SPIS TRESCI (CONTENTY)

SPIS SKROTOW
STRESZCZENIE
SUMMARY
I. WSTEP

1. Organizacja chromatyny w ludzkim plemniku ...............
1.1. Biatka chromatyny plemnika ............cccoceriecrernennnnns
1.2. Model struktury chromatyny plemnika ...................

1.3. Model wewnatrzjadrowej topologii chromosoméw
PIEMNIKA ..ot

1.3.1. Lokalizacja centromerow i telomerow .................
1.3.2. Terytoria ChromoSOMOW ......c..ccccceververveveeeennenn

2. Aberracje chromosomoéw w limfocytach krwi obwo-
dowej u nieptodnych mgzczyzn .........ccceveveveneervennennen.

2.1. Mgzczyzni z nieptodnoscia idiopatyczna (normo-
ZOOSPCIINAA) 1.vevevererererressessseesesssesssesssssesesssssssssssssssssssssenns

2.2. Mgzczyzni z zaburzeniami spermatogencezy ...............

2.2.1 Nosiciele aberracji liczby i struktury chromoso-
MOW X TUD Y it

2.2.1.a. Mikrodelecje w chromosomie Y ..........ccceeuen.
3. Zaburzenia W mejozie U MEZCZYZN ......cccevveeeurerennnne.
4. Chromosomy plemnikéw u ptodnych mezczyzn ............

5. Chromosomy plemnikéw u nieptodnych mezczyzn
o prawidtowym kariotypie somatycznym ......................

5.1. Chromosomy plemnikéw u megzczyzn z zaburze-
Niami SPErmMAatOZENECZY .....c.evververvenvereererierrerrenteeeneenenneane

6. Chromosomy plemnikéw u nosicieli aberracji chro-
MOSOMOWYCH ..eeniiiieiieiicee e

6.1. Segregacja mejotyczna chromosomow w plemnikach
u nosicieli transloKacji ........ceoeeerererierieineieeeeeceene

6.1.1. Translokacje Wzajemne ..........cccceceecerereeneeeenene.
6.1.2. Translokacje robertsonowskie ..........ccccvevveruennens
6.2. Chromosomy plemnikéw u nosicieli inwersji .............
6.2.1. Nosiciele inwersji pericentrycznych ....................
6.2.2. Nosiciele inwersji paracentrycznych ...................

6.3. Chromosomy plemnikéw u nosicieli aberracji
liczby i struktury chromosomow X Iub Y ..o

6.3.1. Chromosomy plemnikéw u me¢zczyzn z delecjami
ChromOoSOMU Y ....viiiieiieieee e

6.4. Chromosomy markerowe a mgska nieptodnos¢ ............

6.5. Zaburzenia w mejozie a nieptodnos¢ — hipotezy
1 SPEKULACIE v

7

18

18
18

19
20
21
22

23

24

24

24
24
26
26
26
27

27

27
28

28

II. ZALOZENIA T CEL PRACY ..cuucveerereerensnessarseess
III. MATERIAL I METODY

1. Material biologICZNY ......ccccvveeevereieierieeienieeieieeeens
L1, PIemniki c.ooveveveeinieiieiiiciccccceeeceeee
1.2. Krew obwodowa .......c.cceeivieinreinincineieeeenees
1.3. Oocyty chomika ........cccovvieveniinieienieieceeiee s

1.3.1. Zezwolenie na prowadzenie do§wiadczen na zwie-
7253 1¢) | RSP S

2. MEOAY .evevieiieiieiieiieiesieeiee ettt
Bufory i ptyny hodowlane ..........ccccoevvevvivienienieeiennne,
2.1. Badanie kariotypu somatycznego .........c..c.ccceeeenene
2.1.1. Hodowla leukocytow krwi obwodowej ...............

2.1.2. Otrzymywanie preparatdéw i barwienie chromo-

2.2. Ksenogeniczna penetracja ludzkich plemnikéow do
00CYtOW ChOmMIKa .....cooovieiiiieieiieieeeee e

2.2.1. Przygotowanie plemnikow ...........cccecevereeinennene

2.2.2. Przygotowanie oocytéw chomika i inkubacja
Z Plemnikami .........cocoveoiiiiinineneeeeeee

2.2.3. Ocena penetracji plemnikow (test SP) ................

2.2.4. Otrzymywanie preparatow chromosoméw plem-
nika W metafazie ..........cocoovininiiiie

2.3. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ — FISH ........
2.3.1. Przygotowanie preparatow ..............cceeeerevervennennes
2.3.2. Wybor sond do hybrydyzacji ..........cceevervvenvennnnne.
2.3.3. Warunki denaturacji i hybrydyzacji ....................
2.4. Analiza mikroskopowa .........cccceeceeveevierieneeniennenne
2.5. Ocena seminologiczna ..........cccceeeeveereeerueneeeeennennes

2.6. Graficzna wizualizacja wynikdw pozycjonowania
CENMTOMEIOW ....oviiiiiiiiiiiiiiiiic e

2.6.1. Lokalizacja liniowa ........ccccoeeeveerenenieneeeincnnens
2.6.2. Lokalizacja radialna ..........c.cccecevvenencneeccncnncns
2.7. Analiza statystyczna Wynikow ........c.ccceceeveciecnnene
IV. WYNIKI

1. Wyniki testu penetracji plemnikow (SPA) i analizy
kariotypow somatycznych ..........ccccccecvverenencnieiincnncns
1.1. Wyniki testu SPA 1 analizy kariotypéw u mezczyzn
Z grupy Kontrolnej ........cceveeeeviinienieneeienieieseeee
1.2. Wyniki testu SPA 1 analizy kariotypéw u mezczyzn
z prawidlowymi cechami nasienia (w parach malzen-
skich z nieptodnoscia idiopatyczna) ........cccecervvevenennenn

(cd. na stronie 3 oktadki)

29
30
30
30
30
31

31
31
31
31
31

31

32
32

32
32

32
33
33
34
34
34
35

35
35
35
36
36

36

36

37



(cd. ze strony 4 oktadki)
1.3. Wyniki testu SPA i analizy kariotypow u mezczyzn
z zaburzeniami SPErmatoZeNezY .........ccceveeververuereenereenns

1.4. Wyniki testu SPA a wyniki zaptodnien technika
I70 VIITO vt

2. Wyniki analizy chromosoméw plemnikéw ...............

2.1. Analiza wystgpowania aneuploidii w limfocytach
i plemnikach ..o

2.1.1. Chromosomy plemnikow barwione metoda GTG ...
2.2. Segregacja mejotyczna chromosomu markerowego ...

3. Wzory segregacji mejotycznej u nosicieli transloka-
cji chromosomowych wzajemnych .........c..cccceveeienennee.

4. Wyniki analizy topologii chromosoméw w jadrze ko-
morkowym plemnika .........coccevevienieninneninienenieeen

4.1. Lokalizacja liniowa .........ccceeceeviereeneneenienenieneneen
4.1.1. Plemniki mgzczyzn z grupy kontrolne;j ................

4.1.2. Plemniki nosicieli translokacji chromosomowych
WZAJEMNYCH ..ottt

4.1.3. Plemniki m¢zczyzn z niepowodzeniami rozrodu .
4.1.4. Plemniki z hiperhaploidia .........c.ccocerererecencnnnn

4.1.5. Plemniki frakcjonowane ...........c.ccoceveveeneeencnnne

40

44
44

44
49
50

52

60
60
60

60
60
61
61

4.2. Lokalizacja radialna ..........ccccoeeeeoieininieneienenne
4.2.1. Plemniki m¢zczyzn z grupy kontrolnej ...............

4.2.2. Plemniki nosicieli translokacji chromosomowych
WZAJEMNYCH ..itiiiieieiieiceiese e

4.2.3. Plemniki me¢zczyzn z niepowodzeniami rozrodu ......

4.2.4. Migdzyosobnicze réznice w radialnej lokalizacji
CEMMTOMEIOW ...ttt

4.2.5. Wzajemna lokalizacja regionéw subtelomero-
wych ramion p i q chromosoméw X oraz Y .................

V.DYSKUSJA

1. Badanie potencjalnej zdolnosci plemnikoéw do zaptod-
nienia w powigzaniu z kariotypem somatycznym oraz
podstawowymi parametrami NASIENIA «.......evevevrveererereeerereene

2. Badanie wplywu mitotycznej niestabilno$ci na poziom
aneuploidii chromosoméw w plemnikach .........c.ccccoceeueenece.

3. Badanie wzoru segregacji mejotycznej u nosicieli trans-
lokacji chromosomowych wzajemnych ..............

4. Badanie topologii chromosoméw w plemniku ................
VI. PODSUMOWANIE WYNIKOW .......covvrerreeennne
VIL PISMIENNICTWO

67
67

67
71

73

74

75

76

79

82
85
89
89



INSTYTUT Q@ . .
C%&l)\lv%“TEYKI;Iz Instytut Genetyki Czlowieka
]

POLSKIE] Polskiej Akademii Nauk

AKADEMII
K

Ewa Wiland

Badania cytogenetyczne
plemnikow i komorek somatycznych me¢zczyzn
z niepowodzeniami rozrodu

Cytogenetic studies
of spermatozoa and somatic cells of men
with reproductive failure

Monografia
wykonana w Instytucie Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Poznan 2010



Recenzenci
prof. dr hab. n. med. Maciej Kurpisz
doc. dr hab. Ewa Zietkiewicz

Redaktor Naukowy
prof. dr hab. Marian Grzymistawski



Niniejsza monografia stanowi podsumowanie aktualnych pogladow i badan dotyczacych chromosomow
ludzkiego plemnika. Jednoczesnie, w swym zalozeniu, jest podsumowaniem dekady badan wlasnych w tym
temacie, cho¢ sa one tylko kamykiem w morzu do$wiadczen prowadzonych obecnie na §wiecie w tematyce
meskiej nieptodnosci.

Praca ta nie powstataby bez zyczliwosci wielu 0sob, ktérym jestem winna serdeczne podzickowania.

W szczegolnosci dzigkuje Panu Profesorowi Maciejowi Kurpiszowi, ktory w kierowanym przez siebie
Zaktadzie Biologii Rozrodu i Komoérek Macierzystych Instytutu Genetyki Cztowiecka PAN w Poznaniu,
stworzyt doskonate warunki do prowadzenia badan naukowych.

Pani Profesor Alinie T. Midro, Kierownikowi Zaktadu Genetyki Klinicznej Akademii Medycznej w Bia-
lymstoku, wyrazam wdzi¢cznos$¢ za mozliwosé wspotpracy dotyczacej translokacji chromosomowych.

