszomalis granulum kialakulasa zajlik. A ,,cap” fazisra az egyre tomorebbé valo sejtmag
kialakulasa a jellemz6, mely rafekszik az akroszomalis granulumra igy kialakitva az
akroszomalis sapkat. Az akroszoma fazisban az egyre tomorebbé valo sejtmag ellapul, az
egész spermatida megnyulik. Kialakul a spermium nyaki régidja, melyben a centriolum kilenc
rostta valo differencidlodasa vesz részt. Az érési fazisban a farok rész teljes differencialodasat

kovetden a spermatidardl levalik a rezidualis citoplazma {25}.

Golgi késziilék
mitokondrium

: o - J: /= L Akroszéma
Mikro- ’ ‘ i)

Spermatida  centriélum |

magja tubulusok 7

5. éabra. A spermiogenezis folyamata. (Forras: Pearson Education, Benjamin

Cummings, www.pearsoned.co.uk)

A spermiogenezis legfontosabb eseményei a kovetkezOkben foglalhatok Gssze:mag
kondenzacid, akroszoma kialakulas, flagellum formacio, citoplazma redukcid és vele egyiitt
zajlé sejtmembran remodelling.

A mag kondenzacio soran a spermium kromatin allomanya 6-10x kompaktabb lesz, mint

egy atlagos szomatikus sejté, a sejtmag megnyult alakot vesz fel. A hiperkondenzalt allapotot
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a spermium ugy ¢éri el, hogy a hiszton fehérjéket eldszor atmeneti fehérjék helyettesitik, majd
ez protaminra cser¢lddik ki. Ez az epigenetikai modositas transzkripciondlisan inaktivva teszi
a genomot (6. abra). Fiziologiasan a spermium kromatinja 10-15% hisztont fehérjét tartalmaz
csak.

Infertilis betegenél a protamin expresszidé szignifikansan alacsonyabb, mint a
bizonyitottan fertilis férfiak esetén {34}. Ismert az is, hogy a kromatin kondenzaci6é zavara
jelen lehet morfologiailag ép spermiumok esetén is {35}. Korabbi vizsgalatok kimutattak
tovabba a spermium hiszton csere defektusa esetén a megzavart Spermium érést {36, 37, 38}.

A karosodott spermiogenezis ¢és a hiszton-protamin csere elmaraddsa kozotti
Osszefliggésre az egyik lehetséges magyardzat az, hogy a spermiogenezis soran a hiszton-
protamin csere egy olyan kritikus pont, melynek elmaradasa, apoptosist indukal. Masik
lehetséges magyarazat, hogy ezen epigenetikai mddositas egy eseménysorozatott szabalyozé
folyamat egyik 1épése, melynek zavara komplex spermiogenetikus defektust eredményez
{39}. Az anilin kék festékkel a hiszton fehérjék festédnek, igy rezidualis hiszton detektalasra

ezt a modszert hasznaltuk.

Hiszton modifikacié DNS metilacio

Maradék hisztonok
Protamin
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6. abra. A hiszton-atmeneti fehérje-protamin csere mechanizmusa. (Forras:

Nature Reviews Urology 9, 609-619. www.nature.com)

cres

hialuronidaz) talalhat6ak.

A flagellum formdcio az acroszomaval ellentétes oldalon zajlik, kialakul a spermium farki
része.
A citoplazma redukcioja soran a sziikségtelen citoplazma allomanytdl valik meg a sejt. A
plazmamembran remodellingje kapcsan megjelennek a felszinen a hialuronsav koto
receptorok, melyek a petesejt zona pellucidajahoz vald kotddésben, igy a fertilizacios
képességben jatszanak kulcsszerepet {40, 41, 42}.

Korabbi vizsgalatok bizonyitottak, hogy csak az ¢érett, alacsony aneuploidia
frekvenciajaval és alacsony DNS fragmentacioval jellemezheté spermium képes kotédni a
hilauronsavhoz {41}. Ezen a megfigyelésen alapulo fertilitasi diagnosztikai teszt és spermium
szelekcios modszer kereskedelmi forgalomban van. Ezt a fertilizacidos potencialt jelzo
vizsgalatot hasznaltuk funkcionalis tesztként tanulmanyunkban.

Az andrologia teriiletén az objektiv spermium biomarkerek kifejlesztése oOridsi
jelentdségli volt, hiszen megjosolhatova valt a spermium fertilizacios képessége, mely a
spermium koncentraciotol és motilitastol fiiggetlennek bizonyult. Klinikai tanulmanyok
igazoltak, hogy a kreatin kinaz (CK) festéssel kimutatott citoplazma retencid az érési
folyamatban megrekedt spermiumot detektalja. Az inszeminaciok soran a terhességi rataval a
CK festddés eredményei korrelaltak, nem pedig a spermium koncentracidé vagy motilitas. A
hatterében is a magasabb CK festdédési arany igazolddott. A ismeretlen eredetii (unexplained)

férfi infertilitas hatterében a spermium éretlensége allhat, melyet azonban nem feltétlentil
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(fluorescens in situ hibridizacio, anilin kék festés, DNS fragmentacids vizsgalatok,
hialuronsav ko6tddés) eredményei 80%-ban megfelelnek egymasnak, de a spermium
koncentracioval illetve motilitdssal valé kapcsolatuk jelentésen gyengébb. Az ugyanazon
spermiumon torténd kiilonb6zé biomarker vizsgalatok eredményének egyezése arra mutat,
hogy amennyiben a spermium érése zavart szenved, ez strukturalis és funkcionalis zavart
okoz, mind a citoplazmatikus mind a nuklearis kompartmentben {40, 42, 60, 70, 73}. Erre egy
lehetséges magyardzat, a spermiumban kifejez6d6 HspA2 chaperon fehérje tébbes funkcidja.
Ez a fehérje a meiosis soran, a szinaptonemalis komplex kialakitasaban jatszik kulcsszerepet.
A spermatogenezisben pedig a DNS repair mechanizmusokat iranyitd folyamatokban vesz
részt {38}.

A heretumoros betegek nemzdképességére vonatkozo vizsgalatok nem teljesek. Bar a
napi rutinban is alkalmazott WHO V. szerinti ejakulatum elemzés a nemzdéképesség
megitélésére még napjainkban is gold standardként szamontartott modszer, nagyon fontos
ebben a specidlis betegcsoportban nem csak a quantitativ, hanem a qualitativ elemzések
elvégzése is {43, 44, 45}. A tumoros folyamat, illetve az altala triggerelt faktorok

spermatogenezisre kifejtett kozvetlen hatdsa sem teljes mértékben tisztazott még.
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Célkituzések

Az értekezésem célja a heretumoros, fertilis kort férfiak spermatognezisének jellemzése a

Debreceni Egyetem beteganyagan, a heredaganatos férfiak fertilitasi progndzisanak felmérése

kérddives kovetéssel, illetve a romld spermatogenezissel kapcsolatban allo genetikai,

epigenetikai, funkcionalis eltérések felderitése klinikai és kisérletes kutatas segitségével, majd

az eredmények interpretalasa a mindennapi gyakorlat szaimara. E célok megvaldsitasahoz az

alabbi vizsgalatokat végeztem:

1.

crcr

eredmények Osszevetése mas, reproduktiv korban eléforduld tumor esetén
tapasztaltakkal.

A heretumor miatt krioprezervaciot igénybe vevok kérdbives megkeresése annak
felmérése céljabol, hogy hogyan valtozott a csaladtervezési szandék, mekkora a
fagyasztva tarolt mintak felhasznalasi aranya, mi lett az asszisztalt reprodukcios eljaras
kimetele, valamint milyen a spontan 1étrejott terhesség aranya és kimenetele.
Normozoospermias, infertilis és adjuvans kezelés eldtt allo heretumoros férfiak
ejakulatumanak genetikai vizsgalata, a szdmbeli kromoszoma rendellenességek
eléfordulasi gyakorisaganak meghatarozasa multicolor FISH vizsgalattal.
Normozoospermids, infertilis és adjuvans kezelés eldtt all6 heretumoros férfiak
ejakuldtuménak epigenetikai vizsgalata, a mag kondenzacié zavara detektalasa
rezidudlis hiszton fehérje anilin kék festésével.

Normozoospermids, infertilis és adjuvans kezelés el6tt allo heretumoros férfiak
ejakulatumanak funkcionalis funkcionalis vizsgalata, a fertilizacids potencialt jellemzd
hialuronsav kotddési vizsgalattal.

Korrelacios vizsgalat az egyes jellemzok kozotti osszefliggések felderitésére a tumoros

¢s nem tumoros csoportban.
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7. A vizsgalatokban szerepld csoportoktél szadrmazdé mintdk vizsgalt jellemzdinek
Osszevetése, a spermatogenezisre €s fertilitasi potencidlra vonatkozd hasonldsagok és

kiilonbségek elemzése, Klinikai kovetkeztetések levonasa céljabol.
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BETEGEK ES MODSZEREK

1. tanulmany. Spermiogram eltérések elemzése heretumoros betegeknél

A Debreceni Egyetem, Sziilészeti ¢s NOgyogyaszati Klinika, Androldgiai és Spermium
Krioprezervaciés Laboratériumaban 10 ¢év alatt spermium fagyasztas céljabol megjelent
heretumoros (TC), Hodgkin- koros (HD) és non-Hodgkin-lymphomas (NHD) betegek
(n=119) fagyasztas eldtti ondomintait elemeztik.

A betegek kemo-, illetve sugarkezelést az ondovizsgalat el6tt nem kaptak, a
heretumoros férfiak semicastratio utan voltak. Az ondomintakat 3-5 nap karencia utan a WHO
2010. évi iranyelvének megfeleléen elemeztiik {46}.

