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1. Bevezetés

A diagnosztika, a kemoterapia ¢és irradiacios kezelések teriiletén végbement
fejlodésnek kdszonhetéen, a reproduktiv életkorban jelentkezé tumorok tulélése
napjainkra jelent6sen javult. A leggyakoribb fiatalkori solid tumor a hererak, melynek
incidenciaja az elmult évtizedekben jelentdsen nétt. Emiatt egyre nagyobb figyelem
fordul a tumorellenes kezelés késéi szovddményébdl, az esetleges gondatoxicitasbol
eredd infertilitasra. A fertilitas meglrzésére ezen betegcsoportban a napi gyakorlat
szintjén felmeriil az igény. A kezelés elbtti spermium fagyasztas lehetdséget ad a
késobbi gyermekvallalasra, akkor is, ha a kezelés, mely a talélést, gyogyulast jelenti,
infertilitast okoz.

A fagyasztva tarolt mintak mindségi jellemzdirdl kevés adat all rendelkezésre, mivel
eddig csak kis esetszamu vizsgalatok torténtek. Nagyobb tanulmanyok a kemoterapia
hatasat vizsgaljak. Bar a napi rutin diagnosztikaban alkalmazott WHO V. szerinti
ejakulatum elemzés a nemzoképesség megitélésére még napjainkban is gold
standardként szamon tartott modszer, nagyon fontos ebben a specialis betegcsoportban
nem csak a quantitativ, hanem a qualitativ elemzések elvégzése is. Ismert, hogy a
spermiogram elemei (spermium koncentracid, motilitas, morfoldgia) nincsenek szoros
Osszefiiggésben az adott minta genetikai, funkcionalis jellemz6ivel sem a fertilizacids
képességgel. A tumoros folyamat, illetve az altala triggerelt faktorok
spermatogenezisre kifejtett kozvetlen hatdsanak mechanizmusa sem teljes mértékben
tisztazott még.

Jelen disszertacié attekinti a heretumor klinikai jelent6ségét, etioldgiajat,
csoportositasat, kezelési lehetdségeit és a progndzist. Kiemelten foglalkozik a

heredaganat és az infertilitas kapcsolataval, amely hatterében allhat egyrészt a k6zos



etiologia, masrészt a daganatos betegség direkt hatasabol és a tumorellenes kezelés
gonadotoxikus szovédményébdl tevodik dssze.

A dolgozatban leirt vizsgélatok a fertilitas megdrzésének lehetdségét, ennek gyakorlati
vonatkozasait célozzak heretumoros és infertilis betegekben. Leird és experimentalis
modszerekkel vizsgaljuk a heretumoros betegek spermatogenezisét és fertilitasi
prognozisat. Osszehasonlitis torténik a normal, és infertilis esetben talalt
eredményekkel, mely elemzés betekintést ad a heretumor spermatogenezisre kifejtett

hatasara.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Heretumor

A here csirasejt eredetli tumora az 0sszes malignus megbetegedés kozel 1%-at, az
Osszes urologiai daganat 5%-at teszi ki. Ugyanakkor a 15 és 40 év kozotti férfiak
leggyakoribb rosszindulata solid daganata. El6fordulasi gyakorisaga az utdbbi 40
évben vilagszerte tobb mint kétszeresére nott. A nyugat-eurdpai orszagokban a
heretumor el6fordulasa 6-8/100 000 f6. A Nemzeti Rakregiszter adatai szerint
Magyarorszagon 2012-ben 645 0j heretumoros megbetegedés fordult eld. A bejelentett
esetek életkori megoszlasara jellemzd, hogy az életkori csucs 30 és 40 év kozott van, a
betegek 59%-a (378/645) pedig 40 évesnél fiatalabb.

A heredaganat pontos oka nem ismert. A betegek szama elsGsorban az iparilag fejlett
orszagokban emelkedik, ami kornyezeti tényezdk szerepére utal. Az ismert
velesziiletett hajlamosité tényezok koziil a cryptorchizmus a legelfogadottabb,
kockazati valoszinlisége 5,3. A heredaganat ismert csaladi el6fordulasa miatt a
genetikai hattér szerepe is felvetddott. Heredaganatos beteg testvérének kockazati
valosziniisége 8-10-szeres, daganatos apa fianak heredaganat kialakulasanak

valdsziniisége 4-6-Sz0ros.



A rosszindulatd heredaganat tobb mint 93%-a csirasejt eredetii tumor. Klinikai
szempontbol célszerli a csirasejt tipusti heredaganatokat két nagy szoévettani csoportra,
seminoma ¢€s non-seminoma tipust daganatokra osztani, mivel ez a kezelést és a
prognozist egyarant meghatarozza.

Az intratubularis csirasejt tumorr6l (ITGCN vagy carcinoma in situ) altalanosan
elfogadott, hogy felnéttekben az invaziv heredaganat prekurzora mind seminomak,
mind a non-seminomak esetén. Ismert az is, hogy infertilitds miatt végzett
herebiopszia kapcsan gyakrabban lathaté az ITGCN, 0-3,5% kozotti eredményekrdl
szamolnak be a tanulmanyok, az 4atlagos el6fordulds 0,74%. Jacobsen és
munkacsoportja tanulmanyukban megéallapitja, hogy infertilis betegek hererak
kockézata 1,6-szeres a normal spermium paraméterekkel rendelkezOkhoz képest.
Raman ezzel szemben hererak kialakulasara 20 x nagyobb rizikdt detektal infertilis
férfiak esetén, mint bizonyitottan fertilis egyéneknél.