Panu Profesorowi Jerzemu Nowakowi, Dyrektorowi Instytutu Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu,
dzigkuje¢ za okazane mi wsparcie.

Kolezankom i Kolegom z Instytutu Genetyki Cztowieka PAN, z ktorymi wspotpraca lub dyskusje byly
pomocne dla mojej pracy, chce zlozy¢ wyrazy podzigkowania osobiscie.

Prace dedykuje Pacjentom, ktorym niniejszym sktadam
podziekowanie za wspotdziatanie i jednoczesnie zycze,

aby ich Marzenie jak najszybciej pojawito sie na swiecie






SPIS SKROTOW

A — asthenozoospermia (asthenozoospermia)
AZF —region dlugiego ramienia chromosomu Y (azoospermia factors)
BSA — albumina surowicy bydlgcej (bovine serum albumine)

BWW  —medium hodowlane (Biggers-Whitten-Whittingham)
CBG — metoda otrzymywania prazkoéw C na chromosomach (wodorotlenek baru — Giemza)

CENP-A - centromerowe biatko A (centromere protein A)

CO, — dwutlenek wegla (carboxy dioxide)

CRE — czynnik transkrypcyjny zalezny od cAMP (cAMP-response element)

CES — zespoly ,,kociego oka” (cat-eye syndroms)

CT — terytorium chromosomu (chromosome territory)

Da — daltony

DAPI - 4,6-diamidyno-2-fenyloindol (4,6-diamidino-2-phenylindole)

DDT — ditiotreitol (odczynnik Clelanda)

der — np. der(20) nieprawidtowy chromosom pochodny chromosomowi 20 (derivative)

dup — duplikacja (duplication)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (dezoxyrybonucleic acid)

FCS — surowica ptodowa cielgca (fetal calf serum)

FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (fluorescent hybridization in situ)

FITC — izotiocyjanian fluoresceiny

g — sita grawitacji

GTG — metoda otrzymywania prazkéw G na chromosomach (Giemza-trypsyna)

H — histony

HCG — ludzka gonadotropina kosméwkowa (human chorionic gonadotropin)

HILS1 - wariant histonu swoisty dla spermatyd (histone H1-like protein in spermatids)

HP1p — biatko HP1p zasocjowane z heterochromatyng (heterochromatin protein 1)

HSA — albumina surowicy ludzkiej (human serum albumin)

i — izochromosom (isochromosome)

ICSI — docytoplazmatyczne wstrzyknigcie plemnika (intracytoplasmic sperm injection)

inv — inwersja (inversion)

ISCN — Migdzynarodowy System Nazewnictwa Cytogenetycznego (International System for Human Cytogenetic
Nomenclature)

IVF — zaptodnienie technika in vitro (in vitro fertilization)

LF — liofilizat z ekstraktu fasoli Phasoleus vulgaris

MI, MII - pierwszy i drugi podziat mejotyczny

mar — chromosom markerowy (marker chromosome)

MAR — rejon potaczenia DNA z macierza jadrowa (matrix associated region)

min. — minuty

Mpz —mega par zasad

(0) — oligozoospermia (oligozoospermia)

p — ramig krotkie chromosomu (fr. petit)



P1,P2  —protamina 1 i 2 (protamine 1 and 2)

PKA — kinaza biatkowa A zalezna od cAMP (cAMP-dependent protein kinase A)

PKS — zespot Pallistera Killiana (Pallister-Killian syndrome)

PMSG - gonadotropina osoczowa ci¢zarnych klaczy (pregnant mare serum gonadotropin)
q — ramig dtugie chromosomu

RT — translokacja robertsonowska (Robertsonian translocation)

Ser — seryna (Serine)

SPA — test penetracji oocytow chomika przez ludzkie plemniki (sperm penetration assay)
SSC — bufor cytrynianowy (chlorek sodu + cytrynian sodu)

T — teratozoospermia (terathozoospermia)

TCW — translokacje chromosomowe wzajemne (reciprocal translocation)

Thr — treonina (Threonine)

TLF — czynnik transkrypcji podobny do czynnika TBP wiazacego si¢ z kaseta TATA (TBP-like factor)
TP — biatka przej$ciowe (transition proteins)

TTY — bufor z z6ttkiem jaja kurzego (TES-TRIS-yolk)

Tween 20 — polioksyetylenosorbitan

uv — $wiatto ultrafioletowe (tu: w mikroskopie fluorescencyjnym)



Streszczenie

Wstep. W monografii przedstawiono aktualny stan wiedzy wynikajacej z badan cytogenetycznych dotyczacych chromosomoéow komorek
somatycznych oraz chromosomoéw plemnikéw u mezczyzn z niepowodzeniami rozrodu. Szacuje sig, ze anomalie cytogenetyczne moga
stanowi¢ przyczyng niepowodzen rozrodu w minimum 10% przypadkow meskiej nieptodnosci. Czgsto§¢ wykrywanych aberracji chromo-
soméw w limfocytach krwi obwodowej wynosi wéréd nieptodnych mezczyzn z normozoospermia okoto 3% (w populacji kontrolnej okoto
0,7%), wérod mezczyzn z zaburzeniami spermatogenezy okoto 7%, natomiast wsrod mezezyzn z azoospermia 13,2%. U zdrowych, plod-
nych mezczyzn o prawidlowym kariotypie somatycznym, podzial mejotyczny moze przebiega¢ nieprawidtowo nawet w kilku procentach
spermatocytow. Konsekwencja tych zaburzen moze by¢ zardwno utrata komoérek mejotycznych, prowadzaca do azoo- lub oligozoospermii,
jak rowniez bledy w segregacji chromosoméw, powodujace aneuploidie chromosoméw plemnikowych. Ojcowskie pochodzenie ma ponad
50% przypadkow trisomii chromosoméw X lub Y i okoto 30% trisomii autosomow.

W etiologii niepowodzen rozrodu zjawisku podwyzszonej czgstosci aneuploidii w plemnikach przypisuje si¢ duza role, gdyz moze by¢
jednym z wyktadnikoéw zaburzonego procesu spermatogenezy. Natomiast wydaje sig, iz prawdopodobnie nie wystgpuja proste korelacje
pomigdzy Srednig czgstoseia 1 typem aberracji chromosoméw w plemnikach a okreslonym typem nieptodnosci. Prawdopodobnie brak row-
niez takiej korelacji pomigdzy kariotypem pojedynczego plemnika a jego morfologia i/lub ruchliwoscia. U miodych, ptodnych me¢zezyzn
odsetek plemnikow, w ktorych wykrywa sig aberracjg liczby i/lub struktury ktérego$ z chromosomoéw zawiera si¢ w przedziale od kilku do
kilkunastu procent. Przyczyny tych indywidualnych réznic sa niejasne. We wszystkich badanych grupach megzczyzn o prawidtowym kario-
typie somatycznym, ale z niepowodzeniami rozrodu, czgsto$¢ aberracji chromosoméw w plemnikach byta istotnie wyzsza w pordwnaniu do
grup kontrolnych. Dane literaturowe dotycza takze chromosoméw w plemnikach fenotypowo normalnych nosicieli aberracji struktury lub
liczby chromosoméw wykrytych w komorkach somatycznych. Dotychczas analizowano wplyw nosicielstwa okreslonej aberracji na po-
wstawanie niezrownowazonych genetycznie plemnikéw u blisko trzystu nosicieli r6znych aberracji. Najwigcej danych dotyczy segregacji
mejotycznej u heterozygotycznych nosicieli translokacji chromosomowych wzajemnych; wzor segregacji analizowano u okoto 140 nosicieli.
Wiadomo, ze powstawanie niezrOwnowazenia genetycznego podczas mejozy jest wysoce zmienne w réznych translokacjach i zawiera sig
w przedziale od okoto 23% do 80% ($rednia ponad 50%). Sugeruje sig, ze niepowodzenia rozrodu typowe dla nosicieli translokacji, to zna-
czy wynikajace glownie z eliminacji niezrownowazonych genetycznie zarodkow i z poronien samoistnych, sa konsekwencja braku prezygo-
tycznej selekcji plemnikéw z nieprawidlowym genotypem. Analiza chromosoméw w plemnikach dostarcza informacji o tych strukturalnych
i liczbowych aberracjach, ktore unikngly wyeliminowania w trakcie mejozy. Chromatyna w plemniku jest wysoce skondensowana i upako-
wana w 23 nukleoprotaminowe chromosomy, rézniace si¢ w istotny sposob od chromosoméw komoérki somatycznej sktadem czasteczek,
struktura i, oczywiscie, funkcja. Finalnie uksztattowane jadro plemnika stanowi tylko okoto 5% objgtosci jadra diploidalnej komorki soma-
tycznej. Dane literaturowe z kilku ostatnich lat dostarczyty nowych informacji o specyficznej architekturze jadra plemnika. Wiadomo, ze
centromery chromosoméw plemnika sa skierowane do wnetrza jadra komorkowego, gdzie grupuja si¢ tworzac wyodrgbniony obszar zwany
,,chromocentrum”. Natomiast telomery ramion p oraz q tego samego chromosomu tworza dimery umiejscowione peryferyjnie. Funkcjonalne
znaczenie tej swoistej topologii jest dopiero w trakcie poznawania. Sugeruje si¢ jednak, ze taka topologia moze by¢ istotna do prawidtowego
uksztaltowania si¢ przedjadrza meskiego, a w konsekwencji, prawidlowego rozwoju zygoty.

Cel badan. W monografii przedstawiono badania wtasne dotyczace posrednio oraz bezposrednio chromosoméw w plemnikach megzczyzn
z niepowodzeniami rozrodu. Celem badan byta: 1. Ocena zdolnosci plemnikéw do zaptodnienia w powiazaniu z analiza cytogenetyczng oraz
podstawowymi parametrami nasienia. II. Analiza wplywu mitotycznej niestabilnosci na spermatogenezg. III. Okreslenie zwiazku pomigdzy
wzorem segregacji mejotycznej chromosomow plemnikowych u nosicieli translokacji wzajemnych (zréwnowazonych) a niepowodzeniami
rozrodu. IV. Odpowiedz na pytanie, czy zaburzonej spermatogenezie towarzysza zmiany w wewnatrzjadrowej topologii chromosomow
plemnikowych.

Material biologiczny. Plemniki, krew obwodowa, oocyty chomicze.