Az adatok normalitasanak vizsgalata Kolmogorov-Smirnov teszttel tortént. Statisztikai
elemzés soran normal eloszlast mutatd adatoknal a t-probat, nem normal eloszlas esetén a
Man-Withney U tesztet alkalmaztuk. Statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik az eltérést, ha

a p<0,05 volt.

2. tanulmany. Heretumoros betegek fertilitisanak utiankovetése

A Debreceni Egyetem, Sziilészeti ¢€s NOgyogyaszati Klinika, Andrologiai és
Krioprezervacids Laboratoriumaban 11 éves idéintervallumban heretumor miatt fagyasztva
tarolast kérd 86 betegiinket kerestiik meg kérdoiviinkkel. Beleegyezd nyialtkozatot toltottek ki
betegeink. A kérdéivek visszakiildési aranya 68,6%-0s volt (59/86).

Adatokat gyljtottiink a betegeink csalddi anamnézisérdl, a heretumor kezelésérdl,
heretumor szovettani tipusarél gyermekvallalasi tervekrél, amennyiben terhesség jott 1étre,

ugy azzal kapcsolatos adatokrol, fagyasztva tarolt minta felhasznalasarol.
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3. tanulmany. Spermium funkcionalis, genetikai és epigenetikai vizsgalata

heretumor esetén

A vizsgalatban részt vevok

Heretumoros betegek (TC)

A Debreceni Egyetem, Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikdjanak, Andrologiai és
Krioprezervaciés Laboratoriumaban spermium fagyasztva tarolds céljabol jelentkezd 28
heretumoros beteg onddémintait vizsgaltuk. A betegek orchidectomia utan voltak, de
kemoterapia illetve sugarkezelés megkezdés elott.

A heretumoros beteg atlagéletkora 28,9 év volt (18-47 év), az atlag spermium
koncentraciot 27,7x10%ml-nek (6-65 x10%ml) talaltuk. A TC betegeket a spermium
koncetracid alapjan két csoportra osztottuk: oligozoospermias (TCO, n=8) (spermium
koncentracié <15 x10%ml) és normozoospermias (TCN, n=20) (spermium koncentracié >15
x10%ml) csoportra. Szdvettani tipus alapjan seminoma (n=16) és non-seminoma (n=12)

csoportot képeztiink.

Infertilis, oligozoospermias betegek (10)

A Debreceni Egyetem, Sziilészeti ¢és NOgyogyaszati Klinikdjdnak, Andrologiai és
Krioprezervacios Laboratoriumaban illetve az Uroldgiai Klinika, Andrologiai szakrendelésén
infertilitas miatt jelentkez6 20 oligozoospermias betegek mintait vizsgaltuk. A csoport tagjait

korban illesztettiik a heretumoros betegekhez.

Normozoospermias férfiak (NZ)

A Debreceni Egyetem, Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikdjanak, Andrologiai és

Krioprezervaciés Laboratoriuméaban jelentkezd 20 egészséges sperma donor onddémindit

26



vizsgaltuk. A normozoospermids betegek csoportjat korban illesztettiik a heretumoros
betegekhez.

Etikai bizottsagi engedély

A tanulmanyba vald részvétel eldtt részletes irasbeli és szobeli tdjékoztatas tortént.
Minden résztvevo irasbali tajékozatdt kapott, belegyezO nyilatkozatot irt ald. Intézeti etikai
bizottsaggal rendelkeziink a vizsgalatunk végzéséhez (referencia szam: DEOEC RKEB/IKEB:

2736/2008 and 2976/2012-EHR)

Vizsgélati Modszerek

Spermium analizis

Az ejakulatum 2-4 nap karencia utan keriilt leadasra. Az elemzést manualisan, a World

Health Organisation hatalyos iranyelvei alapjan végeztiik (4. tablazat) {46}.

Referencia hatar

Térfogat 1,5ml
Spermium koncentracié 15x 10%/ml
Ossz spermium szim 39 x10°

Ossz motilitas 40%
Progressziv motilitas 32%

El6 spermium 58%
Normal morfologiaju spermium 4%

4. tablazat. Spermiogram értékek referencia hatara {46}

Fluorescens in situ hibridizacios (FISH) vizsgalat
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Az ondomintakbol keneteket készitettiink, ezeket metanol €s ecetsav 3:1 aranyu
keverékével 10 percig fixaltuk, majd 70, 85 és 98%-os etanol sorozatban dehidraltuk. A FISH
vizsgalat elvégzéséig -20 °C-on taroltuk a keneteket. A dekondenzicidhoz a
szobahéméréskletti targylemezeket 10 mmol/l ditiotreitol (DTT, Sigma) + 0,1 mmol/l Tris-
HCI (pH 8,0) oldattal, majd 10 mmol/l litium-dijodszalicilat (LIS, Sigma) + 0,1 mmol/l Tris-
HCI oldattal kezeltiik. A dekondenzalas teszi a spermium kromatinjat a DNS specifikus
probak szamara hozzaférhetdvé. A kovetkezd 1épés a dehidracio, melyet 70, 85 és 95%-0s
etanol sorozattal végeztiink.

A spermiumok FISH vizsgalatahoz triple-color FISH probat alkalmaztunk. Az
aneuploidia meghatdrozasahoz az irodalomban elfogadott ajanlés szerint hdrom kromoszéma
szambeli eltérését vizsgaljuk, a 17-es (D17Z1, SpectrumAqua), az X- (DXZ1,
SpectrumOrange) ¢és az Y-kromoszoma (DYZ1, SpectrumGreen) (Abbott/Vysis)
centromerdjahoz kotddod probak segitségével.

A FISH-vizsgélat a probédkat gyarto cég altal javasolt protokoll szerint tortént.

A proba és a minta denaturdcidja 76 °C fokon tortént 3 percig. A hibridizacié nedves
kamraban, 36 °C fokon 16-18 6ran keresztiil zajlott (Hybrite, Abbott/Vysis, Des Plaines, IL,
USA). A hibridizacié utdni mosast 50% formamid/2X natrium citrat (SSC) oldatokkal
végeztiik 42 °C fokon 15 percig. A targylemezeket ezt kdvetdéen 2X SSC oldattal dblitettiik le
szobahémérsékelten, 10 percig, majd 2X SSC/ 0.1 % NP -40 oldattal 5 percig.

Mosas utan a sejtmagot 4°- 6 diamidino-2 - phenilindol (DAPI) festékkel festettiik
meg (Abbott/Vysis, Des Plaines, IL, USA).

A spermiumok kromoszéma rendellenességének meghatarozasdhoz kenetenként 5000
spermiumot elemeztiink. Az atlagos hibridizacidés hatékonysdg >98%-0s volt. A vizsgalat
értekelésehez Zeiss Axioplan2 (Carl Zeiss, Jena, Germany) fluorescens mikroszkopot és ISIS

szoftvert (Metasystems, Althussheim, Germany) hasznaltunk.
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A 17-es autoszomat valasztottuk az autoszomalis rendellenességek detektaldsahoz,
mert ezen kromoszoma aneuploidia frekvencidja megegyezik az Osszes autoszéma atlagos
aneuploidia frekvenciajaval (0.12%) {33, 47, 48, 41, 49}.

A spermiumok értékelése soran az irodalomban hasznalt kritériumokat alkalmaztuk
{50}. Az altalanosan elfogadott eljaras szerint, a nulliszoOmiat nem értékeltiik, mivel a szignal
hidnya lehet nulliszoémia illetve hibridizacidés hiba miatt is. Azon sejtmagokat, amik atfedtek

egymassal illetve nem volt benniik szignal kihagytuk az elelmzésbdl.

24 XY 46 XY

23Y 24YY 24 XX
23X

24 Y +17 24 X, +17

46,YY
46,XX
7. ébra. Spermiumok értékelése multicolor FISH vizsgalat soran

A spermiumot diszomiasnak tekintettiik, ha a fejben ugyanazon szinti fluorescens
szignalbdl kettd egyforma méretiit €s intenzitasut lattunk, egymastol legalabb egy szignalnyi
tavolsagra, ugyanabban a sikban nézve. Diploidia sordn minden szignalbol kettdt detektaltunk,

a fenti kritériumok teljesiilése mellet (7. abra).

22XAXx2+2xB+C=D

A: autoszomalis diszomia frekvencia

B: nemi kromoszoma diszomia frekvencia

C: diploidia gyakorisag

D: a minta becsiilt szambeli kromoszéma aneuploidia gyakorisagai
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8. abra. A becsiilt szambeli kromoszom rendellenesség szamolasara alkalmazott

képlet

A spermium diszémia frekvencia és a becsiilt kumulativ aneuploidia frekvencia szamitésa
az irodalomban elfogadottak szerint tortént (8. abra) {47}.

Anilin kék festés (AB festés)

Az ejakulatumbol kenet készitettiink. Ecetsavval 3,5-es pH értékre beallitott, 5%-0S
anilin kék festékben (Sigma Co., St. Louis, MO, USA) festettiik a targylemezeket 5 percig,
majd csapvizzel leoblitettiik, szobahOmérsékleten vald szaradds utdn értékeltik a
spermiumokat {40}. Az érett spermiumban a hiszton fehérjék kicserélédnek protaminokra,
ezek a spermiumok viladgosan festddnek. A részleges cserén atesett sejtek kozepes festddést
mutatnak, mig a nagymértékben zavart szenvedett spermiumok sotétre festddnek. A halvany
festodés érett spermiumot, a kozepes festddés érésében karosodott spermiumot, a sotét
festddés pedig éretlen spermiumot jelez (9. abra).

Kenetenként minimum 200 spermium keriilt érétkelésre 100x  objektivvel,

olajimmerzids nagyitassal, fénymikroszkoppal.

e kozepes
AN\
Yty »
/\ P vilagos
sotét ¢ 7 *
.o, ¢
* © )'?" )

9. abra. Anilin kék festés spermiumon
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A spermiumot é€rettnek, normalnak értékeltiik amennyiben halvanyan fest6dott anilin
kékkel. A kozepes ¢€s sotét festddést mutatatd spermiumokat korosnak tekintettiik. Az
eredmény a festdddé ¢és nem festddd sejtek szézalékos értékében adtuk meg. Azt az

ejakulatumot tartjuk normalnak, melyben a fest6do6 sejtek aranya < 20%-nal {51}.