Epidemiologiai tanulmanyok elemzése, valamint annak megfigyelése, hogy a
heretumor, infertilits, hereleszallasi zavar, hypospadiasis gyakorisiga az elmult
évtizedekben nott, egyiittesen alapozta meg a testicularis dysgenesis syndroma (TDS)
felismerését. Genetikai tényezok és kdrnyezeti faktorok egytitt alakitjak ki a korképet.
A fiimagzatot embrionalis fejlédése soran éré noxa okoz a here szomatikus és
germinalis sejtjeiben is valtozast. Az Leydig sejtek funkciézavar androgén
elégtelenséghez, ezen keresztil pedig hereleszallasi zavarhoz, hypospadiasis
kialakulasdhoz vezet. A Sertolli sejtek funkcidzavara rendellenes csirasejt
differenciaciot eredményez, mely megnyilvanulasai a microlithiasis, heretumor és
infetilitas. A testicularis dysgenesis syndroma tiinetei idében nem egyszerre
jelentkeznek, sorrendiség nem meghatarozhaté. Nem minden tiinet jelentkezik minden
betegnél. Minél sulyosabb azonban a TDS, annal nagyobb a valdszinlisége annak,
hogy heretumor alakul ki.

A heredaganat megalapozott gyantja esetén az elsé valasztandd kezelés (kevés

kivételtdl eltekintve) a primer tumor eltdvolitasa, melyre alkalmazott eljarasa a
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radikalis inguinalis semicastratio. A heretumor tovabbi kezelése a semicastratiot
kovetd szovettani vizsgalat, a stddium besorolas és a szérum tumormarker vizsgalatok
eredményének fiiggvénye.

A prognozis fiigg a heretumor szovettani képétdl (seminoma vagy non-seminoma), a
stadiumtol, és olyan tényez6ktdl, mint a tumormarkerek szintje és a tavoli metasztazis
elhelyezkedése. JO progndzisti seminoma esetén (esetek 90%-a) az 5 éves tulélés 86%-

0s, jO progndzist non-seminoma esetén (6sszes non-seminoma eset 56%-a) 92-94%.

2.2. Tumorellenes kezelés hatasa a fertilitasra

A kemoterapia gonadotoxikus hatasa sokat vizsgalt kérdés. A reproduktiv rendszerre
legartalmasabb kemoterapeutikumok a nitrogénmustar szarmazékok, mint példaul a
busulfan ¢és melfalan, és az alkildld szerek, mint példaul a cyclophosphamid és
procarbazin. A csirasejtes heretumoros betegeknél alkalmazott bleomycin, etoposid, és
cisplatin (BEP) protokoll kdzepes rizikot jelent a fertilitas megszinésére vonatkozoan.
A hereszovet, kiilonésen a germinalis sejtek érzékeny a sugarkezelésre. 4Gy-nél
nagyobb dozis alkalmazasa visszafordithatatlanul karositja a csirasejteket, és
medddséget okoz. A Leydig sejtek ellenallobbak ebben a tekintetben, 20 Gy felett

karosodnak.

2.3. Krioprezervacio

A fertilitas megOrzésére alkalmas modszer a spermiumok krioprezervacioja, mely a
spermiumok -196 °C-on vald tarolasat jelenti. Ezen a hémérsékleten a biokémiai
folyamatok ledllnak. A spermium fagyasztist minden ejakulacids funkciot illetve
spermatogenezist negativan befolyasold kezelés megkezdése elbtt (kemoterapia,
irradiacio, miitét) fel kell ajanlani a betegnek. A krioprezervacio és felolvasztas
folyamata az ondominta paramétereinek romlasat okozza.

Tanulmanyok igazoltak, hogy a fagyasztasnak nincs DNS fragmentaciot novel$ hatasa

¢és epigenetikai valtozdsokat sem indukal. Tovabba a fagyasztds nem befolydsolja sem

6



a szambeli kromoszoéma rendellenességének frekvenciajat, sem a nemi arinyt a
spermiumokban.
A gyogyult tumoros betegek fagyasztva tarolt mintdinak a felhasznaldsaval végzett

ART sikerességi aranya irodalmi adatok szerint 33-56%-0s.

2.4. Spermatogenezis és spermium biomarkerek

A spermatogoniumok spermiumma val6 alakuldsa a spermatogenezis, mely folyamat
harom f6 fazisra tagolhato: spermatocitogenezisre, meisosira és spermiogenezisre. A
spermatogoniumok osztédasa soran vagy A tipusu, vagy B tipusu spermatogonium
képzddik. Ez utobbi az elsérendli spermatocyta eléalakja. A spermatogoniumok
diploid sejtek, a szomatikus sejtekhez hasonldéan. Az ebbdl 1étrejovo elsdrendli rendii
spermatocytaban zajlik le a meiosis profazisa. Az els6 meiotikus o0sztodas
eredményeként jon létre a masodrendi spermatocyta. Ezutian lezajlik a masodik
meiotikus osztddas, igy jon létre a haploid genotipusi spermatida. A meiosis
folymatanak kiilonb6z0 zavarai kiilonb6z6 szambeli kromoszéma rendellenességet
(aneuploidiat  vagy  diploidiat)  eredményezhetnek, melyek  detektalasara
tanulmanyunkban a multikolor fluorescens in situ hibridizacios technikat alkalmaztuk.
A spermiogenezis soran alakulnak 4t a spermatidak érett himivarsejtté. A
spermiogenezis legfontosabb eseményei a kdvetkezdkben foglalhatok dssze:

-mag kondenzaci6, mely soran a spermium kromatin allomanya 6-10x kompaktabb
lesz, mint egy atlagos szomatikus sejté. Ezt a hiperkondenzalt allapotot a spermium
ugy éri el, hogy a hiszton fehérjéket elészor atmeneti fehérjék helyettesitik, majd ezek
protaminra cserélédnek. Infertilis betegeknél a protamin expresszié szignifikdansan
alacsonyabb, mint a bizonyitottan fertilis férfiak esetén. Ismert az is, hogy a kromatin
kondenzacié zavara jelen lehet morfologiailag ép spermiumok esetén is. Korabbi
vizsgalatok kimutattak tovabba a spermium hiszton csere defektusa esetén a megzavart
spermium érést. Az anilin kék festékkel a hiszton fehérjék festddnek, igy rezidualis

hiszton detektalasra ezt a modszert hasznaltuk.
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crer

(példaul hialuronidaz) talalhatdak.

- flagellum formacié az acrosomaval ellentéstes oldalon, spermium nyaki, farki
részének kialakulasa.

- citoplazma redukcidja, mely soran a sziikségtelen citoplazma allomanytol valik meg
a sejt. A plazmamembran remodellingje soran megjelennek a felszinen a hialuronsav
koté receptorok, melyek a petesejt zona pellucidijahoz valdo kotddésben, igy a
fertilizacids képességben jatszanak kulcsszerepet. Korabbi vizsgalatok bizonyitottak,
hogy csak az érett, citoplazma reteneciotél mentes, aneuploididt nem hordozd
spermium képes kotddni a hilauronsavhoz. Ezt a fertilizacidos potencialt jelzo
vizsgalatot hasznaltuk funkcionalis tesztként tanulmanyunkban.

Az andrologia teriiletén az objektiv spermium biomarkerek kifejlesztése oriasi
jelentdségii volt, hiszen megjosolhatova valt a spermium fertilizacios képessége, mely
a spermium koncentraciotol ¢€s motilitastol fliggetlennek bizonyult. Klinikai
tanulmanyok igazoltak, hogy a kreatin kindz (CK) festéssel kimutatott citoplazma
retencidé az érési folyamatban megrekedt spermiumot detektalja. Az inszeminaciok
soran a terhességi rataval a CK festddés eredményei korrelaltak, nem pedig a
motilitdst mintakkal végzett sikertelen IVF ciklusok hatterében is a magasabb CK
festddési arany igazolodott. A ismeretlen eredetd (unexplained) férfi infertilitas
hatterében a spermium éretlensége allhat, mely azonban nem feltétleniil okoz eltérés a
spermiogramban. A spermium mindségi jellemzésére szolgaldo vizsgalatok
(fluorescens in situ hibridizacio, anilin kék festés, DNS fragmentaciés vizsgalatok,
hialuronsav kotédés) eredményei 80%-ban megfelelnek egymasnak, de a spermium
koncentracioval illetve motilitassal valé kapcsolatuk jelentdsen gyengébb. Az
ugyanazon spermiumon torténé kiilonb6zé biomarker vizsgalatok eredményének
egyezése arra mutat, hogy amennyiben a spermium érése zavart szenved, ez

strukturalis és funkciondlis zavart okoz, mind a citoplazmatikus mind a nuklearis
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kompartmentben. Erre egy lehetséges magyarazat, a spermiumban kifejez6d6 HspA2
(heat shock protein- hsokk fehérje) chaperon fehérje tobbes funkcidja. Ez a fehérje a
meiosis soran, a szinaptonemalis komplex kialakitdsaban jatszik kulcsszerepet. A
spermatogenezisben pedig a DNS repair mechanizmusokat iranyité folyamatokban

vesz részt.



2.5. Célkitlizések

Az ¢értekezésem célja a heretumoros, fertilis koru férfiak spermatognezisének
jellemzése a Debreceni Egyetem beteganyagdn, a heredaganatos férfiak fertilitasi
prognézisanak felmérése kérddives kovetéssel, illetve a romld spermatogenezissel
kapcsolatban allo genetikai, epigenetikai, funkcionalis eltérések felderitése klinikai és
kisérletes kutatas segitségével, majd az eredmények interpretilasa a mindennapi
gyakorlat szamara. E célok megvalositasahoz az alabbi vizsgalatokat végeztem:

1. A heretumor indikacigjaval fagyasztva tarolt ondomintak spermiogramjanak
elemzése, eredmények Osszevetése mas, reproduktiv korban eléforduld tumor esetén
tapasztaltakkal.

2. A heretumor miatt krioprezervaciot igénybe vevok kérdéives megkeresése annak
felmérése céljabol, hogy hogyan valtozott a csalddtervezési szandék, mekkora a
fagyasztva tarolt mintak felhasznalasi aranya, mi lett az asszisztalt reprodukcids eljaras
kimenetele, valamint milyen a spontan 1étrejott terhesség aranya és kimenetele.