Metody. Badanie kariotypu somatycznego: ocena ksenogenicznej penetracji plemnikoéw do oocytow chomicznych (test SPA), otrzymywa-
nie preparatow chromosoméw plemnika, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ — FISH, wizualizacja wynikéw pozycjonowania centromerow
chromosomoéw w jadrze plemnika: lokalizacja liniowa oraz lokalizacja radialna.

Dokumentacja. Grupa kontrolna: 23 megzezyzn w wieku od 23 do 40 lat, kariotypie 46,XY, o prawidlowych cechach ejakulatu, o potwier-
dzonym ojcostwie. Pacjenci: 74 megzczyzn nalezacych do par matzenskich z nieptodnoscia idiopatyczna (z prawidtowa liczba, ruchliwoscia
i morfologia plemnikéw), 110 mgzczyzn z zaburzeniami spermatogenezy (oligo,- astheno,- teratozoospermia (20 z azoospermia). U 23
mezezyzn badano hiperhaploidi¢ chromosoméw 13, 15, 18, 21, X i Y metoda FISH. U 9 nosicieli translokacji chromosomowych wzajem-
nych badano wzory segregacji mejotycznej. U 15 mgzczyzn badano topologi¢ chromosoméw w plemnikach. W monografii przedstawiono
33 tabele, 26 rycin, cytowano 439 pozycji literaturowych.

Wyniki. Do realizacji pierwszego celu badan (I) zastosowano test in vitro ksenogenicznej penetracji plemnikow do oocytéw chomiczych
(test SPA). Srednia wartosé testu SPA w grupie kontrolnej wynosita 60%. Wykazano, ze u 70% pacjentéw z normozoospermia nie zacho-
dzita negatywna selekcja na etapie penetracji plemnikow do oocytéw in vitro. U 71% pacjentow z tej grupy stwierdzono kariotyp 46,XY,
u 9% wykryto heteromorfizmy (warianty struktury), a chromosomy markerowe u 12%. Z kolei u okolo potowy pacjentéw z obnizonymi
parametrami nasienia obserwowano upos$ledzenie potencjalnej zdolnosci plemnikow do penetracji oocytow in vitro, jednak bez jednoznacz-
nego zwiazku z okre$lona wada nasienia. U 74% pacjentow z tej grupy stwierdzono kariotyp 46,XY, u 24% wykryto heteromorfizmy. Uzy-
skane wyniki wskazuja, ze w pewnym stopniu na upos$ledzenie zdolnosci plemnikéw do penetracji oocytow in vitro wptyw mogla mie¢
obecno$¢ heteromorfizméw chromosomow, w przeciwienstwie do chromosomoéw markerowych, ktorych obecnosé¢ takiego wplywu nie
wykazywala. Cel drugi badan (II) realizowano poprzez poszukiwanie ewentualnych asocjacji pomigdzy poziomem aneuploidii chromoso-
mow w jadrach komoérek somatycznych w interfazie a podwyzszonym poziomem aneuploidii chromosoméw w plemnikach. W plemnikach
mezczyzn z niepowodzeniami rozrodu $rednia czgsto$¢ disomii chromosoméw 13, 15, 18, 21 1 Y byla istotnie wyzsza, natomiast chromo-
somu X nie, w porownaniu z grupa kontrolna. Podobnie, $redni poziom hiperhaploidii badanych chromosoméw w komoérkach somatycz-
nych mezczyzn z azoospermia byt ponad 3-krotnie wyzszy w poréwnaniu z grupa kontrolna. Zaobserwowano, ze podwyzszona czgsto$¢
hiperhaploidii chromosoméw w plemnikach byta pozytywnie skorelowana z czgstoscia hiperhaploidii w komorkach somatycznych. Cel
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trzeci badan (III) realizowano poprzez poznanie wzoréw segregacji mejotycznej w kilku nieopisanych wezesniej translokacjach oraz porow-
nanie wynikow z danymi rodowodowymi, a w jednym przypadku takze z danymi z diagnostyki przedimplantacyjnej. Stwierdzono, ze
w przypadku braku innych danych, informacja dotyczaca odsetka niezrownowazonych plemnikéw u danego nosiciela translokacji wzajem-
nej moze by¢ przydatna dla prognozy dotyczacej prawdopodobienstwa posiadania potomstwa bez wad. Pordwnano réwniez wzory segrega-
cji mejotycznej u ojca i syna, nosicieli tej samej translokacji rodzinnej i wykazano, ze segregacja przebiegata wedlug podobnego wzoru.
Ponadto badano segregacj¢ mejotyczna chromosomu markerowego w przypadku kariotypu 46,XY[96]/47,XY+mar[4].fish der(20) i stwier-
dzono obecnos¢ chromosomu der(20) w ponad 8% plemnikéw. Cel czwarty badan (IV) realizowano poprzez badanie pozycji centromerow
wybranych chromosoméw w plemnikach nosicieli translokacji chromosomowych wzajemnych, plemnikach z wysokim poziomem aneuplo-
idii, plemnikach frakcjonowanych i u plemnikéw odptukanych z powierzchni oocytéw. Wykazano, ze obecnos¢ chromosomoéw z transloka-
cja lub dodatkowych chromosoméw powoduje przesunigeia w obszarze chromocentrum. Stwierdzono, ze obecno$¢ chromosoméw z trans-
lokacja w jadrze komorkowym plemnika zaburzata topologi¢ chromosomdéw nie zaangazowanych w dana translokacj¢. Dodatkowo
pokazano, ze potwierdzona dla wigkszosci chromosomoéw plemnikowych konformacja ,,wsuwki do wlosow” cechuje rowniez chromosom
Y, ktorego telomery (p oraz q) moga tworzy¢ dimery. Zaobserwowano fakt wystgpowania istotnych réznic migdzyosobniczych w topologii
centromeréw w obrgbie chromocentrum. W przypadku chromosomu Y réznice byly na tyle duze, ze wskazywaty na lokalizacj¢ przypadko-
wa, W przeciwienstwie do centromeru chromosomu 7, ktéry mial okre$lona, stata pozycje.

Podsumowanie. 1. Zdolno$¢ plemnikéw do ksenogenicznej penetracji oocytow in vitro jest uposledzona u okoto potowy pacjentéw z obni-
zonymi parametrami nasienia, jednak bez zwiazku z okreslona wada nasienia. II. Korelacja pomigdzy bledami w segregacji chromosomow
mitotycznych i mejotycznych wskazuje na zaburzenia w mechanizmie(ach) kontrolujacym podziaty komorkowe jako na jedna z przyczyn
podwyzszonego poziomu aneuploidii chromosoméw w plemnikach. III. Znajomo$¢ wzoru segregacji mejotycznej w plemnikach nosiciela
translokacji chromosomowej wzajemnej jest przydatna, w przypadku braku danych rodowodowych, do ocenienia prawdopodobienstwa
posiadania potomstwa bez wad. IV. Topologia chromosoméw w jadrze komorkowym plemnika ulega zmianie w wyniku nieprawidlowej
mejozy, typowej dla nosicieli translokacji chromosomowych wzajemnych lub objawiajacej si¢ podwyzszonym poziomem aneuploidii.

SEOWA KLUCZOWE: aberracje chromosomowe, genotyp plemnika, mgska nieptodnosé, test penetracji, topologia chromosomow
w plemniku, translokacje chromosomowe wzajemne, wzor segregacji mejotyczne;.
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Summary

Introduction. The monograph presents the state of the art of cytogenetic studies of chromosomes in somatic cells and sperm cells in men
with reproductive failure. It is estimated that cytogenetic anomalies may be responsible for reproductive failure in at least 10% of cases
of male infertility. The discovery ratio for chromosomal aberration in lymphocytes of peripheral blood is 3% for infertile men with normo-
zoospermia (0.7% in the control population), ca. 7% in men with spermatogenic dysfunction, and 13.2% in men with azoospermia.
In healthy, fertile men with a normal somatic karyotype, the meiotic division can proceed incorrectly even in a few per cent of spermato-
cytes. The consequence of such disorders can be both the loss of meiotic cells, which leads to azoo- or oligozoospermia, and errors in chro-
mosome segregation, which lead to sperm chromosome aneuploidy. Over 50% of cases of the trisomy of chromosome X or Y and about
30% of autosomal trisomy have a paternal origin.

In the etiology of reproductive failures, the phenomenon of a higher aneuploidy frequency in sperm cells has been taken to be essential, since
it can constitute one of the exponents of dyscfunctional spermatogenesis. However, it appears that there are no direct correlations between
the average frequency and type of chromosomal aberration in spermatozoids and a specific type of infertility. Probably, there is also no such
correlation between the karyotype of a singleton sperm cells and its morphology and/or its mobility. In young fertile men, the percentage
of spermatozoa with attested aberration of number and/or structure ranges from a few to less than 20%. The reasons for these individual
variations remain unclear. In all studied groups of men with the normal somatic karyotype but with reproductive failure, the frequency
of aberrations of chromosomes in spermatozoa was higher than in control groups. The data in the literature also concern chromosomes in
spermatozoa of phenotypically normal carriers of the aberration of structure or the number of chromosomes attested in somatic cells. What
has been analyzed so far is the influence of the carrierhood of a specific aberration on the creation of genetically unbalanced spermatozoa
in almost three hundred carriers of different types of aberration. Most of the data concern meiotic segregation in heterozygotic carriers
of reciprocal chromosome translocations. The segregation pattern has been analyzed in approximately 140 carriers. It is known that the
creation of the unbalanced genetic balance during meiosis varies highly in different translocations and amounts to between 23% and 80%
(the average is 50%). It is suggested that reproductive failures which are typical to translocation carriers and which result mostly from the
elimination of genetically unbalanced embryos and spontanous miscarriages are the consequence of the lack of prezygotic selection of sper-
matozoa with an incorrect genotype.

The analysis of chromosomes in spermatozoa provides information about those structural and numerical aberrations which avoided the
elimination during meiosis. The chromatine in the spermatozoa is highly condensed and packed up in 23 nucleo-protamine chromosomes,
which essentially differ from chromosomes of a somatic cell with respect to the composition of the particles, the structure and, obviously, the
function. A fully formed spermatozoa's nucleus constitutes only about 5% of the volume of the nucleus of a diploid somatic cell. The recent
literature has provided some new information about a specific architecture of the spermatozoa's nucleus. It is known that the centromeres
of the spermatozoa's chromosomes are directed toward the center of the cell's nucleus, where they group to form a separate area called the
chromocenter. In turn, the telomeres of arms p and q of the same chromosome form the periferally located dimers. The function of this par-
ticular topology is currently subject to further research. It is, however, suggested that such a topology may be important for the well-
formdness of the male pronucleus and, consequently, the correct development of the zygote.