Spermium hialuronsav kotodési vizsgalat (HBA teszt)

Az ejakulatum szobahdmérésékleten torténd elfolyosddasa utan 3 oran beliil végeztiik
a HBA tesztet (MidAtlantic Diagnostics, Martlon, NJ, USA). Az ondomintabol 10 ul-t a
hialuronsavval bevont lemez kdzepére pipettaztunk. Rahelyeztiik a CELL-VU fed6lemezt. A
teszt leirasanak megfeleléen minimum 10, de nem t6bb mint 20 percig szobahdmérsékleten
inkubalodott a minta. Ez alatt az id6 alatt torténik meg a spermiumok hialuronsavhoz vald
kotodése. Az értékelés fénymikroszkoppal torténik, 100x nagyitas alatt.

A kotott motilis és nem kotott motilis spermiukot szamoltuk meg. A kotédési
szazalékot megkapjuk, amennyiben a kotott motilis spermiumok szdmat osztjuk az Gsszes

motilis spermium szammal, majd szorozzuk 100-zal (10. abra).

Kot6édési szazalék= 100 x

10. abra Spermiumok hialuronsavhoz val6 kotddésének vizsgalata
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Statisztikai analizis

Az adatok normalitdsanak vizsgalata Kolmogorov-Smirnov teszttel tortént. A legtobb
adat nem normal eloszlast mutatott, ezek elemzéskor a Mann-Whitney U tesztet, normal
eloszlast mutatd adatok Osszehasonlitdsa soran t-probat alkalmaztuk. A korrelaciok
vizsgalatakor Spearman rho-t szamitottunk. Statisztikailag szignifikansnak a 0,05-nél kisebb p
értékeket tartottuk. Minden statisztikai szamitast SPSS Statisztikai szoftver 22,0-es vérzidjaval

végeztiink (IBM Corps., Armonk, NY, USA).
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EREDMENYEK

1. tanulmany. Spermiogram eltérések elemzése heretumoros betegeknél.

A vizsgalt 10 éves periddusban 119 betegnek tortént onkologiai javallati spermium
fagyasztas és tarolas. A vizsgéalat a kemoterépia, illetve a sugarkezelés megkezdése elott
tortént. A vizsgalt 11 éves periddusban a spermium fagyasztast kérdk szama dinamikusan

ndtt. Az utolsé évben 25 onkologiai javallati spermium fagyasztés tortént (11. abra).

30 ~
esetszam

25 H Non-Hodgkin
kor: 14 beteg

20 - i Hodgkin-kér:
37 beteg

151 i Heredaganat:
68 beteg

10 A

5 -

életkor
O .

11. 4bra. A 11 ¢év alatt a fagyasztva taroldsok szadmanak évenkénti valtozasa

betegségcsoportonként

A betegek 57%-a (n=68) heretumoros (TC) volt, atlagéletkoruk a betegség
diagnosztizalasakor 22,7 év (16-42), a median 27 év. Hodgkin-kér (HD) miatt tortént a
fagyasztasok 31%-a (n=37), a betegek atlagéletkora 24,6 év (17-34). Non-Hodgkin-
lymphomas (NHD) volt betegeink 12%-a (n=14), atlagéletkor 28,6 év (17-39). Betegeink
¢letkori megoszlasa a 12. abran lathato. A férfiak 69%-a (n=82) nem toltotte be a 30. életévét

a tumoros betegség diagnosztizalasakor.
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Statisztikailag szignifikans eltérést talaltunk a heretumoros és a Hodgkin-kéros (22,7 év
versus 24,6 év; p=0,01) valamint a heretumoros és non-Hodgkin-kéros betegek (22,7 év
versus 28,6 év; p=0,003) ¢letkora kozott, ugyanakkor nem volt statisztikailag szignifikans a

kiilonbség a Hodgkin-koros és non-Hodgkin-koros betegek kora kozott (24,6 év versus 28,6

év; p=0,17).
25 - ,
esetszam 29
20 -
15 -
M Heretumor
H Hodgkin koér
10 i Non-Hodgkin-kor
5 .
0 - életkor

16-18 19-21 22-24  25-28 29-31 32-34  35-37 3840 41-42

12. dbra A laboratériumunkban fagyasztasra jelentkezd heretumoros, Hodgkin-

koros és non-Hodgkin-koros betegek életkori megoszlasa

Az ondominték jellemzdit tiintettiik fel a 5. és 6. tablazatban. A TC betegek koziil 9-nek
(13,2%), a HD csoportban 4 betegnek (10,8%), a NHD csoportban 1 betegnek (7,2%) nem
volt spermium az ejakuldtumédban, vagyis mar a tumorellenes kezelés megkezdése elott
azoospermidsak voltak. Ezekben az ondomintdkban a spermium koncentracié 0 x10%/ ml, ami
miatt ezen betegeket a tovabbi elemzés soran kiilon csoportba soroltuk, vagyis az
oligozoospermias betegek kozott nem szerepelnek az azoospermids betegek adatai. A
spermium koncentracio atlaganak szamitasanal szintén fontosnak tartottuk kihagyni az

azoospermias betegeket, hiszen a 0-as érték beszamolasa lefelé torzitotta volna adatainkat.
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Eletkor Azoo- Nomrozoo- Oligozoo- Alacsony 0ssz- | Sperm. konc.
(atlag) spermia spermia spermia spermium szam (x10%/ml)
(>15x10%ml) | (<15x10%ml) (<39 x10°/ml) (atlag)
n % | n % n % n %
Heretumor 997
(TC) ' 9 |132%| 21 |309% | 38 55,9% 35 51.5% 24,9 (1-75)
(16-42)
n=68
Lymphoma 258
(HD+NHD) . 5 10% 14 27% 32 63% 23 45% 32.8 (1-110)
(17-39)
n=51
Osszes 26.6
0 0 0, 0, -
=119 (17-42) 14 111.8%| 35 |29,4% | 70 58,8% 58 48.7% 28.3 (1-110)
5. tablazat. Heretumoros, ¢és lymphomas betegek ondomintiinak jellemzdi,

tumorellenes kezelés megkezdése elott

crer

x10%ml) felettinek talaltuk. TC esetén ez a betegek 30,9%-at (n=21), HD esetén 29,7%-4t

(n=11) mig NHD esetén 21,4%-at (n=3) jelentette. Az oligozoospermias betegek aranya a TC

csoportban 55,9% (n=38), a HD csoportban 59,5% (n=22) és a NHD csoportban 71,4%

(n=10) volt. A teljes spermium szdm (spermium koncentraci6 x ondodtérfogat) alapjan a

mintak 48,7%-a (n=70) keriilt a referenciahatar (39 x10° spermium/ejakuldtum) ald. A

spermium koncentracié (az azoospermias betegek kivétele utan) a TC csoportban 24,9

x10%/ml, a HD csoportban 30,9 x10%ml, a NHD csoportban pedig 37,4 x10%ml volt. Minden

érték referencia érték feletti.

Eletkor Az00- Nomrozoo- Oligozoo- Alacsony 0ssz- Sperm.
(atlag) spermia spermia spermia spermium szam konc.
(>15x10%ml) (<15x10%ml) (<39 x10%/ml) (x10%/ml)
n %| n % n % n % (atlag)
Hodgkin koér 246
(HD) (17_'34) 4 1108%| 11 | 297% | 22 | 59,5% | 20 54,0 | 30,9 (1-76)
n=37
Non-
in ké 28.
g\l"Hdg')““ kor (1783?9) 1 |72% | 3 | 214% | 10 | 714% | 3 214 | 37,4 (1-110)
n=14

6. tablazat.

Hodgkin-koros

jellemzdi, tumorellenes kezelés megkezdése elott

¢s Non-Hodgkin-kéros betegek spermiogramjanak
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A legalacsonyabb spermium koncentracidt a heretumoros betegek kozott talaltuk, itt volt
az azoospermias betegek aranya is a legmagasabb. Spermium koncentracido szempontjabol
szignifikans kiilsnbséget talaltunk a heretumoros és NHD betegek kozott (37,4 x10%/ml vs.
24,9 x10%/ml; p=0,03), nem volt szignifikans a kiilonbség a Hodgkin-kor és non-Hodgkin-
koros betegek kozott (30,9 x10%ml vs. 37,4 x10°ml; p=0,22), és a Hodkin-koros és
heretumoros betegek spermium koncentracioja kozott sem (30,9 x10%ml vs 24,9 x10%/ml;
p=0,09).

A lymphomas betegekbdl egy csoportot képezve a spermiumkoncentracid tekintetében
szignifikans kiilonbséget kaptunk a heretumoros csoporthoz képest (32,8 x10%/ml vs. 24,9
x10%/ml ;p=0,03).

A heretumoros betegek koziil 45 esetben allt rendelkezésilinkre szdvettani diagnozis. Ez
alapjan a képeztiik a seminoma (n=19, 42%) és non-seminoma (n=26, 58%) csoportot. Az 5.
tablazatban tiintettiik fel az eredményeket. A seminoma csoportban szignifikansan magasabb a
spermium koncentracié (26,11 x10%ml vs. 21,5 x10%/ml; p<0,02), de tdbb az azoospermiés

esetek aranya is (7 . tablazat).