3. Normozoospermids, infertilis és adjuvans kezelés el6tt allo heretumoros férfiak
ejakulatumanak genetikai vizsgalata, a szambeli kromoszéma rendellenességek
eléfordulasi gyakorisaganak meghatarozasa multicolor FISH vizsgalattal.

4. Normozoospermias, infertilis és adjuvans kezelés el6tt allo heretumoros férfiak
ejakulatumanak epigenetikai vizsgalata, a mag kondenzacié zavara detektalasa
rezidualis hiszton fehérje anilin kék festésével.

5. Normozoospermias, infertilis és adjuvans kezelés el6tt allé heretumoros férfiak
ejakulatumanak funkcionalis funkcionalis vizsgalata, a fertilizacios potencialt jellemzd
hialuronsav kotédési vizsgalattal.

6. Korrelacios vizsgalat az egyes jellemzOk kozotti Osszefliggések felderitésére a
tumoros és nem tumoros csoportban.

7. A vizsgalatokban szerepld csoportoktdl szarmazé mintak vizsgalt jellemzoéinek
Osszevetése, a spermatogenezisre ¢és fertilitasi potencialra vonatkozd hasonlosagok és

kiilonbségek elemzése, klinikai kovetkeztetések levonasa céljabol.
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3. Betegek és mddszerek

3.1. Spermiogram eltérések elemzése heretumoros betegeknél

A Debreceni Egyetem, Sziilészeti ¢s Nogyogyaszati Klinika, Androlégiai és Spermium
Krioprezervaciés Laboratoriumdban 10 év alatt spermium fagyasztas céljabol
megjelent heretumoros (TC), Hodgkin- kéros (HD) és non-Hodgkin-lymphomas
(NHD) betegek (n=119) fagyasztas el6tti ondomintait elemeztiik. A betegek kemo-,
illetve sugarkezelést az ondovizsgalat elott nem kaptak, a heretumoros férfiak
semicastratio utan voltak. Az ondomintakat 3-5 nap karencia utan a WHO 2010. évi

iranyelvének megfelelden elemeztiik.

3.2. Heretumoros betegek fertilitisanak utankdvetése

A Debreceni Egyetem, Sziilészeti ¢s NOgyogyaszati Klinika, Andrologiai és
Krioprezervaciéos Laboratdériumaban 11 éves iddintervallumban heretumor miatt
fagyasztva tarolast kéré 86 betegilinket kerestik meg kérdéiviinkkel. Adatokat
gyljtottiink a betegeink csaladi anamnézisérdl, a heretumor kezelésérdl, heretumor
szOvettani tipusardl, gyermekvallalasi tervekrdl, amennyiben terhesség jott 1étre, Ggy

azzal kapcsolatos adatokrol, fagyasztva tarolt minta felhasznalasarol.

3.3. Spermium funkcionalis, genetikai és epigenetikai vizsgalata heretumor

esetén

3.3.1 A vizsgalatban részt vevék

Heretumoros betegek (TC)

A Debreceni Egyetem, Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikajanak, Andrologiai és
Krioprezervacios Laboratoriumaban spermium fagyasztva tarolds céljabol jelentkezd
28 heretumoros beteg ondomintait vizsgaltuk. A betegek semicastratio utan voltak, de
kemoterapia illetve sugarkezelés megkezdés el6tt. A TC betegeket a spermium

koncnetracié alapjan alcsoportokra osztottuk: oligozoospermias (TCO, n=8)
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(spermium koncentracié <15 x10%ml) és normozoospermias (TCN, n=20) (spermium
koncentracié> 15 x10%ml) csoportra. Szovettani tipus alapjan seminoma (n=16) ¢és

non-seminoma (n=12) csoportot képeztiink.

Infertilis, oligozoospermias betegek (10)

A Debreceni Egyetem, Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikajanak, Andrologiai és
Krioprezervaciés Laboratoriumaban illetve az Urologiai Klinika, Andrologiai
szakrendelésén infertilitds miatt jelentkez6 20 oligozoospermias betegek mintait

vizsgaltuk. A csoport tagjait korban illesztettiik a heretumoros betegekhez.

Normozoospermias férfiak (NZ)

A Debreceni Egyetem, Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikajanak, Androldgiai és
Krioprezervacidos Laboratoriumaban jelentkezé6 20 egészséges sperma donor
ondomintait vizsgaltuk. A normozoospermias betegek csoportjat korban illesztettiik a

heretumoros betegekhez.

3.3.2 Vizsgalati Modszerek

Spermium analizis

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

Health Organisation hatalyos iranyelvei alapjan végeztiik.

Fluorescens in situ hibridizacios (FISH) vizsgalat

A spermiumok FISH vizsgalatahoz harom FISH probat alkalmaztunk. Az aneuploidia
meghatarozasdhoz az irodalomban elfogadott ajanlas szerint harom kromoszéma
szambeli eltérését vizsgaljuk, a 17-es (D17Z1, SpectrumAgqua), az X- (DXZ1,
SpectrumOrange) és az Y-kromoszoma (DYZ1, SpectrumGreen) (Abbott/\Vysis)
centromérajahoz kotédo probak segitségével. A FISH-vizsgalat a probakat gyartd cég

altal javasolt protokoll szerint tortént. A spermiumok kromoszéma rendellenességének
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meghatarozasahoz kenetenként 5000 spermiumot elemeztiink. Az atlagos hibridizacios
hatékonysag >98%-os volt. A vizsgalat értékeléséhez Zeiss Axioplan2 (Carl Zeiss,
Jena, Germany) fluorescens mikroszképot és ISIS szoftvert (Metasystems,
Althussheim, Germany) hasznaltunk.