Aims of the research. The monograph reports on the author's own research on chromosomes in the spermatozoa of men with reproductive
failure. The aims of the research included: 1. The assessment of the spermatoa's ability to fertilize in the connection with the cytogenetic
analysis and basic sperm parameters. II. The analysis of the influence of mitotic instability on spermatogenesis. III. The determination of the
relation between the meiotic segregation pattern of spermatozoa's' chromosomes of the carriers of reciprocal (balanced) translocations and
reproductiv failure. IV. The answer to the question whether a disrupted spermatogenesis is accompanied by changes in the internuclear
topology of sperm chromosomes.

Biological material. Sperm cells, peripheral blood, hamster oocytes.

Methods. Examination of the somatic karyotype, xenogenic penetration of spermatozoa into hamster oocytes, the assessment of the penetra-
tion of spermatozoa into hamster oocytes; obtaining the spermatozoa's chromosomes, fluorescence in situ hybridization -- FISH, virtualiza-
tion of the results of the positioning of chromosomes in the spermatozoid's nucleus: linear localization, radial localization

Documentation. Control group: 23 men between 23 and 40 years old, karyotype 46,XY, with correct sperm parameters and with confirmed
paternity. Patients: 74 men from married couples with idiopatic infertility (with a correct number, mobility, and morphology of spermato-
zoids), 110 men with spermatogenesis dysfunction (oligo-, astheno-terathozoospermia (20 with azoospermia), 23 men were tested for hiper-
haploidy in chromosomes 13, 15, 18, 21, X and Y with the FISH method. 9 carriers of reciprocal balanced chromosomal translocations were
tested for meiotic segregation patterns.15 men were tested for chromosomal topology in spermatozoa.

Results. 1. To achieve the first aim of the research, in vitro assay of xenogenic penetration of spermatozoa into hamster oocytes (the SPA
assay) was applied. The average value of the SPA assay in the control group was 60%. It was established that 70% of patients with normo-
zoospermia did not exhibit a negative selection at the level of the spermatozoa's penetration into the oocytes in vitro. In 71% of patients in
this group, karyotype 46,XY was discovered, 9% of patients had heteromorphisms (a structural variants), and marker chromosomes were
found in 12% of patients. In turn, an impaired ability of the spermatozoids to penetrate the oocytes in vitro was observed in about half of the
patients with lowered sperm parameters. Nevertheless, this was observed not to be linked to a particular impairment of the sperm. In 74%
of patients from this group, karyotype 46, XY was found, and in 24% of patients, heteromorphisms were found. The results show that the
spermatozoa's ability to penetrate the oocytes in vitro, to a certain extent, could have been influenced by the presence of chromosomal het-
eromorphisms but not by marker chromosomes, whose presence did not show such an influence.

II. The second aim of the study was achieved by searching probable associations between the level of chromosomal aneuploidy in somatic
cells' nuclei in the interphase and a higher level of chromosomal aneuploidy in spermatozoa. In the spermatozoa of men with reproductive
failure, the average frequency of the disomy of chromosomes 13, 15, 18, 21 and Y was considerably higher when compared with the control
group, unlike the disomy of the chromosome X. Similarly, the average level of hiperhaploidy in the somatic cells of the studies chromo-
somes in men with azoospermia was over 3 times higher when compared with the control group. It was observed that a higher frequency
of chromosomal hiperhaploidy in spermatozoa was positively correlated with with the frequency of hiperhaploidy in somatic cells.



12

I1I. The third aim was achieved by the recognition of meiotic segregation patterns in a few previously unrecognized reciprocal translocations
and by comparing the results with the pedigree data, and, in one case, with the preimplantation data. It was established that in the case
of other relevant data, the information about the ratio of unbalanced spermatozoa in a reciprocal translocation carrier can be helpful in the
prognosis of having defectless offsprings. Meiotic segregation patterns in the father and son who were the carriers of the same familial trans-
location were also compared and it was discovered that the segregation proceeded accordng to the identical pattern. Moreover, the meiotic
segregation of the marker chromosome in the case of 46,XY[96]/47,XY+mar[4].fish der(20) was studied and the presence of the chromo-
some der(20) in over 8% of spermatozoa was observed.

IV. The fourth aim was achieved by investigating the positions of centromeres of selected chromosomes in spermatozoids of the carriers
of the reciprocal balanced chromosomal translocation, spermatozoa with a high aneuploidy level, spermatozoa after 'swim up', and
spermatozoa washed off the surface of the oocytes. It was discovered that the presence of the chromosomes with a translocation or additional
chromosomes caused changes in the chromocenter area. It was established that the presence of the chromosomes with a translocation in the
spermatozoid's nucleus also disturbed the topology of chromosomes which were not involved in a given translocation. It was additionally
showed that the established hairpin conformation is also characteristic of the chromosome Y, whose telomers (p and q) can form dimers. The
presence of considerable interindividual differences in the topology of centromeres within the chromocenter was observed. In the case
of chromosome Y, the differences were considerable enough to indicate a random localization, contrary to what was observed in the case the
chromosome 7, which had a defined position.

Conclusion. I. The ability of spermatozoa a xenogenic penetration of the oocytes in vitro was impaired in about half of the patients with
lowered sperm parametrs but with no connection to a particular defect of the sperm. II. The correlation between the errors in the segregation
of mitotic and meiotic chromosomes indicated that the defects in the mechanism(s) controling cellular divisions are one of the reasons
of a higher level of chromosomal aneuploidy in spermatozoids. III. The knowledge of the meiotic segregation pattern in the spermatozoa
of a reciprocal chromosomaltranslocation carrier is useful for the prognosis of having defectless offsprings in the case of the lack of the
pedigree data. IV. The chromosomal topology in the spermatozoid's nucleus changes as a result of an incorrect meiosis, which is typical for
reciprocal chromosomal translocation carriers, or which is indicated by a higher level of aneuploidy.

KEY WORDS: chromosome aberrations, male infertility, meiotic segregation pattern, reciprocal chromosomal translocations, SPA,
sperm genotype, topology of chromosomes in sperm.
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I. WSTEP

Badania w krajach wysoko uprzemystowionych wska-
zuja, ze u okoto 15% par matzenskich w okresie rozrod-
czym wystepuje nieptodno$¢ pierwotna lub wtorna [1, 2].
Szacuje sig, ze w okoto 30-50% sa to niepowodzenia roz-
rodu u megzezyzn [3]. W okoto 10-15% przypadkow przy-
czyna sa anomalie cytogenetyczne zaréwno somatyczne,
jak i mejotyczne [4].

1. Organizacja chromatyny w ludzkim
plemniku

Plemniki tradycyjnie sa uwazane za biologicznych ,,do-
reczycieli”, ktorych jedyna funkcja jest dostarczenie ko-
morce jajowej ojcowskiego genomu. Poglad ten wynika
z obserwacji, ze w glowce plemnika znajduje si¢ duze jadro
komorkowe, a cytoplazmatyczna czg$¢ komorki jest znacz-
nie zredukowana i nie wykazuje wigkszosci funkcji meta-
bolicznych, typowych dla komérek somatycznych. Wykry-
cie w plemniku nowych makromolekut, takich jak RNA
i biatka, sugeruje, ze plemnik jest rowniez nosnikiem cza-
steczek waznych dla wczesnego rozwoju embrionu [5, 6,
7]. Chromatyna haploidalnego genomu plemnika rozni si¢
od chromatyny komoérki somatycznej budowa, struktura
i, oczywiscie, funkcja. Plemnik jest koncowym produktem
spermatogenezy 1 wlasnie w trakcie tego procesu nastgpuje
przemiana chromatyny typu somatycznego na chromatyng
plemnika, maksymalnie skondensowang i transkrypcyjnie
nieaktywna. Wigkszo$¢ biochemicznych i morfologicznych
zmian, prowadzacych do uksztaltowania jadra komorkowe-
go plemnika zachodzi podczas spermiogenezy, czyli haplo-
idalnego etapu spermatogenezy. Jest to jedna z najbardziej
znaczacych 1 zarazem spektakularnych przemian znanych
w biologii. Uksztattowane jadro plemnika, o wymiarach
okoto 5-6 um dhlugosci i 2,5-3,5 pm szerokosci, stanowi
tylko 5% objetosci jadra diploidalnej komorki somatycznej
[8]. Po fuzji plemnika z komorka jajowa (oocytem), przed
pierwszym mitotycznym podziatem zygoty, zachodzi pro-
ces odwrotny, to znaczy transformacja nieaktywnej chro-
matyny plemnika na chromatyng typu somatycznego.
Transformacja ta zalezna jest w znacznym stopniu od czyn-
nikdéw obecnych w ooplazmie, natomiast rola w tym proce-
sie jadrowych struktur plemnika jest stabo poznana [9].

Nie wiadomo, czemu ma shizy¢ specyficzna budowa
chromatyny plemnika. Nasuwa si¢ oczywiscie odpowiedz,
ze umozliwia ona petnienie funkcji, jaka plemniki odgry-
waja w procesie zaptodnienia: 1) transportu i ochrony
ojcowskiej informacji genetycznej oraz 2) zabezpieczenia
chromatyny plemnika przed uszkodzeniami fizyko-
chemicznymi. Sugeruje sig¢, Ze przemiana chromatyny
typu somatycznego na plemnikowy moze rowniez stuzy¢
takiemu przeprogramowaniu genomu, ktory zapewnia
odpowiednim genom z chromosomow ojcowskich ekspre-
sje na najwczesniejszych etapach embriogenezy. Trzeba

podkresli¢, ze zalezno$¢ migdzy organizacja chromatyny
a funkcja plemnika jest dopiero w trakcie poznawania.
Badania kilku ostatnich lat dostarczyly nowych informacji
o specyficznej architekturze jadra plemnika [8, 10, 11, 12],
ktéra, podobnie do jadra komorki diploidalnej, moze sta-
nowi¢ integralng czgs¢ epigenetycznych mechanizmow
przestrzennych [13, 14, 15, 16, 17, 18].