Térfogat Sperm. Ossz Nomrozoo- Oligozoo- Azoo-
(ml) konc. spermium spermia spermia spermia
(x10%/ml) szam (>15x10%ml) | (<15x10%ml)

(4tlag) (x10)) n % | n % %
Seminoma 2,84 26,1 72,2 10 52,7% 5 26.3% 21%
(n:19)
Non- 0 0 0
seminoma 2,6 21,5 62,7 8 30,8% 15 57,7% 11,5%
(n:26)

7. tablazat. Heretumoros (n=45) betegek adatai szovettani csoportositas szerint
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2. tanulmany. Heretumoros betegek fertilitisinak utinkovetése

A kérdoiviinkre valaszt ado 59 péciensiink atlagos életkora 27 év (16-41 ¢év) volt a
fagyasztas igénybevételekor, 32 év (21-47 év) a tanulmanyunk végzésekor. A betegek 71%-a
(n=42) 30 év alaltti volt a kérd6iv kitoltésekor. A kérdésre, hogy voltak-e, illetve vannak-e
csaladtervezési tervei a heretumor kezelése ota, 53% (n=31) valaszot igennel. A reproduktiv
tervek fennalldsanak idejérdl nincs adatunk. Természetes uton 13 beteg parjanal jott létre
terhesség, asszisztalt reprodukcios technikat fagyasztva tarolt spermium felhasznéalasaval 7 par
vett igénybe.

A természetes Uton fogant Osszesen 18 terhesség atlagosan 4,4 évvel (1-10 év, median:
3.5 év) a kezelés megkezdése utan jott 1étre. A 18 terhességbdl 4 végzddott spontan vetéléssel
a 12. terhességi hét eldtt. Ezek koziil egy ikerterhesség volt. Két nem kivant terhesség esetén
pedig terhességmegszakitas tortént. Az tovabbi 12 terhesség élvesziiléssel végzddott, 8 leany

¢és 4 it ujsziilott sziiletett

N Fagyasztas-
Diagnézis Ter- kori spermium
Nr. ota eltelt ; Vetélés Sziilés .., Szovettan Kezelés
évek hesség koncentracio
(x10%/ml)

L 3 1 . 1 30,8 non- kemoterdpia
seminoma

2 10 1 - 1 30,6 hon kemoterapia
seminoma

3. 3,4,6 3 1 2 16,6 seminoma irradiacio

4, 3 1 - 1 39,2 seminoma irradiacio

5. 3,8,9 3 2 1 47,5 seminoma irradiacio

6. 6 1 1 - 18 seminoma irradiacio

£ 4 1 - 1 7 hon- kemoterapia
seminoma

8. 1,3 2 - 2 40 seminoma irradiacio

9. 5 1 - 1 <1 seminoma irradiacio

0. 5 1 1 . 15,6 non- kemoterdpia
seminoma

11. 1 1 - 1 16,5 seminoma kemoterapia

1z 3 1 1 - 14 non- kemoterépia
seminoma

13. 3 1 - 1 25 seminoma irradiacio

8. tablazat. Spontan fogant terhességek jellemzoi
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Azon betegek fagyasztaskori spermium paramétereit elemeztiik, akiknél spontan terhesség
jott 1étre. A betegek koziil 7-nek 20 x106/ml, 3-nak 15 x106/ml alatti volt a fagyasztaskori
spermium koncentracidja. Egy esetben pedig stulyos oligozoospermia volt jelen, vagyis a
spermium koncentracid kevesebb volt, mint 1 x106/ml. Két terhesség is a heretumor
diagnozisa utan 1 évvel jott 1étre, a kemoterapia illetve a sugarkezelés utan még egy év sem
telt el (8. tdblazat).A fagyasztott dndomintat 7 beteg (11,9%) hasznalta fel in vitro fertilizacids
technikdhoz. Az atlagos tarolasi id6 4,1 év (1-9 év, median: 3 év) volt. A fagyasztott minta
felhasznalasaval 6 terhesség jott 1étre, 4 élvesziiléssel (2 leany, 2 fin) és 2 pedig az elsd
trimeszter soran spontan vetéléssel végzodott. Az igy sziiletett gyermekeknél nem ismert

fejlodési rendellenesség vagy nagyobb megbetegedés (9. tablazat).

Diagnézis 6ta Fagyasztaskori
Nr. , Terhesség Vetélés Sziilés spermium koncentracié
eltelt évek o
(x10°/ml)

! 9 1 - 1 <1
2 . 1 - 1 39
3 9 1 - 1 6.8
4 4 1 1 N <1
> 2 ! 1 - 21
0 3 1 - 1 60
! ! - ) - 1,4

9. tablazat. A fagyasztva tarol minta felhasznalasanal eredményei in vitro fertilizacio

soran

3. tanulmany. Spermium funkcionalis, genetikai és epigenetikai vizsgalata

heretumor esetén — eredmények

Spermiogram elemzésének eredményei

A tanulményban szerepld betegek spermiogram eredményeirdl tablazatot készitettiink,
mely elsésorban a heretumoros betegcsoport jellemzésére szolgal (10. tablazat). a

normozoospermias csoportnak minden paramétere a referencia értek feletti. Az infertilis,
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oligozoospermias csoportba olyan betegeket valogattunk, akiknek a morfoldgia és motilitas

referencia hatar feletti, tehat csak a spermium koncentracio csokkent.

Heretumoros betegek(TC) Infertilis, Normozoo-
Osszesen Normozoo- | Oligozoo- oligozoo- spermias (NZ)
spermias spermias Spermias
(TCN) (TCO) betegek (10)
N (esetszam) 28 20 8 20 20
Eletkor (év) 28,9 (18-47) | 29,7 (18-47) | 27,1 (21-34) | 27,1(21-34) | 29,7 (18-47)
Spermium
koncentricio 27,7 (6-65) 35,0 (18-65) | 9,6 (6-14) 7.2 (1-14) 73,4 (18-160)
(x10%/ml)
Térfogat (ml) 330,872 | 31(11-7.2) | 370857 | 381570 | 31(156,0)
Ossz spermium 86,3 108 32,2 28,4 2227
szam (x10°) (11,2-417,6) | (28,6-417,6) | (11,2-57,0) (3,0-84,0) (46,8-576,0)
Morfolégia (%) 7,1 (0-16) 8,5 (3-16) 3,8 (0-6) 7,0 (4-15) 12,7 (4-28)
Progressziv 27,6 (12-53) | 29,9 (13-53) | 22,0 (12-35) | 34,9 (32-39) | 43,6 (33-71)
motilitas (%)
Ossz 41 (23-70) 44 (23-70) | 33,8 (26-47) | 50 (42-68) 62,2 (42-88)
motilitas(%)
Ossz motilis 35,8 45,9 10,3 14,3 134,6
Spe”‘(‘;‘l'g;)szam (5,3-111,7) (8,6-111,7) | (5,3-16,5) (1,7-50,4) (24,8-350.8)

10. tablazat. A vizsgalt csoportok spermiogram jellemzdi (atlag, tartomany)

Szambeli kromoszoma rendellenességek vizsgalata FISH modszerrel

A FISH vizsgalatok eredményeit a 11. tablazatban foglaltuk Ossze. A 68 személy
mintajaban 0sszes 342 000 spermiumot értékeltiink, betegenként atlagosan 5 030-at.

Az X/Y hanyados minden csoportban 1:1-hez kozeli volt. A magasabb 17-es
kromoszoma diszomia frekvenciat talaltunk a 10 csoportban a TC és NZ csoporthoz képest, ez
a becsiilt szdmbeli kromoszoma rendellenességekben is megmutatkozott. Becsiilt szambeli
kromoszoma rendellenességek tekintetében szignifikdns kiilonbséget talaltunk az 10 és NZ

csoport (p<0.001), az 10 és TCO csoport TCO (p=0.008) valamint az IO és TCN csoport
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(p<0.001) eredményei kozott, ugyanakkor nem kiillonbozott a NZ és TC, TCO és TCN, NZ és

TCN, NZ és TCO csoportokban (11. tablazat). A NZ csoport eredményei nem kiilonboztek az

oligozoospermias heretumoros betegekétdl sem nemi kromoszoma diszoOmiaban, sem 17-es

kromoszéma diszomiaban sem becsiilt kromoszoma rendellenességek el6fordulasi
gyakorisagaban.
Heretumoros betegek(TC) Infertilis, Normozoo-
Osszesen Normozoo- Oligozoo- ollgozoo— spermias (NZ)
oz " spermias betegek
spermias spermias (lO)
(TCN) (TCO)
N (esetszam) | 28 20 8 20 20
X/Y arany 1,05 1,04 1,04 1,07 1,07
(1,00-1,08)* | (1,01-1,08)* | (1,0-1,07)°¢ | (1,01-1,17)**¢ | (1,03-1,10)"¢
Nemi 0,37 0,37 0,37 0,43 0,35
kromoszéma | () 24.0,52)* | (0,24-0,52) (0,26-0,44)b (0,21-0,54)""’b'C (0,22-0,44)°
diszomia (%)
XY diszomia | 0,15 0,14 0,15 0,19 0,15
(0,06-0,20) (0,06-0,20) (0,06-0,18) (0,09-0,25) (0,11-0,18)
XX diszémia | 0,12 0,12 0,12 0,13 0,11
(0,08-0,18) (0,08-0,18) (0,08-0,14) (0,05-0,17) (0,07-0,15)
YY diszémia | 0,09 0,09 0,09 0,10 0,08
(0,06-0,14) (0,06-0,14) (0,06-0,12) (0,04-0,15) (0,04-0,15)
17,17 0,07 0,06 0,08 0,11 0,08
diszomia (0,02-0,14)* | (0,02-0,10)° | (0,02- (0,04- (0,05-0,11)°
0,14)° 0,15)%Pcd
Osszes 0,15 0,14 0,17 0,32 0,19
diploidia (%) | (0,06-0,24)*" | (0,06-0,24)" | (0,11- (0,07-0,47)*%&" | (0,12-0,36)"°"
0,24)%°
XY diploidia | 0,07 0,07 0,08 0,15 0,09
(0,04-0,14) (0,38-0,10) (0,05-0,14) (0,05-0,21) (0,06-0,14)
XX diploidia | 0,05 0,04 0,05 0,11 0,07
(0,02-0,08) (0,19-0,08) (0,02-0,08) (0,02-0,15) (0,04-0,12)
YY diploidia | 0,03 0,03 0,04 0,07 0,04
(0,01-0,08) (0,01-0,08) (0,02-0,06) (0,01-0,13) (0,02-0,10)
Becsiilt 3,89 3,60 4,61 6,19 4,17
szambeli (1,52-7,20)* | (1,64-5,62)° | (1,52-7,20)° | (2,50- (2,82-5,87)"
kromoszéma 8 21)a,b,c,d
rendellenesség !
(%)