A 17-es autoszomat valasztottuk az autoszomalis rendellenességek detektalasahoz,
mert ezen kromoszoma aneuploidia frekvencidja megegyezik az Osszes autoszOma

atlagos aneuploidia frekvenciajaval (0,12%).

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. Az
érett spermiumban a hiszton fehérjék kicserélédnek protaminra, ezek a spermiumok
vilagosan festddnek. A részleges cserén atesett sejtek kdzepes festédést mutatnak, mig
a nagymértékben zavart szenvedett spermiumok sotétre festddnek. A halvany festédés
érett spermiumot, a kozepes festddés érésében karosodott spermiumot, a sotét festodés
pedig éretlen spermiumot jelez. A kdzepes és sotét festddést mutataté spermiumokat
korosnak értékeltik. Az eredmény a festddd és nem festddo sejtek szazalékos
értékében adtuk meg. Azt az ejakulatumot tartjuk normalnak, melyben a fest6d6 sejtek

aranya < 20%-nal.

Spermium hialuronsav kotodési vizsgalat (HBA teszt)

Az ejakulatum szobahdmérsékleten torténd elfolyosddasa utan 3 oran beliil végeztik a
HBA tesztet (MidAtlantic Diagnostics, Martlon, NJ, USA). Az értékelés
fénymikroszkoppal torténik, 100x nagyitas alatt. A hialuronsavhoz (HS) ké6t6tt motilis
és nem kotott motilis spermiumokat szamoltuk meg, majd ezen adatok

felhasznalasaval kotddési szazalékot kalkulaltunk.
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3.4. Statisztikai modszerek

Az adatok normalitasanak vizsgalata Kolmogorov-Smirnov teszttel tortént. A legtobb
adat nem normal eloszlast mutatott, igy az elemzéskor a Mann-Whitney U tesztet
alkalmaztuk. A korrelacidk vizsgalatakor Spearman rho-t szamitottunk. Statisztikailag
szignifikansnak a 0,05-nél kisebb p értékeket tartottuk. Minden statisztikai szdmitast
SPSS Statisztikai szoftver 22,0-es verzidjaval végeztiink (IBM Corps., Armonk, NY,
USA).

3.5. Etikai Bizottsagi Engedély

A tanulmanyba vald részvétel el6tt részletes irasbeli és szobeli tajékoztatas tortént.
Minden résztvevd irasbeli tajékozatdt kapott, belegyezo nyilatkozatot irt ala. Intézeti
etikai bizottsaggal rendelkeziink a vizsgalatunk végzéséhez (referencia szam: DEOEC

RKEB/IKEB: 2736/2008 and 2976/2012-EHR).
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4. Eredmények

4.1. Spermiogram eltérések elemzése heretumoros betegeknél-eredmények

A vizsgélt 10 éves periodusban 119 betegnek tortént onkologiai javallatii spermium
fagyasztas és tarolas. A betegek 57%-a (N=68) heretumoros (TC) volt, atlagéletkoruk a
betegség diagnosztizalasakor 22,7 év (16-42). 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). A TC
betegek koziil 9 (13,2%), a HD csoportban 4 (10,8%), a NHD csoportban 1 beteg
(7,2%) volt azoospermias. 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. Az teljes spermium szam (spermium koncentracié x ondotérfogat) alapjan a
mintak 48,7%-a (n=70) keriilt a referenciahatar (39 x10° spermium/ejakulatum) ala. 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.
Spermium koncentracié szempontjabol szignifikdns kiilonbséget talaltunk a
heretumoros és NHD betegek kozott, ugyanakkor nem volt szignifikans a kiilonbség a
Hodgkin-kor és non-Hodgkin-koros betegek valamint a Hodgkin-koros és heretumoros
betegek  kozott. A lymphomas betegekbdl egy csoportot képezve a
spermiumkoncentracié tekintetében szignifikans kiilonbséget kaptunk a heretumoros

csoporthoz képest.

4.2. Heretumoros betegek fertilitisanak utankovetése - eredmények

A kérddiviinkre valaszt adé 59 péaciensiink 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 alatti volt a kérd6iv kitdltésekor. A kérdésre, hogy voltak-e,
illetve vannak-e csaladtervezési tervei a heretumor kezelése ota, 53% (n=31) valaszolt

igennel. A reproduktiv tervek fennallasanak idejérdl nincs adatunk. Természetes titon
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13 beteg parjanal jott 1étre terhesség, asszisztalt reprodukcids technikat fagyasztva
tarolt spermium felhasznalasaval 7 par vett igénybe. A természetes uton fogant
Osszesen 18 terhesség atlagosan 4,4 évvel (1-10 év, medidn: 3,5 év) a kezelés
megkezdése utan jott létre. A 18 terhességbdl 4 végzddott spontan vetéléssel a 12.
terhességi hét elétt. Azon betegek fagyasztaskori spermium paramétereit elemeztiik,
akiknél spontan terhesség jott létre. A betegek koziil 7-nek 20 x10°%ml, 3-nak 15
x10°%ml alatti volt a fagyasztiskori spermium koncentracidja. Egy esetben pedig
stilyos oligozoospermia volt jelen, vagyis a spermium koncentracio kevesebb volt,
mint 1 x10%ml. Két terhesség is a heretumor diagnozisa utan 1 évvel jott 1étre, a
kemoterapia illetve a sugarkezelés utan még egy év sem telt el.