1.1. Bialka chromatyny plemnika

W chromatynie dojrzatego plemnika, w poréwnaniu
z komorkami somatycznymi, brak jest znaczacych réznic
jedynie na poziomie podwdjnej helisy DNA. W chro-
matynie plemnika nukleosomy zastapione sa kompleksami
DNA-protaminy, ktore nie sa (lub tylko w minimalnym
stopniu) superhelikalnie skrecone. Odmienna struktura
molekularna kompleksu DNA-protaminy w plemnikach
jest odpowiedzialna za roznice w organizacji chromaty-
ny/chromosoméw w poréwnaniu z komérkami somatycz-
nymi [16, 19, 20, 21].

Przemiana chromatyny somatycznej w plemnikowa
jest kilkuetapowym procesem, ktdry zachodzi podczas
przemiany okraglych i podtuznych spermatyd w plemni-
ki (w trakcie spermiogenezy). Zanim dojdzie do powsta-
nia komplekséw DNA-protaminy, histony przej$ciowo
zastgpowane sg przez tzw. biatka przejSciowe TP (transi-
tion proteins). Wstgpem do zamiany somatycznych hi-
stonow przez biatka przej$ciowe (a nastgpnie przez pro-
taminy) jest rozluznienie struktury nukleosomu, poprze-
dzone acetylacja histonu H4 [22, 23] oraz ubikwitynacja
histoné6w H2B i H3 [24, 25]. W chromatynie okragtych
spermatyd okolo 85-90% histonow zostaje zastapionych
przez biatka przejsciowe TP, z ktorych najlepiej sa scha-
rakteryzowane TP1 (okoto 50%) i TP2 (okoto 40%).
Biatko TP1, zbudowane z 54 aminokwasow, jest bogate
w argining, lizyng i seryng [26]. Dwukrotnie wigksze
biatko TP2 zawiera na koncu karboksylowym amino-
kwasy zasadowe, a na koncu aminowym dwa palce cyn-
kowe. W TP2 zaréwno seryna Serl09, jak i treonina
Thr101 sa potencjalnymi miejscami fosforylacji poprzez
cAMP-zalezng kinazg biatkowa A (enzym PKA). Wia-
$nie fosforylacja TP2 jest zwiazana z mniejsza konden-
sacja DNA, ulatwiajaca przylaczenie protamin [27].
Wraz z oddysocjowaniem wigkszo$ci histonoéw, poja-
wieniem si¢ bialek TP, zanikiem struktury nukleosomow
i elongacja okragtych spermatyd, w spermatydach ustaje
aktywnos¢ transkrypceyjna.

W chromatynie wydhuzonych spermatyd bialka przej-
sciowe TP zostaja zastapione protaminami [28]. Protaminy
sa zasadowymi biatkami o masie czasteczkowej od 4—
12000 Da. W pordéwnaniu z histonami, protaminy sa bial-
kami o potowe mniejszymi, z dwukrotnie wigksza zawarto-
Scia reszt argininy (50-70%) i cysteiny. Wyroznia si¢ dwa
typy protamin: protamina 1 (P1), wyst¢pujaca u prawie
wszystkich ssakow [29] oraz protamina 2 (P2), obecna
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u czlowieka i u kilku innych gatunkéw [29, 30, 31, 32].
[lo$¢ protaminy P2 w pordéwnaniu z P1 jest gatunkowo
rozna: 67% u cztowieka, 43% u chomika, 34% u myszy
[33]. Ludzka protamina P1 (57 aminokwasow) wykazuje
okoto 50% homologii do P2 [31]. Ewolucyjnie, protaminy
wywodza si¢ z histonu H1 [196, 276, 306]. U plodnych
mezcezyzn stosunek ilo§ciowy protaminy 1 do protaminy 2
(P1/P2) miesci si¢ w zakresie od 0,8 do 1,2 [37]. W plem-
nikach nieplodnych mgzczyzn opisywano zmieniona pro-
porcje protamin P1/P2 Iub brak P2 [35, 38, 39, 40, 41, 42].
Zaburzenia te moga wynika¢ zaréwno ze zmienionej eks-
presji genéw dla protamin, jak i zmian w translacji i po-
translacyjnych modyfikacjach [35, 39]. Wiadomo takze, ze
wsrdéd nieplodnych mezezyzn czeséciej niz w grupach kon-
trolnych stwierdza si¢ polimorfizm w promotorze genu
protaminy 1 (-190 C->A) [40]. Zaburzenia dotyczace pro-
tamin korelujg z obnizonymi parametrami ejakulatu i z po-
ziomem uszkodzen DNA w plemnikach [35, 39, 42].
Pojedyncze kopie genow ludzkich protamin P1, P2,
a takze biatka TP2, zlokalizowane sa w wielogenowym
locus 16p13.13, tworzac pojedyncza domeng 28,5 kpz. Geny
te zawieraja jeden intron, elementy kasety TATA oraz CRE
(cAMP-response element). Transkrypcja genéw protamin
zachodzi z haploidalnego genomu w okragtych spermaty-
dach, a 2-8 dni p6zniej mRNA ulega translacji. Wkrotce po
syntezie protaminy ulegaja fosforylacji, ale ostateczne wbu-
dowanie protamin do chromatyny plemnika poprzedzone
jest ich defosforylacja [43, 44, 45]. Protaminy wiaza si¢
wzdhiz fosfodiestrowego szkieletu DNA niezaleznie od
sekwencji nukleotydéw. Jedna czasteczka protaminy wiaze
si¢ do jednego skretu DNA (okoto 11 pz DNA). Stwierdzo-
no, ze w warunkach in vitro protaminy moga wiaza¢ si¢
z DNA w szerszym rowku [46, 47, 48] Iub zaréwno w szer-
szym, jak i wezszym rowku [49], wzglednie elektrostatycz-
nie do powierzchni DNA [50]. W pierwszym modelu
Balhorna z 1982 roku [51] sugerowano, ze protaminy ukta-
daja si¢ wzdluz waskiego rowka podwdjnej helisy DNA
wigzac si¢ z nim poprzez centralng domeng, a wyekspono-
wane dlugie lancuchy reszt argininy neutralizuja ujemny
fadunek fosfodiestrowego szkieletu DNA. W ten sposob
polianionowy DNA ulega przeksztalceniu w neutralny po-
limer. Stabilno$¢ tego uktadu dodatkowo wzmacniaja most-
ki dwusiarczkowe reszt cysteiny [52]. Wyniki uzyskane ze
spektroskopii Ramana wskazuja jednak, ze w chromatynie
plemnika protaminy wiaza si¢ z DNA w szerszym rowku
[46]. Protaminy (a takze inne polikationy testowane w bada-
niach in vitro) przyltaczajac si¢ do DNA powoduja zwijanie
si¢ czasteczki DNA w szerokie, koncentryczne kregi, tym
samym tworzac posta¢ przypominajaca szpulke nici. Nakta-
dajace si¢ na siebie kregi ulegaja silnej kondensacji i powsta-
je struktura toroidu zawierajaca okoto 50 kpz DNA [53, 54].
Jadro plemnika ma okoto 50000 toroidéw [55]. Doswiad-
czenia in vitro nad kondensacja i dekondensacja DNA
wykazaly, ze formowanie toroidu i jego stabilno$¢ zalezy
od liczby domen bialkowych bogatych w reszty arginino-
we. Kondensacja DNA w toroid zachodzi, gdy 90% tadun-
kow wzdhuz czasteczki DNA ulegnie zneutralizowaniu.
Natomiast w modelu doswiadczalnym dekondensacja DNA

poprzez oddysocjowanie bialek postgpowala w takim tem-
pie, Ze odlaczenie protamin od genomu plemnika (1,5 x 10°
pz) wymagatoby okoto 6 lat. Faktycznie dekondensacja
chromatyny plemnika in vivo w cytoplazmie komorki jajo-
wej trwa od 6-10 minut, co potwierdza hipotezg, ze po
zaplodnieniu protaminy musza by¢ aktywnie usuwane
z DNA [55].

W dojrzatym ludzkim plemniku okoto 10% DNA pozo-
staje zwigzane z wariantami jadrowymi histonéw [56, 57,
58, 59, 60, 61, 62]. Pewne ilosci gonadowo-swoistych
wariantow histonow pojawiaja si¢ juz w spermatogoniach,
co sugeruje, ze moga by¢ niezbedne w procesach unikato-
wych dla mejozy. Wigkszo$¢ tych wariantow jest syntety-
zowana i inkorporowana do chromatyny w spermatocytach
podczas mejozy [58, 59, 60]. Liczba wszystkich wariantow
histonow wystepujacych w meskich komorkach germinal-
nych jest niezwykle duza w poréwnaniu z komorkami
somatycznymi [12, 61, 62]. Prawdopodobnie warianty te
pehia sygnatowa rolg na poszczegodlnych etapach wymiany
histon6w na protaminy. Pierwsze wymiany histonow soma-
tycznych na warianty gonadowe zachodza juz w diploidal-
nych spermatogoniach, w ktorych histon H3 zostaje zasta-
piony przez wariant TH3. Opisano jeszcze dwa inne
warianty histonu H3: wariant H3.3A obecny w chromatynie
do etapu réznicowania wydtluzonych spermatyd oraz wa-
riant H3.3B zwiazany z euchromatyna spermatocytow, co
sugeruje jego wpltyw na regulacje aktywnosci transkrypcyj-
nej [63]. Znamienny natomiast wydaje si¢ fakt, iz obecny
w centromerach chromosomow komorek somatycznych
wariant histonu H3 tj. CENP-A (centromere protein A) nie
jest zastgpowany innym wariantem w trakcie spermiogene-
zy [60, 64, 65].

W spermatocytach, w stadium preleptotenu mejozy,
histon H2A ulega wymianie na TH2A a histon H2B —
TH2B [12, 60]. Nastgpnie, w pachytenie, somatyczne
histony HIA i HIB zastgpowane sa przez wariant Hl1t.
Z kolei w okraglych spermatydach, pojawia si¢ wariant H1t2.
Wystepuje on w regionie formowania akrosomu, ktory jest
jednoczesnie miejscem inicjacji kondensacji chromatyny.
H1t2, ze wzgledu na swe wysoce selektywne wewnatrzja-
drowe rozmieszczenie, wydaje si¢ rownie istotny w reorgani-
zacji chromatyny jak protaminy [66, 67]. Swoisty jedynie dla
wydhuzonych spermatyd jest wariant HILS1 (histone H1-like
protein in spermatids) [68]. Wewnatrzjadrowa lokalizacja
tego wariantu jest taka sama jak TP2 i protaminy 1 (P1), co
wskazuje na jego bezposredni zwiazek z kondensacja chro-
matyny [69]. Natomiast odpowiednikiem somatycznego
histonu H4 jest gonadowy histon H4.