11. tablazat. A fluoreszcens in situ hibridizacié eredményei. Vizsgalt paraméterenként

minden csoportot Osszehasonlitottunk, ahol szignifikans kiilonbséget talaltunk
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(p<0.05), ott ugyanazzal a betiivel jeloltik meg a csoportokat. (A tablazatban
atlagértékek és tartomanyok szerepelnek)

Anilin kék festés eredményei

Az anilin kék festés eredményeit a 12. tablazatban foglaltuk Ossze. A 68 személy
mintdjaban Osszes 15 564 spermiumot értékeltlink, betegenként atlagosan 229-et. Az AB
fest6dd sejtek ardnya 16,9% volt a normozoospermias, 45,7% az oligozoospermias, 23% a
heretumoros, 19,9% a TCN valamint 30,7% a TCO csoportban. A kiilonbséget
szignifikdnsnak talaltuk az 10 és NZ (p<0,001), IO és TC (p<0,001), IO és TCO (p<0,001),
TCO és TCN (p=0,028), NZ és TCO (p=0,005) és a 10 és TCO (p=0,011) csoportok kozott.
Nem volt kiilonbség a NZ és TC valamint az NZ és TCN csoport eredményei kozott.

A 20 normozoospermias férfi mintai koziil 2-nek (10%) volt 20%-nal tobb AB-val
fest6dé spermium arany értéke ( 48,6% és 24,6%), ezen mintak spermium koncentracioja
18x10%/ml and 26 x10%ml volt. Az IO csoportban minden minta AB festédési szazaléka a
normal érték feletti volt (28-68%). A heretumoros csoportban a AB festodési arany 5-53%

kozotti volt, normal eredményt 17 esetben (60,7%) talaltunk.

Heretumoros betegek(TC) Infertilis, Normozoo-
oligozoo- spermias (NZ)
Osszesen Normozoo- Oligozoo- spermias betegek
spermias spermias (10)
(TCN) (TCO)
N (esetszam) 28 20 8 20 20
AB festodo
; 23.0 b 30.7 45.7 (23- ot
k 9 (5-47)" 16.9 (7-49)"
Sej,ete . (5_53)a 19 9 (5 47) (11_53)[),0,6 69)a,d,e,f ( )
aranya (%)

12. tablazat Anilin kék (AB) festédés eredményei. Minden csoportot
Osszehasonlitottunk, ahol szignifikans kiilonbséget talaltunk (p<0.05), ott
ugyanazzal a betlivel jeloltiik meg a csoportokat. (A tablazatban atlagértékek és

tartoméanyok szerepelnek)
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Spermium hialuronsav kotoédési vizsgalat eredményei

A normozoospermias csopOrtban atlagosan a mozgd spermiumok 81,1%-a, az
oligozoospermids csoportban a 41,9%-a, €és heretumoros csoprotban a 56,9%-a kotodott a
hialuronsavhoz. A TCN csoportban ez a 60,9%, a TCO csoportban pedig 46,8% volt. A HBA
teszttel meghatarozott kotodési szazalék a normozoospermids csoportban magasabbnak
bizonyult mind az infertilis, oligozosopermias csoporténal (p<0,001), mind a heretumoros
csoporténal (p<0,001).

Az 10 csoport azonban alacsonyabb ko6tddési szazalékot mutatott, mint a heretumoros
csoport (p=0.019). A kiilonbség az 10 és TCO (p=0,007), NZ és TCN (p<0,001) és az NZ és
TCO csoport (p=0,001) kozott volt szignifikans (13. tadblazat). Nem kiilonboztek a TCO és
TCN csoprto valamint a IO és TCN csoport eredményei.

A normozoospermids csoportban csak 2 minta (10%) kotddési szazaléka volt a kritikus
60% alatti (55% ¢és 58%), ez a két minta volt a szinte két legalacsonyabb (26 x10%ml és 30
X106/m1) spermium koncentracidju is. Az infertilis, oligozoospermias csorotban 16 minta

(80%), a heretumoros csoportban 10 minta (35,7%) esetében talaltunk alacsony kot6dési

szazalékot.
Heretumoros betegek(TC) Infertilis, Normozoo-
oligozoo- spermias
Osszesen Normozoo- Oligozoo- spermiis betegek (N2)
spermias spermias (TCO) (10)
(TCN)

N (esetszam) 28 20 8 20 20
Hialuronsav 56,9 d of 81,1
otodes (%) | (g.gyypd | 600 (10-87)° | 468 (B-T0)' | 419 (068" | (oo tucay

13. tablazat. Hialuronsav kotodés eredményei. Minden csoportot 0sszehasonlitottunk,
ahol szignifikans kiilonbséget talaltunk (p<0.05), ott ugyanazzal a betlivel jel6ltiik

meg a csoportokat. (A tablazatban atlagértékek és tartomanyok szerepelnek)
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Szovettan alapjan torténo csoporotositas eredményei

A heretumoros csoportot szovettani eredmény alapjan két csoportra osztottuk,

seminoma (n=16) és non-seminoma (n=12) csoportra.

A két csoport kozott nem talaltunk kiilonbséget €letkorban (30,4 év versus 27,1 év;

p=0,16), spermium koncentracioban (31,4 x10°ml versus 22,7x10°ml; p=0,226), X/Y

aranyban (1,05 versus 1,1; p=0,982), nemi kromoszéma diszémidban (0,37 versus 0.4;

p=0,214), 17-es kromoszéma diszoémiaban (0,07 versus 0,1; p=0,599), 6ssz diploidiaban (0,14

versus 0,15; p=0,19), becsiilt szdmbeli kromoszoma rendellenességben (3,86 versus 3,93;

p=0,239), HS kotédési szazalékban (57 versus 57%; p=0,45) és AB fest6d6 sejtek aranyaban

(21 versus 26%; p=0,133) sem (14. tablazat).

Heretumoros betegek(TC)

Osszesen Seminoma Non-seminoma
N (esetszam) 28 16 12
Eletkor (év) 28,9 (18-47) 30,4 (18-47) 27,1 (21-33)
Spermium 27,7 (6-65) 31,4 (6-65) 22,7 (7-52)

koncentracié (x10°/ml)

X/Y arany

1,05 (1,00-1,08)

1,05 (1,01-1,08)

1,1 (1,00-1,08)

Nemi kromoszoma
diszomia (%0)

0,37 (0,24-0,52)

0,37 (0,24-0,52)

0,4 (0,26-0,44)

17,17 diszémia

0,07 (0,02-0,14)

0,07 (0,02-0,14)

0,1 (0,02-0,11)

Osszes diploidia (%)

0,15 (0.06-0.24)

0,14 (0,06-0,24)

0,15 (0,08-0,24)

Becsiilt szambeli
kromoszéma
rendellenesség (%)

3,89 (1,52-7,20)

3,86 (1,64-7,2)

3,93 (1,52-5,61)

Hialuronsav kotodési
szazalék

56,9 (8-87)

57 (32-82)

57 (8-87)

Anilin kék fest6do
sejtek aranya

23 (5-53)

21 (7-41)

26 (5-53)

14. tablazat. Heretumoros betegek szOvettani tipus szerinti csoportositisa, €s az

eredmények. Szignifikéns kiilonbséget nem talaltunk.(A tablazatban atlagértékek

¢s tartomanyok szerepelnek)
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Korrelacios analizis eredményei

A vizsgalt paraméterek kozotti korrelacio elemzéséhez a 10 és NZ csoportbol kontroll

csoportot alkottunk, igy a spermium koncentréacio széles spektrumat kapjuk (1-160 x10°/ml).

A spermium koncentracio, becsiilt kromoszéma rendellenesség, hialuronsav kotodési szazalék

¢s anilin kék festddd sejt arany kozotti korrelacids analizist a kontroll csoporton és a

heretumoros csoporton is elvégeztiik.

A kontroll csoportban statisztikailag szignifikans (p<0,001) korrelaciét talaltunk a

spermium koncentracio ¢és HS kotddés (Spearman rho=0,842),

a becsult szambeli

kromoszéma rendellenességek (Spearman rho=-0,642) és AB festddd sejtek aranya kozott

(Spearman rho=-0,876); valamint a becsiilt szambeli kromoszoma rendellenesség és a HS

kotddés (Spearman rho=-0,678) és a AB festddd sejtek aranya kozott (Spearman rho=0,559);

tovabba a HS kotédés és AB fest6do sejtek aranya kozott (Spearman rho=-0,811) (13. abra).

Kontroll csoport Spermium Becsiilt szambeli Hialuronsav Anilin kék
(Nz+10) koncentracioé kromoszéma kotédési szazalék festodés
rendellenesség

Spermium 0 -0,642* 0,842* -0,876*
koncentracio
Becsiilt szambeli
kromoszéma 0 -0,678* -0,559*
rendellenesség
Hialuronsav kotédési 0 -0,811*

szazalék

15. tablazat.