A fagyasztott ondoémintat 7 beteg (11,9%) hasznalta fel in vitro fertilizacios
technikahoz. Az atlagos tarolasi id6 4,1 év (1-9¢v, median: 3 év) volt. A fagyasztott
minta felhasznalasaval 6 terhesség jott 1étre, 4 élvesziiléssel (2 leany, 2 fi) és 2 pedig

spontan vetéléssel végzodott.

4.3. Spermium funkcionalis, genetikai és epigenetikai vizsgalata heretumor

esetén -eredmények

Szambeli kromoszéma rendellenességek vizsgalata FISH modszerrel

Az X/Y hanyados minden csoportban 1:1-hez kozeli volt. A magasabb 17-es
kromoszéma diszomia frekvenciat talaltunk az 10 csoportban a TC és NZ csoporthoz
képest, ez a becsiilt szambeli kromoszéma rendellenességekben is megmutatkozott.
Becsiilt szambeli kromoszoma rendellenességek tekintetében szignifikans kiilonbséget
talaltunk az IO és NZ csoport (p<0.001), az 10 és TCO csoport TCO (p=0.008)
valamint az IO és TCN csoport (p<0.001) eredményei kozott. Nem kiilonbozott a NZ
€s TC, TCO és TCN, NZ és TCN, NZ és TCO csoportokban. A NZ csoport eredménye
nem kiilonboztek az oligozoospermias heretumoros betegekétdl sem nemi
kromoszoma diszoOmidban, sem 17-es kromoszéma diszOmiaban és becsiilt

kromoszoma rendellenességek el6fordulasi gyakorisagaban sem.
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Anilin kék festés eredményei

Az anilin kék (AB) fest6dd sejtek aranya 16,9% volt a normozoospermias, 45,7% az
oligozoospermias, 23% a heretumoros, 19,9% a TCN valamint 30,7% a TCO
csoportban. A kiilonbséget szignifikansnak talaltuk az IO és NZ (p<0,001), IO és TC
(p<0,001), 10 és TCO (p<0,001), TCO és TCN (p=0,028), NZ és TCO (p=0,005) és az
10 és TCO (p=0,011) csoportok kdzott. Nem volt kiilonbség a NZ és TC valamint az
NZ és TCN csoport eredményei kozott.

Spermium hialuronsav két6dési vizsgalat eredményei

A normozoospermids csoportban atlagosan a mozgd spermiumok 81,1%-a, az
oligozoospermias csoportban a 41,9%-a, és heretumoros csoportban az 56,9%-a
ko6tddott a hialuronsavhoz. A TCN csoportban ez a 60,9%, a TCO csoportban pedig
46,8% volt. A HBA teszttel meghatarozott kotddési szazalék a normozoospermias
csoportban magasabbnak bizonyult mind az infertilis, oligozoosopermias csoporténal
(p<0,001), mind a heretumoros csoporténal (p<0,001). Az 1O csoport azonban
alacsonyabb kot6dési 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. Nem kiilonboztek a TCO és TCN csoport valamint
a IO és TCN csoport eredményei.

Szovettan alapjan térténd csoportositas 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 életkorban (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), becsiilt szdmbeli kromoszéma rendellenességben (3,86 versus
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3,93; p=0,239), HS kot6dési szazalékban (57 versus 57%; p=0,45) és AB fest6d6
sejtek aranyaban (21 versus 26%; p=0,133).

Korrelacios analizis eredményei

A vizsgalt paraméterek kozotti korrelacid elemzéséhez az 10 és NZ csoportbol
kontroll csoportot alkottunk, igy a spermium koncentracio széles spektrumat kapjuk
(1-160 x10%ml). A spermium koncentrici6, becsiilt kromoszéma rendellenesség,
hialuronsav kotddési szazalék és anilin kék fest6dd sejt arany kozotti korrelacios
analizist a kontroll csoporton és a heretumoros csoporton is elvégeztiik.

A kontroll csoportban statisztikailag szignifikans (p<0,001) korrelaciét talaltunk a
spermium koncentracié és HS kotddés (Spearman rho =0,842), a becsiilt szambeli
kromoszéma rendellenességek (Spearman rho=-0,642) és AB fest6d6 sejtek aranya
kozott  (Spearman  rho=-0,876); valamint a becsiilt szambeli kromoszoma
rendellenesség ¢és a HS kotddés (Spearman rho=-0,678) és a AB fest6do sejtek aranya
kozott (Spearman rho=0,559); tovabba a HS kotédés és AB festd6dd sejtek aranya
kozott (Spearman rho=-0,811).