We wczesnych okragtych spermatydach liczba histo-
néw zastapionych przez ich warianty przekracza 50%,
ale nadal zachowana pozostaje struktura nukleosomu
i aktywno$¢ transkrypcyjna. Aktywnos¢ transkrypcyjna
ustaje wraz z oddysocjowaniem histonu H1t i wigkszosci
histonéw (a takze ich wariantow) i1 pojawieniem si¢ bia-
fek przejsciowych TP.

Po tak radykalnej przebudowie chromatyny, w doj-
rzalym plemniku pozostaje okoto 10—-15% histonow (wa-
riantow). Nasuwa si¢ pytanie o ich szczegolowa lokali-
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zacje 1 role. Istotne jest bowiem to, ze obecnos¢ histo-
néw oznacza mozliwo$¢ utrzymania struktury nukle-
osomu. Z nowszych badan Hammound wynika, ze doty-
czy to 4% hapolidalnego genomu [70]. Nukleosomy
w plemniku sa $cislej upakowane niz w komorkach soma-
tycznych. Wykazano, ze struktur¢ nukleosoméw maja re-
giony telomerowe wszystkich chromosoméw plemniko-
wych [11]. Charakterystyczna cecha tych nukleosomow jest
obecno$¢ wariantu histonu spH2B [12, 71, 72]. Wiadomo
rowniez, ze z sekwencjami centomerowymi chromosomow
plemnika zwigzane sa zaréwno histony, jak i protaminy
[69]. Histony zawieraja takze obecne w DNA plemnika
domeny, ktére wykazuja wrazliwo$¢ na dziatanie nukleaz
(egzo- i endogennych) [70, 73, 74, 75]. Sugeruje sie, ze
z domenami tymi moga by¢ zwiazane inne warianty his-
tonéw niz w regionach centromeréw i telomeréw [76].
W zwiazku z tym nasuwa sig sugestia, ze nukleosomy w
chromatynie plemnika moga by¢ zwiazane z genami, ktore
ulegaja transkrypcji na najwczesniejszym etapie rozwoju
zygoty [70]. Alternatywna mozliwoscia jest zalozenie, ze
histony w chromatynie plemnika zwiazane sa ze wszystki-
mi specyficznymi sekwencjami kodujacymi biatka. Oby-
dwie wspomniane mozliwosci pozostaja na razie w sferze
hipotez [8, 70, 73, 76, 77, 78].

1.2. Model struktury chromatyny plemnika

Przedstawiony nizej model, nazwany ,,the donut-loop
model”, stanowi probe opisania, w jaki sposéb w plemni-
ku u ssakow czasteczka DNA uczestniczy w budowie
chromatyny [8]. Model ten nie opisuje sekwencji proce-
so6w molekularnych, ale jest podsumowaniem pogladow
na temat organizacji struktury chromatyny plemnika.
Jednocze$nie model ,,donut-loop” odpowiada takiej wizji
chromatyny plemnika, w ktorej struktura odgrywa bezpo-
srednia rolg w funkcji plemnika.

Na pierwszym poziomie struktury chromosomow
plemnikowych, DNA jest zorganizowany na catej dtugo-
$ci w postaci wypetlonych domen (loop domains) o dtu-
gosci okoto 50 kpz [8, 79, 80]. Domeny te ulegaja zmia-
nom w trakcie spermatogenezy [81, 82]. Wielkos¢ tych
domen jest prawie dwukrotnie mniejsza w poréwnaniu
ze $rednig wielkoscia domen w jadrach komoérek soma-
tycznych, przy czym to zmniejszenie nie wydaje si¢
wynikaé bezposrednio z haploidalno$ci genomu plemni-
ka [80]. Kazda z domen DNA w chromosomach plemni-
ka ma u swej podstawy specyficzne sekwencje nazwane
MARs (matrix attachment regions), poprzez ktore DNA
wiaze si¢ z macierza jadrowa, pelniaca funkcje we-
wnatrzjadrowego szkieletu [25, 83, 84, 85].

Model ,,donut-loop” zaktada, ze podczas spermiogene-
zy pojedyncza domena DNA laczac si¢ z protaminami
tworzy jeden toroid [8]. Znajdujace si¢ pomigdzy toroidami
sekwencje MAR tworza odcinki facznikowe (toroid linker
regions). Odcinki tacznikowe migdzy toroidami nie sa
zwigzane z protaminami i pozostaja niezmienione w trakcie
spermiogenezy [81, 86]. Sugeruje si¢, ze te lacznikowe
odcinki DNA pozostaja zwiazane z histonami (wariantami)

1 maja zachowang strukture nukleosomoéw [86, 87], podob-
nie jak regiony telomerowe i centromerowe chromosomow
plemnika [12, 60, 64, 65, 71, 72]. Taka organizacja wydaje
si¢ niezbedna do rozpoczecia prawidlowej embriogenezy,
bowiem, jak si¢ przypuszcza, miejsca wigzania DNA
z macierza jadrowa moga by¢ miejscami inicjacji tran-
skrypcji i replikacji. Zatem po zaplodnieniu, domeny petni-
lyby role funkcjonalnych podjednostek [88, 89, 90]. Wpro-
wadzono nawet pojecie ,trojwymiarowego kodu gene-
tycznego” dla podkreslenia, Ze strukturalna organizacja
haploidalnego genomu plemnika dostarcza waznych infor-
macji epigenetycznych [89]. W doswiadczeniach, w kto-
rych wprowadzano do mysich oocytéw jadra komoérkowe
plemnikoéw po wyptukaniu z nich protamin wykazano, ze
integralno$¢ macierzy jadrowej i zwiazanych z nia domen
DNA byla niezbednym, ale jednocze$nie wystarczajacym
czynnikiem do replikacji DNA w przedjadrzu meskim i do
wyksztatcenia prawidtowych chromosomoéow mitotycznych
[88, 89]. Opisana w modelu ,,donut loop” strukturalna or-
ganizacja plemnikowego DNA jest stala i niezwigzana ze
zmienno$cia morfologii plemnikow, obserwowana w stan-
dardowej analizie nasienia [91].

Na podstawie modelu ,,donut-loop” nie mozna stwier-
dzi¢, w jaki sposob nukleoprotaminowe toroidy oddzielone
lacznikowymi odcinkami tworza struktury wyzszego rzgdu
i ksztattuja chromosomy.

Z kolei Mudrak i wsp. [10] zaproponowali model
struktur chromosomow plemnika, ktory powstat na pod-
stawie analizy obrazow trojkolorowego FISH (fluorescen-
cyjna hybrydyzacja in situ) z uzyciem sond malujacych
ramiona krotkie (p) oraz dlugie (q) w jadrach plemni-
kéw, poddawanych stopniowo wzrastajacej dekonden-
sacji. Zaobserwowano, ze ramiona p oraz q chromo-
somow plemnika sa zbudowane z wiokien chromatyny
o szeroko$ci okoto 1000 nm kazde. Widkno 1000 nm
jest ztozone z dwoch potaczonych globularnych struktur
(2 x 500 nm), tworzacych rowek wzdhuiz osi podtuznej
widkna. Przyjmujac wymiary toroidu jako 25 x 60—100 nm,
w modelu zaktada sig, ze kazda z globularnych struktur
miataby by¢ utworzona przez 100-200 toroidoéw, co
odpowiadatoby 3-5 Mpz DNA. Trzeba zauwazyé, ze
model zaproponowany przez Mudrak i wsp. opisuje struk-
tury wigksze anizeli 300 nm, zatem nadal brak jest
ogniwa, ktore taczytoby go bezposrednio z modelem
,donut-loop” [10].

1.3. Model wewnatrzjadrowej topologii chro-
mosoméw plemnika

1.3.1. Lokalizacja centromerow i telomeréw

Stwierdzono, iz heterochromatyna centromeréw chro-
mosomow plemnika tworzy skondensowane zgrupowanie
(lub 2-3 mniejsze zgrupowania) w wyodrgbnionym, cen-
tralnym regionie jadra plemnika, zwanym chromocentrum
[65, 92]. Chromocentrum wyodrebnia si¢ podczas spermio-
genezy 1 jest struktura unikatowsa dla haploidalnych sperma-
tyd. Czynniki odpowiedzialne za formowanie chromocen-
trum nie sa jeszcze znane. Wiadomo jednak, ze z hetero-
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chromatyng chromocentrum zaré6wno w spermatydach, jak
i w dojrzaltym plemniku, zasocjowane jest biatko HP1B
(heterochromatin protein 1B) [93]. Jednym z czynnikow,
ktéremu przypisuje sig istotng rol¢ w organizacji chromo-
centrum, w okraglych spermatydach, jest czynnik TLF
(TBP-like factor), biatko, ktore wchodzi w interakcje
z czynnikami transkrypcyjnymi wigzacymi si¢ do sekwen-
cji TATA [66]. W zwiazku z tym, Ze chromocentrum ma
wyraznie okreslona pozycje wewnatrzjadrowa, nasuwa si¢
przypuszczenie, ze poprzez heterochromatyng centromerow
moze mie¢ ono bezposredni kontakt z macierza jadrowa.
Jednak bezposrednio takich asocjacji dotad nie przedsta-
wiono [10].

W przeciwienstwie do centromerow, telomery chromo-
somow umiejscowiaja si¢ w poblizu wewngetrznej blony
jadra komérkowego plemnika, tworzac dimery i tetrametry
zakotwiczone w wewnetrznej czgsci blony jadrowej [86].
Wykazano, ze dimery powstaja w wyniku interakcji telo-
merow ramion krotkich (p) i dlugich (q) tego samego
chromosomu, co oznacza, ze chromosomy tworza petle,
przybierajac konformacje ,,wsuwki do wlosow” (hairpin).
[71, 94, 95]. Zdolno$¢ telomerow do asocjacji wynika
z obecnosci swoistych struktur chromatyny zlokalizowa-
nych na koncach ramion p oraz q. Przypuszczalnie w ge-
nomie ojcowskim wiasnie telomery jako pierwsze maja
bezposredni kontakt z cytoplazma komorki jajowej, a opi-
sana wyzej konformacja jest niezbgdna do prawidlowej
dekondensacji chromatyny w przedjadrzu meskim, co jest
warunkiem prawidlowego rozwoju zygoty [76, 86]. Trzeba
w tym miejscu podkresli¢, iz juz z wczesniejszych badan
wynikalo, ze chronologia aktywacji gendw w zygocie zale-
ze¢ moze bardziej od zmian struktury chromatyny niz od
aktywacji czynnikow transkrypcyjnych [96].