Korrelacios vizsgélattal talalt korrelaciés egyiitthatok a vizsgalt

paraméterek kozott a kontroll (IO+NZ) csoprotban (*=p<0.001)

A heretumoros csoportban ezzel szemben csak a spermium koncentracio és a becsiilt

szambeli kromoszdma rendellenességek kozott talaltunk szignifikdns 6sszefliggést (Spearman

rho=-0,642). A tobbi altalunk vizsgalt paraméter kozott nem tudtunk szignifikans korrelaciot

kimutatni (16. tablazat),
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Heretumoros csoport Spermium Becsiilt szambeli Hialuronsav Anilin kék
(TC) koncentracio kromoszéma kotédési szazalék festodés
rendellenesség
Spermium
0 -0,646* 0,248 -0,342
koncentracio
Becsiilt szambeli
kromoszéma 0 -0,233 0,212
rendellenesség
Hialuronsav kotodési
0 -0,189
szazalék

16. tablazat. Korrelacios vizsgalattal talalt korrelacidos egyiitthatok a vizsgalt

paraméterek kozott a heretumoros (TC) csoportban (*=p<0.001)

Anilin kék festddés kiilonb6z6 eredményei (vilagosan, koézepesen és sotéten fest6dod
sejetek ardnya) és a spermium koncentracio, becsiilt szambeli kromoszoma rendellenesség €s
hialuronsav kotodési szazalék kozotti sszefiiggések vizsgalatat is elvégeztiik.

Szignifikans (p<0,005) korrelaciot taldltunk minden AB festddési paraméter és
altalunk vizsgalt mas értékek kozott, de a legerdsebb az irodalmiban hasznaltnak megfeleléen

az anilin kékkel festddo sejtekkel volt.

Kontroll csoport (I0+NZ) Spermium Becsiilt szambeli Hialuronsav kotodési
koncentracio kromoszéma szazalék
rendellenesség
Vilagosan fest6dé sejtek 0,876* -0,559* 0,811*
Kozepesen fest6dé sejtek -0,876* 0,432* -0,703*
Sotéten fest6do sejtek -0,765* 0,538* -0,781*
Fest6do sejtek
-0,876* 0,559* -0,811*
(sotét+kozepes festodés)

17. tablazat. Az anilin kék festddés eredményei és a spermium koncentracio, becsiilt
szdmbeli kromoszéma rendellenesség €s hialuronsav kotddési szazalék kozotti

Osszefliggések vizsgalata (*=p<0,005)
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13. dbra. Korrelacié az anilin kék (AB) festddd sejtek szazalékos ardnya, a
spermium koncentracio, a becsiilt szambeli kromoszoéma rendellenesség aranya

és a hialuronsav (HS) k6t6dési szazalék kozott a kontroll (NZ+10) csoportban.
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MEGBESZELES

A heretumoros betegek spermiogramjanak elemzése alapjan elmondhato, hogy a
spermatogenezis mar a tumorellenes kezelés megkezdése eldtt zavart szenved, melyet az
ejakulatum mennyiségi mutatdinak csokkenése jelez. A vizsgalt anyagunkban az onkoldgiai
javallatd spermium fagyasztasra jelentkez6 betegek 11,8%-a azoospermias volt a betegség
diagnozisakor. Bar a kezelés utani fertilitds nem josolhatd meg a kezelés el6tti spermium
paraméterekbdl, de a kezelés megkezdése elott jelentkezd azoospermia nem jelent jo
prognozist.

A daganatos betegség miatt spermium Kkrioprezervaciora jelentkezé betegek
atlagéletkora 26,6 év, ezek kozil a heretumoros betegek atlagéletkora 22,7 év volt.
Magyarorszagon 2011-ben a nok atlagosan 28,3 évesen sziilték az elsé gyermekiiket {60}. A
férfiak ¢életkorardl ilyen adat nem all rendelkezésre. A 2008-ben apava valt férfiak
atlagéletkora 32,8 év {61}. Mindazonaltal jol tiikrozik ezek az adatok a fertilitas megdrzésnek
fontossagat a vizsgalat betegcsoportban. A fiatal tumoros betegek csaladtervezése sokszor el
sem kezd6édott, és ha igen, akkor sem zarult még le.

Az onkologiai javallata (heretumor, Hodgkin-kor, non-Hodgkin-kor miatt tortént)
spermium fagyasztaskor tapasztalt spermiogram elemzése soran a legrosszabb adatokat a
heretumoros betegek csoportjaban kaptuk. Az azoospermias betegek aranya ebben a
csoportban a legmagasabb, és az azoospermias betegek kihagyasaval szamolt spermium
koncentracio atlagat is itt talaltuk a legalacsonyabbnak.

A kiilonb6z0 csoportokban az atlagos spermium koncentracié a referencia hatar feletti
volt, de ezek az értékek mind elmaradnak az atlagpopulacioétol. Fontos tovabba az is, hogy

crer

koncentraciok atlaganak kiszamitasédhoz.
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Az 0ssz spermium szamot elemezve azt lathatjuk, hogy a referencia értékként
megadott 39 Milloé spermium/ejakulatum értékt6l a heretumoros és Hodgkin-koros betegek
tobb mint fele elmarad.

A spermium koncentraciot tekintve a heretumoros betegek értéke a legrosszabb,
szignifikansan alacsonyabb, mint a non-Hodgkin-kérosoké, de nem kiilonbozik statisztikailag
szignifikans modon a Hodgkin-koéros csoporttol. Itt a szovettan szerinti, illetve a betegség
stadiuma szerinti elemzéstél varhatunk tovabbi magyarazatot, de sajnos ilyen adatok nem
minden beteg esetén alltak rendelkezésiinkre.

Bar a spermatogenezis defektusa mar a daganatos betegség felismerésekor igazolhato,
a nemzOképesség megdrzdsére napjainkban az egyetlen, biztonsdgosan alkalmazhato, effektiv
modszer a spermium fagyasztds. A tumorellenes kezelés gonadotoxicitasa illetve a paciens
jovobeli fertilitisa nem josolhatdé meg. Emiatt minden fertilis koru, malignus betegségben
szenvedd férfit tijékoztatni kell a kezelés lehetséges mellékhatisairdl, és a spermium
fagyasztva tarolas lehetéségérol {1}.

Az altalunk talalt eredményeket irodalmi adatok is aldtamasztjadk. Chung és
munkatarsai szerint a heretumoros betegek 28%-a, a Hodgkin-koros betegek 27%-a
oligozoospermias a betegség diagnozisakor {52}. Mas tanulmanyok azt talaltak, hogy a
Hodgkin-koros betegek ejakulatum paraméterei 47-67%-ban térnek el a normaltol. Nem
tudtak Osszefliggést kimutatni a betegség stadiuma és az ejakulatum jellemz6i kozott {53}.
Van Casteren 764 fiatal, kiilonb6z6 tumoros megbetegedésben szenvedé férfi adatait dolgozta
fel, és azt talalta, hogy a heretumoros betegeknek szignifikdnsan alacsonyabb volt a spermium
koncentraciojuk, mint mas tumoros betegeké {32}. Mas kozlések szerint a spermium

krioprezervaciora jelentkezé tumoros betegek 9,7-17,3%-a mar a diagnoziskor azoospermias

{29}.
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A kérddives vizsgalatunk eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a fagyasztva tarolt
mintak felhasznalasa 11,9%-os volt, mely az irodalomba leirt 4,7- 12,5%-0s adatok kozott
magasnak tekintheté {54, 55, 56}.

Gyermekvallalasi szandékrol 31 gyogyult heredaganatos beteg szamolt be a kérddivet
visszakiildok koziil (31/59, 53%). Természetes uton 13 férfi partnerének fogant Gsszesen 18
terhessége. A terhességig atlagosan eltelt id6 4,4 év volt. ART-ra 7 beteg (7/31; 22,5%)
fagyasztva tarolt mintaja keriilt felhasznalasra. Irodalomban fellelheté adatok szerint a
heretumor diagnosztizalasatdl az elsé gyermek sziiletéséig atlagosan eltelt id6 7 év. Az esetek
5-22%-ban van sziikség asszisztalt reprodukcios technika igénybevételére {32, 57}. Egy, a
heretumor kezelése utan 1étrejott spontan terhességi aranyrol is beszdmolo tanulmanyban 218
beteg koziil 20 partnerénél jott 1étre természetes uton terhesség (9,17%), a betegek 7,5%-a
hasznalta fel a fagyasztva tarolt mintat, és ez a beavatkozas 49%-ban végzodott élvesziiléssel
{32}. Az eddigi legnagyobb multicentrikus tanulmany arr6l szamol be, hogy a heretumoros
betegek a fertilitasa 91-r61 67%-osra csokken a tumorellenes kezelés utan {58}. A fertilitasnak
a terhességi rata illetve a terhességig eltelt id6 jO mérdszamai, de ebben a specidlis
betegcsoportban azt sem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy a heredaganatbol meggydgyult
betegek csak egy harmada szeretne gyermeket {59}%.

A heretumor diagnozisakor tapasztalt rossz spermiogram jellemzdok melletti 11,9%-0s
fagyasztott spermium felhasznalas, valamint a jonak itélhetd spontan terhességi arany (13/31,
42%) szemben allnak egymassal. Azokat a mintakat elemezve ahol késobb spontan terhesség
jott 1étre megallapithatjuk, hogy a fagyasztaskori spermium koncentracio széles spektrumon
mozog (<1 x10%/ml — 47,5 x106/ml), egy esetben 1 x10°/ml alatti, harom esetben 15 x10%/ml
alatti 7 esetben 20 x10%ml alatti volt. A kezelés utani fertilitis nem josolhaté meg a kezelés
eldtti spermium paraméterekbdl, hiszen mas tényezok is szerepet jatszanak a nemezdképesség

esetleges csokkenésében.
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Eredményeink alapjan fontosnak tartottuk a spermiumok nem csak mennyiségi, hanem
mindségi jellemzését is, kisérletes munkank ezt hivatott vizsgalni. Tudomasunk szerint eddig
ilyen nagy esetszdmu heretumoros csoporton nem tortént a kezelési el6tti ejakulatum ilyen
széles korii vizsgalata, mely nem csak a konvencionalis spermiogram eredményét elemezte,
hanem kiegészitette genetikai, epigenetikai és funkcionalis vizsgalattal is. Tovabba a tumor
hatdsanak vizsgéalata céljabol az 1igy kapott eredményeket nem csak egészséges,
normozoospermias kontroll csoporthoz, hanem infertilis, oligozoospermias betegcsoporthoz is
hasonlitottuk. A szdvettani tipus szerinti elemzést is elvégeztiik.