A heretumoros csoportban ezzel szemben csak a spermium koncentracio és a becsiilt
szambeli kromoszoma rendellenességek kozott talaltunk szignifikans Osszefiiggést
(Spearman rho=-0,642). A t6bbi altalunk vizsgalt paraméter k6zott nem tudtunk

szignifikans korrelaciot kKimutatni.
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5.1. Megbeszélés

A heretumoros betegek spermiogramjanak elemzése alapjan elmondhatd, hogy a
spermatogenezis mar a tumorellenes kezelés megkezdése eldtt zavart szenved, melyet
az ejakulatum mennyiségi mutatdinak csokkenése jelez. A vizsgalt anyagunkban az
onkologiai javallati spermium fagyasztasra jelentkez6 betegek 11,8%-a azoospermids
volt a betegség diagnozisakor. Bar a kezelés utani fertilitdas nem megjosolhatd a
kezelés el6tti spermium paraméterekbol, de nem jelent jo progndzist a mar a kezelés
megkezdése elotti jelentkez6 azoospermia.

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

A kérdéives vizsgalatunk eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a fagyasztva tarolt
mintdk felhasznalasa 11,9%-os volt, mely az irodalomba leirt 4,7- 12,5%-0s adatok
kozott magasnak tekinthetd. Gyermekvallalasi szandékrol 31 gyogyult heredaganatos
beteg szamolt be a kérdoivet visszakiildok koziil (31/59, 53%). Természetes iton 13
férfi partnernek fogant 18 terhessége. A terhességig atlagosan eltelt id6 4,4 év volt.
ART-ra 7 beteg (7/31; 22,5%) fagyasztva tarolt mintaja keriilt felhasznalasra.
Eredményeink alapjan fontosnak tartottuk a spermiumok nem csak mennyiségi, hanem
mindségi jellemzését is, kisérletes munkank ezt hivatott vizsgalni. Tudomasunk szerint
eddig ilyen nagy esetszamu heretumoros csoporton nem tortént a kezelési el6tti
ejakulatum ilyen széles korli vizsgalata, mely nem csak a konvenciondlis spermiogram
eredményét vizsgalta, hanem kiegészitette genetikai, epigenetikai és funkcionalis
vizsgalattal is. Tovabba a tumor hatdsanak vizsgalata céljabol az igy kapott

eredményeket nem csak egészséges, normozoospermias kontroll csoporthoz, hanem
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infertilis, oligozoospermids betegcsoporthoz is hasonlitottuk. Valamint a szdvettani
tipus szerinti elemzést is elvégeztiik

Az eredményeink azt mutatjak, hogy nincs statisztikailag szignifikans kiilonbség a
heretumoros és normozoospermias beteg spermiumaban X/Y arany, nemi kromoszoma
diszoémia, 17-es kromoszéma diszomia, diploidia és becsiilt szambeli kromoszoma
rendellenesség szempontjabol, bar a spermium koncentracié és HS kotddési szazalék
eredményei szignifikdnsan rosszabbak a heretumoros csoportban.

Az aneuploidia frekvencia és anilin kék festés eredménye akkor sem kiilonbozott, ha
az oligozoospermias heretumoros csoport eredményeit vetettik Ossze a
normozoospermiassal. A TCN és TCO csoport kozott a spermium koncentracidban és
anilin kék festddés eredményében taldltunk eltérést. Minden altalunk vizsgalt mindségi
jellemzd rosszabbnak bizonyult az 10 csoportban, mint a heretumoros csoportban. Ha
a TCO alcsoportot hasonlitom az 10 csoporthoz ezek a kiilonbségek akkor sem tlinnek
el.

Az 10 és NZ csoportokbo6l kialakitott kontroll csoport vizsgalati eredményei kozott
szignifikans korrelaciokat talaltunk. A spermium koncentracio korrelalt az aneuploidia
arannyal, a HS kotddési szazalékkal, az anilin kék festés eredményével; a HS kotodési
szazalék kapcsolatot mutatott az anilin kék festéssel valamint a becsiilt szambeli
kromoszéma rendellenességekkel. Szignifikans, de gyengébb kapcsolatot tudtunk
kimutatni az anilin kék fest6dés és aneuploidia kozott, mely eredményt alatamaszt az a
megfigyelés, mi szerint a kromatin kondenzacidja befolyasolja a sejthez a FISH
vizsgalat soran hasznalt proba hibridizacidjat, igy himivarsejtek egy populacidja nem
vizsgalhato.

A Kkorrelacios vizsgalatunk eredménye megfelel az eddig publikalt eredményeknek,
miszerint nem tumoros betegek spermium koncentracioja, aneuploidia frekvenciaja és
fertilizacios potencialja (HS kotddési képesség) egymassal Osszefiiggd jelelemzoi az
ejakulatumnak. Ezzel ellentétben a heretumoros csoport eredményei kozott egy

szignifikans korrelaciot tudtunk kimutatni (a spermium koncentracid és becsiilt
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szambeli kromoszoma rendellenesség kozott). Ez azt jelenti, hogy a spermium
koncentraci6 nem jelzi elére a spermiumok mindségi mutatéit ebben a
betegcsoportban. Ezen megallapitas tovabbi bizonyitast igényel.

Az altalunk végzett vizsgalatban a HS kotédési képesség alacsonyabb volt a TC
csoportban a normozoospermiashoz képest. Tovabba a HS kotédés eredményei nem
korrelaltak a spermium koncentracioval a tumoros csoportban. Ezek alapjan azt
feltételezziik, hogy a fertilizacios potencial a heretumoros betegeknél nem becsiilhetd
meg a spermium koncentraciébol. Tovabba az alacsony spermium koncentraci6 illetve
HS kotédési szazalék nem feltétleniil jelez a tumoros csoportban emelkedett
aneuploidia frekvenciat vagy zavart mag kondenzaciot.