Przedstawiona wyzej topologia chromosomow w ja-
drze ludzkiego plemnika dotyczy prawdopodobnie wszyst-
kich chromosomoéw, trzeba jednak zaznaczy¢, iz w przy-
padku chromosomoéw akrocentrycznych i krotkich, danych
doswiadczalnych jest niewiele.

Tlustracjg hipotez dotyczacych zardwno chromocentrum
i peryferyjnej lokalizacji telomeréw chromosoméw plemni-
ka, budowy widkien chromatyny, jak i modelu ,,donut-loop”
stanowi rycina 1 [8, 10, 76, 90, 92, 97].

1.3.2. Terytoria chromosoméw

Analiza sygnatéw uzyskiwanych metoda FISH po
zastosowaniu sond malujacych ramiona chromosomow
i sond centromerowych pozwolita przyja¢ zalozenie, ze
kazdy chromosom zajmuje okreslony, indywidualny
obszar, tzw. terytorium chromosomowe (chromosome
territory — CT) [76, 92, 95]. Z wigkszos$ci badan wynika,
ze terytoria chromosomowe maja wydluzony ksztatt
i lezg rownolegle do dtuzszej osi plemnika [10]. Jedynie
terytorium chromosomu 13 wykazywato zar6wno wy-
dhuzony, jak i okragly ksztalt. Terytoria poszczegdlnych
chromosomow plemnika, podobnie jak i ich chromatyna
sa kilkakrotnie (4—6-krotnie) silniej skondensowane w po-

réwnaniu z chromosomami w komdrkach somatycznych
w stadium metafazy [10, 85, 95].

W 2008 roku przedstawiono wyniki analizy przestrzen-
nej (3D) pozycji terytoriow wszystkich chromosoméw
ludzkiego plemnika u ptodnego mezczyzny [98]. Natomiast
preferencyjna, liniowa (tzn. wzdhiz osi podluznej jadra
plemnika) lokalizacjg terytoriow analizowanych indywidu-
alnie przedstawiono wczesniej dla 14 ludzkich chromoso-
mow [76]. Stwierdzono, mi¢dzy innymi, lokalizacj¢ teryto-
riow chromosomow 2, 5, 18 i1 Y w tzw. bazalnej czgsci
jadra plemnika (tzn. sasiadujacej z witka) a chromosomow
7 1 X w tzw. czgsci apikalnej (tzn. sasiadujacej z akroso-
mem) [12, 76, 99]. Sa dowody, ze terytoria chromosomow
zajmuja takze okreslona pozycje radialna: np. chromosomy
6 i 7 bardziej peryferyjna (tzn. blizej blony jadrowej), a 16,
18 oraz X bardziej wewnetrzng (tzn. w glebi jadra komor-
kowego) [12]. Z kolei dla terytorium chromosomu 13 ob-
serwowano raczej przypadkowa lokalizacje [100]. Nato-
miast w do§wiadczeniach poswigconych analizie lokalizacji
wszystkich pigciu chromosoméw akrocentrycznych jedno-
czesnie (4. 13, 14, 15, 21 i 22) wykazano, Ze centromery
tych chromosoméw skupiaja si¢ w okreslonym obszarze
zajmujacym 8,3% objgtosci jadra plemnika. Co jednak
znamienne, z do§wiadczen tych wynikalo, iz taka ,,mode-
lowa” lokalizacje chromosoméw akrocentrycznych stwier-
dzano tylko w 20% plemnikow [101].

Subakrosomowa lokalizacje chromosomu X wykazano
rowniez w jadrach komorkowych plemnikow u torbaczy
i stekowcow [102, 103, 104, 105]. W zwiazku z tym, Ze jest
to jednoczes$nie umiejscowienie bliskie miejsca pierwszego
kontaktu plemnika z cytoplazma komorki jajowej, po raz
pierwszy zwrocono uwagg, ze umiejscowienie chromoso-
moéw moze mie¢ znaczenie funkcjonalne [99, 106]. Wew-
natrzjadrowa pozycja chromosomu w plemniku mogtaby
okresla¢ kiedy, i ktore domeny poszczegdlnych chromoso-
mow ulegaja dekondensacji i przebudowie poprzedzajacej
ekspresje genomu ojcowskiego. Co ciekawe, w badaniach
na plemnikach $win zaobserwowano, ze wewnatrzjadrowe
umiejscowienie m.in. chromosoméw X i Y (analizowano
rowniez chromosomy 5 i 13) ulega w trakcie spermatoge-
nezy repozycji i w konsekwencji w plemniku jest odmienne
od tej w spermatocytach [107].

Hipoteza méwiaca, ze przestrzenna organizacja haplo-
idalnego meskiego genomu zawiera informacje krytyczne
zaro6wno dla funkcji plemnika, jak i dla wezesnego rozwo-
ju zarodka ma obecnie coraz wigcej zwolennikéw, choé
badania dotyczace tego zagadnienia sa stosunkowo nie-
liczne [70, 76].

Badania dotyczace architektury wewnatrzjadrowej
plemnikéw u innych gatunkow sa takze nieliczne, wskazuja
jednak, ze podstawowe zasady organizacji sa podobne
u wszystkich ssakéw [10, 16, 103, 104, 108]. Natomiast
w plemnikach ptakoéw nie stwierdzono $cisle okreslonej
lokalizacji chromosoméw lub dotyczyta ona tylko niekto-
rych chromosoméw. Pojawily si¢ nawet spekulacje, iz ta
réznica w stosunku do ludzkich plemnikéw mogtaby byé
cecha dywergencji ptakow i ssakow [104, 109].
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Ryec. 1. Ilustracja hipotez dotyczacych architektury wewnatrzjadrowej w jadrze ludzkiego plemnika. Szczegoty w tekscie (Roz-
dziaty 1.2. oraz 1.3.).
Fig. 1. Illustration of hypotheses about the architecture in the nucleus of the human sperm cell. Details in sections 1.2 and 1.3.
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2. Aberracje chromosomow w limfocytach
krwi obwodowej u nieptodnych me¢zczyzn

Ocena czestosci wystgpowania aberracji somatycz-
nych dotyczacych liczby i struktury chromosomow
wsrdd nieptodnych mezezyzn zalezy w znacznym stop-
niu od zastosowanych kryteriow doboru me¢zczyzn do
badanej grupy oraz przyjetej definicji ,,nieptodnosci”.
Dane literaturowe, wskazujace na zwiazek pomigdzy
meska nieptodnoscia a podwyzszong czgsto$cia wyste-
powania aberracji chromosomowych gromadzone sa od
wielu lat i pochodza z licznych osrodkow, w ktorych
badano grupy znacznie rézniace si¢ liczebnoscia, stoso-
wano takze rozne kryteria selekcji, rozne definicje nie-
ptodnosci idiopatycznej i oligozoospermii, jak rowniez
odmienne procedury badawcze [110]. Tym wiasnie nale-
zy tlhumaczy¢ rdéznice w bezwzglednych wartosciach
podawane przez réznych autoréw [111]. Jednak pomimo
powyzszych zastrzezen, wniosek, jaki wynika z tych
danych nie budzi watpliwosci: mezczyzni z niepowo-
dzeniami rozrodu maja w istotnym stopniu podwyzszone
ryzyko nosicielstwa aberracji chromosomowych [110,
112, 113, 114]. Wykrycie aberracji ma kluczowe zna-
czenie dla oceny nieptodnosci i dalszego postgpowania.
Konsekwencja aberracji chromosomow somatycznych sa
anomalie w chromosomach plemnikowych.

U mezezyzn z niepowodzeniami rozrodu zaréwno
z nieptodnos$cia idiopatyczna (normozoospermia), jak
i z zaburzeniami spermatogenezy (oligo-,terato-, asthe-
nozoospermia) opisano wszystkie typy aberracji doty-
czace wszystkich chromosomoéw. Najczesciej stwierdza-
nymi aberracjami sg te, ktore dotycza chromosomoéow X
1Y oraz translokacje zrbwnowazone (tabela 1.).

2.1. Mezczyzni z nieplodno$cia idiopatyczna
(normozoospermia)

Dane literaturowe dotyczace aberracji chromosoméow
somatycznych u nieplodnych mgzczyzn z normozoosper-
mia sa stosunkowo nieliczne i dotycza grup o matej liczeb-
nosci. Stad dane te sa niejednorodne. Szacuje si¢, ze wsrod
nieplodnych mezczyzn z normozoospermia czgstos¢ wy-
krywanych aberracji chromosomowych wynosi okoto 3%,
to jest kilka razy czgsciej niz w ogdlnej populacji nowona-
rodzonych dzieci, w ktorej czgstos¢ wykrywanych aberracji
wynosi okoto 0,7% (czgsto$¢ aberracji powstatych de novo
wynosi okoto 0,45%). Aberracje dotyczace chromosoméw
autosomowych wykrywa si¢ z czgstoscia 1,6% (czgstosé
translokacji wzajemnych wynosi 0,93%; translokacji rober-
tsonowskich 0,46%; inversji 0,23%). Czgstos¢ aberracji
chromosomoéow X 1Y szacuje si¢ na okoto 1,4%, najczesciej
sa to przypadki mozaicyzmu komoérkowego liczby chromo-
somow (0,93%) [115, 116].

2.2. Mezczyzni z zaburzeniami spermatogenezy

U okoto 13,2% mezczyzn z azoospermia oraz u oko-
o 4,3% mezczyzn z oligozoospermia wykrywa sig aber-
racje chromosomowe (odpowiednio: okoto 20 i 7 razy

czgsciej niz w ogolnej populacji nowonarodzonych dzie-
ci) (tabela 1.) [110]. Nie wykazano natomiast znacza-
cych korelacji pomigdzy nosicielstwem aberracji chro-
mosomowych a nieprawidlowosciami w morfologii lub
ruchliwos$ci plemnikow [114, 117].

U fenotypowo normalnych mezczyzn z azoospermia
(nie obstrukcyjna) czgstosé wystepowania kariotypu 47,XXY
szacuje si¢ na okoto 10% (to jest 70—100 razy czgsciej niz
w ogolnej populacji nowonarodzonych dzieci), 47, XYY
wystepuje z czestoscia okoto 0,1% (tak jak w ogdlnej popu-
lacji nowonarodzonych dzieci) natomiast 46,XX wystgpuje
z czgstoscia okolo 0,9% (90 razy czgsciej niz w ogolnej
populacji nowonarodzonych dzieci). Translokacje wzajem-
ne chromosoméw autosomowych wystepuja z czestoscia
0,5% (2 razy czesciej niz w ogolnej populacji nowonaro-
dzonych dzieci). Translokacje robertsonowskie wystgpuja
z czestoscia 0,2% (2 razy czgsciej niz w populacji nowona-
rodzonych dzieci) [110].