Az eredményeink azt mutatjdk, hogy nincs kiilonbség a heretumoros ¢és
normozoospermias betegek spermiumaban X/Y arany, nemi kromoszoéma diszémia, 17-es
kromoszéma diszémia, diploidia ¢és becsiilt szdmbeli kromoszéma rendellenesség
szempontjabol, bar a spermium koncentracio ¢s HS kotddési szazalék eredményei
szignifikansan rosszabbak a heretumoros csoportban.

Tovabba, az aneuploidia frekvencia és anilin kék festés eredménye akkor sem
kiilonbozott, ha az oligozoospermids heretumoros csoport eredményeit vetettilk Ossze a
normozoospermiassal. A normozoospermids heredaganatos és  oligozoospermids
heredaganatos csoport kozott a spermium koncentracioban és anilin  kék fest6dés
bizonyult az infertilis, oligozoospermias csoportban, mint a heretumoros csoportban. Ha az
oligozoospermias heretumoros alcsoportot hasonlitom az infertilis, oligozoospermias
csoporthoz, a kiilonbségek akkor sem tiinnek el.

Az infertilis, oligozoospermias és normozoospermias csoportokbdl kialakitott kontroll
csoport vizsgalati eredményei kozott szignifikans korrelacidkat taldltunk. A spermium
koncentracio korrelalt az aneuploidia arannyal, a HS kotddési szdzalékkal, az anilin kék festés

eredményével; a HS kotodési szazalék kapcsolatot mutatott az anilin kék festéssel valamint a
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becsiilt szambeli kromoszoma rendellenességekkel. Szignifikans, de gyengébb kapcsolatot
tudtunk kimutatni az anilin kék festédés és aneuploidia k6zott, mely eredményt alatamasztja
az a megfigyelés, mi szerint a kromatin kondenzacidja befolyasolja a sejthez a FISH vizsgalat
soran hasznalt proba hibridizacidjat, igy himivarsejtek egy populacidja nem vizsgalhato {62}.
A korrelacios vizsgalatunk eredménye megfelel az eddig publikalt eredményeknek, miszerint
nem tumoros betegek spermium koncentracidja, aneuploidia frekvencidja €s fertilizacios
potencialja (HS kotédési képesség) egymassal 0sszefliggd jellemz6i az ejakulatumnak {49,
63}. Ezzel ellentétben a heretumoros csoport eredményei kozott csak egy szignifikans
korrelaciot tudtunk kimutatni (a spermium koncentracié és becsiilt szambeli kromoszoma
rendellenesség kozott). Ez azt jelenti, hogy a spermium koncentracidé nem jelzi elére a
spermiumok mindségi mutatdit ebben a betegcsoportban. Ezen megallapitas tovabbi
bizonyitast igényel.

A heretumor ¢és infertilitds hatterében napjainkban ko6zds etioldgiat feltételeznek
(testicularis dysgenesis syndroma) {19}. Lehetséges magyarazata a heretumoros ¢és
normozoospermias csoport kozotti spermium koncentracio kiilonbségnek az intratesztikularis
valtozasok (tumor 4&ltal kivaltott helyi gyulladas, gyulladasos citokinek és mas faktorok
emelkedett szintje, a here miitéte miatti helyi szdveti trauma) és a kornyezeti tényezok
(betegség, kezelés miatti stressz) kovetkeztében kialakuld spermatogenetikus defektus. Ennek
eredményeként a TC betegek ejakuldtumanak mennyiségi mutatodiban észlelt csokkenés nem
feltétleniil jar egyiitt mindségi romlassal is, mint példaul spermium aneuploidia vagy mag
kondenzacios zavar.

Korabban leirtdk, hogy a spermatogenezis a heretumorhoz kézelebbi részén a herének
nagyobb fokban karosodott, mint a tumortol tavol esé teriileten vagy az ellenoldali herében
{64}. A periférian vagy a kontralateralis herében jelen 1év6 ITGCN szintén oka lehet a

spermatogenezis karosodasanak. A heretumoros betegek ellenoldali heréjében az esetek 5%-
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ban van jelen ITGCN, mely szignifikans kapcsolatban all a csokkent spermatogenezissel és
tesztikularis atrofiaval {8,9}.

Sok tanulmany jelent meg ami a tumoros betegek kezelés eldtti rossz ondomindségét
irja le {13, 14, 15, 16}. Egy Hollandidban végzett felmérés, amelybe 764 tumoros férfit
vontak be azt talalta, hogy az 64%-ban az ejakulatum koros paraméterekkel bir, és az Osszes
tumoros beteg koziil a heretumoros betegek (n=292) birnak a legalacsonyabb spermium
koncentracioval {65}. A vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy heretumor esetén bar alacsonyabb
az 4atlagos spermium koncentracio (27,7 x10°ml) mint az egészséges normozoospermias
csoportban, de az értéke a referencia hatar feletti.

Egy francia nemzeti tanulmany 1158 heretumoros férfi adatait elemezte. Azt talalta,
hogy az azoospermia és stlyos oligozoospermia fennallasa fiiggetlen a tumor szovettani
tipusatol illetve a betegség staddiumatdl. Ugyanakkor a spermium koncentracid és az Ossz
spermium szam alacsonyabb a betegség III. stadiumaban, itt sem volt a szovettani tipus
befolyasolo hatasa kimutathato. Ez is azt a feltételezést tamasztja ala, miszerint elsédlegesen a
tumor mérete van hatassal a spermatogenezisre {66}.

A krioprezervacid egy effektiv, megbizhatd ¢és elérheté modja a fertilitas
megOrzésének. A fagyasztva tarolt ejakulatumot késobb asszisztilt rerpodukciora fel lehet
hasznalni. Az eredményeink azt mutatjdk, hogy a heretumoros beteg mintdi, mely a
kemoterapia illetve a sugarkezelés megkezdése elott kerililnek lefagyasztasra, nem hordoznak
emelkedett rizikot szambeli kromoszoma rendellenességek tekintetében, akkor sem, ha a
spermium koncentracio alacsony. Megfigyeltik még, hogy a normozoospermias illetve
oligozoospermias heretumoros betegek mintai kdzott nincs kiilonbség a mindségi mutatokban
(aneuploidia, fertilizacios potencidl, mag kondenzacid). Ezt tamasztja alda a tumoros
betegektdl szarmazo, fagyasztott spermiumot felhasznaldsaval torténd ART soran elért 33-

56%-o0s sikerességi arany {32, 22}. Azt is leirtak, hogy a fagyasztas és fagyasztva tarolas
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folyamata nem befolyasolja a spermiumok becsiilt szambeli kromoszéma rendellenességek
el6fordulasi aranyat {30}.

Egy munkacsoport a muticolor FISH moddszerrel detektalt spermium aneuploidia
frekvenciat hasonlitotta Gssze 5 kezelés elott 4llo6 heretumoros betegnél, ¢és ezeket
normozoospermids kontrollokkal hasonlitotta 6ssze, de nem kalkulalt becsiilt szambeli
kromoszoéma rendellenességet {67}. A tanulmanyunkban ezzel szemben nem csak nagy
esetszadmban vizsgaltuk a tumoros betegeket, hanem egészséges ¢€s csokkent fertilitasu
betegekkel is 0sszevetettiik a talalt eredményeinket.

Bar még nem teljesen tisztazott, hogy a malignus betegség van-e hatassal a spermium
genomidlis integritdsdra, de az eredményeink is alatdmasztjak azt a kordbbi vizsgalatot,
melyben a spermium DNS integritasat vizsgaltdk 98 tumoros betegen ¢és egészséges
donorokon, és nem talaltak kiilonbséget a két csoport eredményei kozott {68}. Kiilonbozo
metodikak allnak rendelkezésre a spermium DNS fragmentacio megitélésére, mint példaul az
akridin narancs festés, az SCSA essz¢é (sperm chromatin structural assay-SCSA), a TUNEL
essz¢é (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nick-end labeling-TUNEL), és a comet
essz¢. Stahl és munkatarsai heretumoros betegek spermiumanak DNS integritasat vizsgaltak
TUNEL ¢és SCSA assayk alkalmazédsaval, eredményeik szerint a fagyasztasra keriild
ondominta nem hordoz emelkedett DNS fragmentacios aranyt {69}. Yagci és munkatarsai
akridin narancs festést hasznaltak kiséreleteik soran é€s korrelaciot talaltak a fertilizacios
potencialt jelz6é HS kotédési szazalék és a DNS integritas kozott {70}.

Az altalunk végzett vizsgalatban a HS kotédési szazalék alacsonyabb volt a
heretumoros csoportban a normozoospermiashoz képest. Tovabba a HS kotddés eredményei
nem Kkorrelaltak a spermium koncentracioval a tumoros csoportban. Ezek alapjan azt
feltételezziik, hogy a fertilizacids potencial a heretumoros betegeknél nem becsiilhetd meg a

spermium koncentraciobol. Tovabba az alacsony spermium koncentraci6 illetve HS kotédési
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szazalék nem feltétleniil jelez a tumoros csoportban emelkedett aneuploidia frekvenciat vagy
zavart mag kondenzaciot.