Azt talaltuk, hogy az anilin kékkel fest6dd spermiumok aranya nem kiilonbozott az

NC és TC csoportban, de szignifikansan magasabb volt az 10 csoportban.

5.2. Uj megallapitasok

1. A heretumor indikacidjaval fagyasztva tarolt ondomintak spermiogramjanak
elemzése soran azt talaltuk, hogy a tumorellenes kezelés megkezdése elott a betegek
nyolcada (13,2%) azoospermias, tobb mint fele (55,9%) oligozoospermias, és csak
kozel harmada (30,9%) normozoospermids. Osszeségében a betegek kétharamadanak
(64,7%) alacsony az 0ssz spermium szama. A heretumor miatt tarolt mintak (n=68)
jellemzGit Osszevetve a lymphoma miatt tarolt mintakéval (n=51), a heretumoros
csoportban a spermium koncentracié szignifikansan alacsonyabbnak adddott, mint a
lymphomas csoportban (24,9x10%/ml vs. 32,8x10%/ml).

2. A heretumor miatt krioprezervaciot igénybe vevOk kérdéives megkeresése soran
megallapitottuk, hogy az 59 valaszadd tobbségének (53%) gyermekvallalasi igénye
jelentkezett a heretumor kezelése utan. Ezen parok kozel felénél (42%) fogant spontan
terhesség, koziiliik harman (23%) tobb gyermeket is nemzettek. A terhességig eltelt
atalgos id6 4,4 év volt. Fagyasztva tarolt mintat 7 férfi hasznalta fel asszisztalt

reprodukcios eljards végzéséhez, melyek eredménye 6 terhesség és 4 élvesziilés volt.
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A felhasznalasig atlagosan eltelt idé 4,1 évnek adodott. A fagyasztva tarolt mintak
felhasznalasa 11,86%-os, mely irodalmi adatok kdzott magasnak szamit, ugyanakkor
heretumor kezelését kdvetden a fertilitdsi progndzis, bar széles egyéni varidciokkal,
jonak mondhato.

3. Heretumoros betegek kemoterapia, illetve sugarkezelés el6tti spermiumanak becsiilt
szambeli  kromoszéma rendellenesség  frekvencidgja nem  kiilonbozik a
normozoospermias férfiakétol, az infertilis, oligozoospermias csoport eredményeitdl
pedig szignifiknsan jobb. A kiilonbség megmarad akkor is, ha csak az alacsony
spermium koncentraci6ji  heretumoros mintakat vetjilkk Ossze az infertilis,
oligozoospermias csoporttal.

4. Heretumoros betegek anilin kék festéssel detektdlt mag kondenzicidja nem
kiilonbozik a normzoospermias csoportétol, szignifikansan jobb, mint az infertilis,
oligozoospermias csoporté. A heretumoros csoporton beliill azonban az az
oligozoospermias és normozoospermias mintak kozott kiilonbséget mutattunk ki. Az
oligozoospermias heretumoros ¢és infertilis, oligozoospermids mintak eredményei
kozott nem volt kiilonbség mag kondenzacids zavar tekintetében.

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

6. Az egyes paraméterek koOzotti Osszefliggések vizsgalatara végzett korrelacios
vizsgalattal azt talaltuk, hogy a nem tumoros csoportban (kontroll csoport, mely az
normozoospermids ¢s infertilis, oligozoospermias csoportok sszevonasaval jott 1étre)
szignifikans kapcsolat van a spermium koncentracid, a becsiilt kromoszéma
aneuploidia frekvencia, az anilin kék fest6dés eredményei kozott és a hialuronsav
kotédés kozott. A legerdsebb kapcsolatot a spermium koncentracid és kromatin

kondenzacid, a spermium koncentracié ¢és fertilizdcids potencial, valamint a
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fertilizacios potencial és kromatin kondenzacié kozott igazoltunk. Heretumoros
csoportban a vizsgalt paraméterek kozott nem taldltunk ilyen erds oOsszefliggést. A
spermatogenezis defektusa oligozoospermiaval tarsult heretumorban és infertilitasban
kiilonb6z6, heretumor esetén elsésorban a a spermium éréshez kothetd fertilizacios
potencial csokkenése érvényesiil, mig férfi infertilitisban ezen til emelkedett
aneuploidia frekvenciaval és kromatin dekondenzacioval is jar.

7. Eredményeink alapjan a heretumoros betegeknél jelen 1évo oligozoospermia nem jar
az infertilis betegeknél megfigyelt romlé mindségi valtozasokkal, a heretumoros beteg
esetén nem jelent fokozott szdmbeli kromoszéma rendellenességet vagy mag
kondnezacids zavart. A hialuronsav kdtodéssel jellemezhetd fertilizacids potencial a
normozoospermias mintdkhoz képest heretumor esetén csokkent, de az infertilis,
oligozoospermidsénal jobbnak mutatkozott. Az onkologiai célbdl fagyasztva tarolasra
keriild6 ondéminta késébbi felhasznaldsa asszisztalt eprodukcios célokra nem hordoz
emelkedett genetikai kockazatot, sem magasabb vetélési kockazatot jelenté emelkedett

aranyu mag kondenzacios defektust.
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