Azt talaltuk, hogy az anilin kékkel festddd spermiumok ardnya nem kiilonbozott az
normozoospermias és heredaganatos csoportban, de szignifikansan magasabb volt az infertilis,
oligozoospermids csoportban. Osszefiiggést talaltak a magasabb festddési aranyt mutatd
ejakulatumok és a habitualis vetélések {71} valamint az infertilitas k6zott {37, 72}. Korabban
kimutattak, hogy a hialuronsavhoz k6tddé spermiumok érettek, nem tartalmaznak perzisztalo
hiszton fehérjéket a normalisndl magasabb ardnyban, illetve nem hordoznak szambeli
kromoszoma rendellenességet sem {40, 41}.

A tanulmdny gyengeségei kozé tartozik az egyéb zavard tényezdkre (dohdnyzas,
kornyezeti, munkahelyi artalom) vald korrigdlds hianya. Nem 4all rendelkezésiinkre adat

tarsbetegségek és andrologiai betegségekrol.
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Uj megallapitisok

1. A heretumor indikacidjaval fagyasztva tarolt ondomintak spermiogramjanak elemzése
soran azt talaltuk, hogy a tumorellenes kezelés megkezdése elétt a betegek nyolcada (13,2%)
azoospermids, tobb mint fele (55,9%) oligozoospermids, és csak kozel harmada (30,9%)
normozoospermias. Osszeségében a betegek kétharamadanak (64,7%) alacsony az Ossz
spermium szdma. A heretumor miatt tarolt mintadk (n=68) jellemzdit 6sszevetve a lymphoma
miatt tarolt mintdkéval (n=51), a heretumoros csoportban a spermium koncentracid
szignifikdnsan alacsonyabbnak adodott, mint a lymphomas csoportban (24,9x10°%/ml vs.
32,8x10°%/ml).

2. A heretumor miatt krioprezervaciot igénybe vevok kérddives megkeresése soran
megallapitottuk, hogy az 59 valaszadd tobbségének (53%) gyermekvallalasi igénye
jelentkezett a heretumor kezelése utdn. Ezen parok kozel felénél (42%) fogant spontin
terhesség, koziiliik harman (23%) tobb gyermeket is nemzettek. A terhességig eltelt atalgos
1d6 4,4 év volt. Fagyasztva tarolt mintat 7 férfi haszndlta fel asszisztalt reprodukcids eljaras
végzeésehez, melyek eredménye 6 terhesség €s 4 élvesziilés volt. A felhasznaldsig atlagosan
eltelt id6 4,1 évnek adodott. A fagyasztva tarolt mintak felhasznalasa 11,86%-0s, mely
irodalmi adatok kozott magasnak szamit, ugyanakkor heretumor kezelését kovetden a
fertilitasi prognozis, bar széles egyéni variaciokkal, jonak mondhato.

3. Heretumoros betegek kemoterapia, illetve sugarkezelés el6tti spermiuménak becsiilt
szambeli kromoszoma rendellenesség frekvencidja nem kiilonbozik a normozoospermids
férfiakétol, az infertilis, oligozoospermias csoport eredményeitdl pedig szignifikdnsan jobb. A

crer

mintakat vetjiik ssze az infertilis, oligozoospermids csoporttal.
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4. Heretumoros betegek anilin kék festéssel detektalt mag kondenzacioja nem kiilonbozik a
normzoospermias csoportétol, szignifikdnsan jobb, mint az infertilis, oligozoospermias
csoporté. A heretumoros csoporton Dbeliil azonban az az oligozoospermias ¢€s
normozoospermids mintak kozott kiilonbséget mutattunk ki. Az oligozoospermias
heretumoros ¢és infertilis, oligozoospermids mintdk eredményei kozott nem volt kiilonbség
mag kondenzacios zavar tekintetében.

5. A heretumoros csoportban hialuronsav kotddési vizsgalattal meghatarozott fertilizacios
képesség alacsonyabb volt a normozoospermids csoportéhoz képest, de jobb volt az infertilis,
oligozoospermids csoporténal. Az oligozoospermids heretumoros csoprot eredményei is
jobbnak bizonyultak az infertilis, oligozoospermias csoportétol.

6. Az egyes paraméterek kozotti Osszefliggések vizsgalatara végzett korrelacids vizsgalattal
azt talaltuk, hogy a nem tumoros csoportban (kontroll csoport, mely az normozoospermids és
infertilis, oligozoospermids csoportok 0sszevondsaval jott 1étre) szignifikans kapcsolat van a
spermium koncentracio, a becsiilt kromoszoma aneuploidia frekvencia, az anilin kék festodés
eredményei kozott és a hialuronsav kotddés kozott. A legerdsebb kapcsolatot a spermium
koncentraci6é és kromatin kondenzécid, a spermium koncentracid és fertilizacids potencidl,
valamint a fertilizacids potencial és kromatin kondenzéacié kozott igazoltunk. Heretumoros
csoportban a vizsgalt paraméterek kozott nem taldltunk ilyen erds Osszefliggést. A
spermatogenezis defektusa oligozoospermiaval tarsult heretumorban ¢és infertilitasban
kiilonb6zd, heretumor esetén elsdsorban a a spermium éréshez kothetd fertilizacios potencial
csokkenése érvényesiil, mig férfi infertilitasban ezen tal emelkedett aneuploidia frekvenciaval
¢és kromatin dekondenzacioval is jar.

7. Eredményeink alapjan a heretumoros betegeknél jelen 1év0 oligozoospermia nem jar az
infertilis betegeknél megfigyelt romlé mindségi valtozasokkal, a heretumoros beteg esetén

nem jelent fokozott szambeli kromoszdéma rendellenességet vagy mag kondnezacios zavart. A
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hialuronsav kotddéssel jellemezhetd fertilizacios potencial a normozoospermids mintakhoz
képest heretumor esetén csokkent, de az infertilis, oligozoospermiasénal jobbnak mutatkozott.
Az onkologiai célbol fagyasztva tarolasra keriil6 ondominta késébbi felhasznélasa asszisztalt
eprodukcios célokra nem hordoz emelkedett genetikai kockdzatot, sem magasabb vetélési

kockézatot jelentd emelkedett aranyu mag kondenzacios defektust.
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OSSZEFOGLALAS

A reproduktiv koru férfiak leggyakoribb szolid malignus megbetegedése a heretumor,
melynek incidencidja az elmult évtizedekben jelentdsen ndvekedett. A betegek tulélése a
tumorellenes kezelés fejlddésének koszonhetden jo. Ismert azonban a heretumor és az
alkalmazott kezelések fertilitasra Kifejtett negativ hatasa is.

A spermiogram mennyiségi mutatdinak romldsardl sok kozlemény beszamolt.
Ugyanakkor kevés adat all rendelkezésre a spermiumok mindségi jellemzgirdl. A jelen kutatas
célja volt a heretumoros betegek spermiogram eltérésének elemzése, a betegek fertilitdsanak
utankovetése €és a spermiumok mindségi jellemzése, genetikai, epigenetikai és funkcionalis
szempontokbol.

A vizsgalatunk 68 heretumoros ¢és 51 lymphomas beteg spermiogram értékeinek
Osszehasonlitasaval kezdddott, mely soran megallapitottuk, hogy a heretumoros betegek
13,2%-a a betegség diagnozisakor azoospermias, az atlagos spermium koncentracidjuk pedig
alacsonyabb, mint a lymphomas betegeké.

Kérdoives felmérésiink ugyanakkor azt igazolta, hogy spontan terhesség a gyermeket
kivano parok 52%-nal jott l1étre, a fagyasztott spermium felhasznalas pedig 11,9%-0s volt.

Kisérleteinket 28 heretumoros beteg mintain végeztiik el, melyeket 20 infertilis,
oligozoospermids €és 20 normozoospermias férfi eredményeivel hasonlitottuk Ossze. A
heretumorosoktol szarmazo, tumorellenes kezelés megkezdése eldtti spermiumok nem
hordoznak nagyobb becsiilt szdmbeli kromoszoma rendellenességet, illetve nem tartalmaznak
tobb rezidualis hiszton fehérjét az egészséges férfiakhoz képest. A fertilizacios képességiikben
elmaradnak az egészségestol, de eredményeik jobbak, mint az infertilis betegeké.

A heretumoros betegeknek segitséget ad az eredményeink interpretalasa a

krioprezervacio illetve a fagyasztott minta felhasznalasaval kapcsolatos dontéshozatalban.
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SUMMARY

Testicular germ cell carcinoma (TC) is the most frequent solid tumor in men aged 15-
35 years. Its incidence has been doubled in the past decades. The use of chemo- and
radiotherapy combined with surgery has resulted in good survival rates. However, the tumor
itself and the anticancer treatment also can have negative effenct on spermatogenesis.

An increasing number of reports suggest that spermatogenesis is altered in TC patients
at the time of the diagnosis. However, the mechanism responsible for the decreased semen
quantity in patients with testicular cancer patients is not well understood. Aims of our study
were evaluating the semen parameters of patients with TC, follow-up to collect data on their
posttreatment fertility and to investigate sperm genetic, epigenetic and functional changes
caused by the cancer process.

We compared semen parameters of 68 TC patients to 51 men with lymphoma. In the
TC group 13,2% of the patientes were azoopermic at the diagnosis, furthermore mean sperm
concentration was also the lowest in this group.

Our follow-up study found that the posttreatment spontaneous pregnancy rate is 52%,
the time to pregnancy is 4,4 years in the studied group and the cryopreserved semen was
utilized in 11,9% of the cases.

We evaluated semen samples of 28 TC patients, 20 infertile, oligozoospermic men and
20 sperm donors. The results did not reveal any significant difference in estimated numerical
chromosome aberrations and AB staining results upon comparing the normozoospermic and
testicular cancer groups, although the functional test results were lower in the TC group.

The correct interpretation of these results can help young cancer patients in decision

making regarding cryopresrvation and utilisation of cryostored semen samples.
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