U fenotypowo normalnych mezczyzn z azoospermia
(nie obstrukcyjna) wigkszos¢ ze stwierdzonych aberracji
dotyczyta chromosomoéow X lub Y (okoto 70% wykrywa-
nych aberracji) (uwzgledniajac w grupie z azoospermia
réwniez pacjentdw z zespolem Klinefeltera 47 XXY,
ponad 93% aberracji dotyczy chromosomow X 1Y) (wig-
cej danych patrz Roz. 2.2.1.). Okoto 4% wykrywanych
aberracji stanowia translokacje wzajemne, a okolo 2%
translokacje Robertsonowskie, najczesciej sg to transloka-
cje (13;14) 1 (14;21).

U mezczyzn z oligozoospermia kariotyp 47,XXY wy-
stepuje z czestoscia okoto 0,5% natomiast kariotyp
47, XYY wystgpuje z czgstoscia okoto 0,3% (3-5 razy
czesciej niz w ogodlnej populacji nowonarodzonych dzie-
ci). Translokacje wzajemne chromosomow autosomo-
wych wystepuja z czgstoscia okoto 0,7% (2,8 razy czg-
$ciej niz w ogodlnej populacji nowonarodzonych dzieci).
Zwraca uwage stosunkowo wysoka czesto§¢ translokacji
robertsonowskich: okoto 1,5% (15 razy czgsciej niz w
ogolnej populacji nowonarodzonych dzieci) [110].

U fenotypowo normalnych mezczyzn z oligozo-
ospermig (o roznym nasileniu, a takze w oligoastheno-
lub/i oligoteratozoospermii) wigkszo$¢, bo okoto 67%
z wykrywanych aberracji dotyczyta chromosoméw auto-
somowych. Najczgstszym typem tych aberracji sa trans-
lokacje roberstonowskie (35%). W wigkszos$ci przypad-
koéw sa to translokacje (13;14) (okoto 70%), translokacje
(14;21) (16%) oraz translokacje (13;15) (6%). Translo-
kacje wzajemne stanowia 16% z wykrywanych aberracji.
Inwersje wykrywa sig¢ z czgsto$cia okoto 8%. Okoto 7%
z wykrywanych aberracji stanowia chromosomy marke-
rowe (wigcej danych patrz Roz. 6.3). Natomiast czgstos¢
aberracji dotyczacych chromosomow X lub Y jest duzo
nizsza w poréwnaniu z mezczyznami z azoospermia
i wynosi okoto 33% (w tym 12% to 47,XXY a 8% to
47,XYY) [110]. Wsérod fenotypowo normalnych osob
bgdacych nosicielami ztozonych przegrupowan, w ktore
zaangazowanych jest wigcej niz dwa chromosomy, mgz-
czyzni stanowia 22%. W tej grupie 18% ma niepowo-
dzenia rozrodu (w potowie z powodu braku koncepcji
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oraz w potowie z powodu niezrbwnowazenia genetycz-
nego u potomstwa) [118].

Wiadomo réwniez, ze nosicielstwo chromosomow pier-
scieniowych réznego pochodzenia, nawet w przypadkach
fenotypowo normalnych me¢zczyzn, zwiazane jest z meska
nieptodnoscia [119, 120, 121, 122, 123, 124]. Najczesciej
nieptodnos¢ zwiazana jest z zatrzymaniem spermatogenezy
podczas pierwszego podziatu mejotycznego [119].

2.2.1. Nosiciele aberracji liczby i struktury chro-
mosoméw X lub Y

Wisrod ogotu nieptodnych mezezyzn czgstos¢ aberra-
cji dotyczacych liczby i struktury chromosomoéow X lub
Y wynosi ponad 4%, to jest okoto 40 razy czg$ciej niz
u zywo narodzonych dzieci (dane statystyczne nie sa
jednorodne).

Pierwsze, dzi§ juz ,.historyczne”, badania wiazace nie-
plodnos¢ z aberracjami chromosomowymi dotyczyly wia-
$nie chromosoméow X 1 Y: w 1956 roku u nieptodnego
mezczyzny opisano kariotyp 47,XXY (zesp6t Klinefeltera).
Wsrdd ogotu nieptodnych mezezyzn zesp6t ten wystepuje
ze $rednia czgstoscia okoto 3%, wsrdd mezczyzn z azo-
ospermig z czgstoScia okoto 10%, natomiast z oligozo-
ospermig z czgstoscig okoto 0,5%. Wérod tych mezezyzn
z azoospermia, u ktorych wykryto aberracje chromosomo-
we, kariotyp 47,XXY stanowi okoto 67% tych aberracji, au
mezezyzn z oligozoospermia — 12% [110].

Wigkszo$¢ sposrod fenotypowo normalnych nosicieli
aberracji liczby chromosoméw X lub Y jest nieptodnych,

istotnym wyjatkiem sa megzczyzni o kariotypie 47,XYY
oraz przypadki mozaicyzmu komoérkowego liczby chro-
mosomow.

Kariotyp o wzorze 47, XYY wystepuje z czgstoscia
0,1% wérod zywo urodzonych chtopcow. Wrdd nosicieli
XYY sa zarowno megzczyzni plodni, jak i nieptodni.
W grupie nieptodnych mezczyzn z oligozoospermig kario-
typ 47,XYY wystepuje z czgstoscia okoto 0,3% i stanowi
okoto 8% sposrod wykrywanych aberracji. U nosicieli
XYY z zaburzona lub catkowitym brakiem spermatoge-
nezy obserwowano szerokie spektrum zmian morfolo-
gicznych w kanalikach plemnikotworczych obejmujacych
szkliwienie kanalikow, zahamowanie spermatogenezy na
pewnym etapie roznicowania lub tzw. zespdét samych
komorek Sertolego [110]. U mezczyzny z oligoasthenote-
ratozoospermia opisano wyjatkowy kariotyp mozaikowy
46,XY/51,XYYYYYY) [125].

Wsrdd nieptodnych mezezyzn (z azoospermia lub
oligoasthenoteratozoospermia) opisano okoto dwudzie-
stu przypadkow translokacji X-chromosom autosomowy.
Translokacje te dotyczyty roznych autosomow: 1, 2, 3, 4,
5,7, 12, 14, 18, 21 oraz 22, rézne byly takze punkty
peknig¢é na chromosomie X [110, 126, 127]. U nosicieli
translokacji X-chromosom autosomowy zahamowanie
spermatogenezy nastgpowato na etapie spermatocytow
I rzedu, wigkszo$¢ komorek bylta w stadium pachytenu,
a w nielicznych metafazach stwierdzano obecnos¢ tan-
cuchowych kwadriwalentow, ztozonych z chromosomu
Y, pochodnego X, pochodnego chromosomu autosomo-
wego i normalnego chromosomu autosomowego [128].

Tab. 1. Czgstosci wystgpowania wybranych aberracji chromosomowych w limfocytach krwi obwodowej u nieptodnych mgz-

czyzn (na podstawie danych z [110])

Tab. 1. Frequencies of the occurrence of selected chromosomal aberrations in the lymphocytes of peripheral blood in infertile

men (on the basis of the data in [110])

T ieptodnosci
Typ yp nfeplodnosct Kontrola@
aberracji normozoospermia oligozoospermia azoospermia %
% % %
47 XXY 0 0,5 10,0 0,1
47 XYY 0,23 0,3 0,1 0,1
46,XX™ 0 0,9 0,01
TCwW* 0,93 0,7 0,5 0,15
TR* 0,46 1,5 0,2 0,12°
inwersje 0,23 0,3 0,1 0,12
markery* 0,2 0,3 0,2 0,07
mozaikis 0,93 0,4 0,7 b.d.’
inne 0,02 0,3 0,5 b.d.!
SUMA 3,0% 4,3% 13,2% 0,7%
autosomy XY autosomy X,Y autosomy XY
54% 46% 67% 33% 7% 93%
T Q = Q0 o =
v I LY N P R A I
aberrac;ji ClIFI 22 e PlIFl 2|8l 2 |2l B IFIR|a 9]
g+« |E E| E < < < | < £
Yo | % | % | % | %[ % | % | % | % % % % % | % | % %
b.d.’ b.d.’ 16 | 35| 8 | 8 12 8 4 2 16717 10

Kontrolall = populacja nowonarodzonych dzieci; 46,XX™ = 46,XX (SRY™),

*TCW = translokacje chromosomowe wzajemne; **TR = translo-

kacje robertsonowskie; ® 1 — 2% uwzgledniajac warianty polimorficzne chromosoméw 1, 9, 16 oraz Y; + markery = chromosomy markerowe;

+ mozaiki = mozaiki chromosoméw X i Y; ¢ b.d. = brak danych
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W populacji ogolnej czgsto$¢ translokacji wzajem-
nych Y-chromosomy autosomowe wynosi okoto 1:2000
urodzen. Opisano u me¢zczyzn ponad 40 takich translo-
kacji. Dotyczyly one rdéznych autosoméw: 1, 2, 4, 6, 10,
13, 15, 16, 21 i 22, a punkty pgknigcia na chromosomie
Y wystgpowaly najczesciej na dtugim ramieniu Y [110,
129, 130, 131]. Niektore z translokacji z udziatem chromo-
somu akrocentrycznego mialy stosunkowo niewielki wptyw
na plodnos$¢, ale w tych przypadkach, ktore dotyczyty krot-
kiego ramienia chromosomu akrocentrycznego, 80% nosi-
cieli wykazywato azoospermig [131, 132]. Nosiciele innych
translokacji Y-chromosomy autosomowe byli nieptodni
najczesciej w tych przypadkach, kiedy punkt peknigcia na
chromosomie Y znajdowat si¢ w regionie Yqll. U mez-
czyzny z azoospermig opisano unikatowa translokacje de
novo t(Y;1)(ql2;q12), z utrata regionu heterochromatyno-
wego w chromosomie 1 [133]. Interesujaca wydaje sig
obserwacja, iz wsrod nosicieli takiej samej (rodzinnej)
translokacji Y-chromosom autosomowy wystepuja zarow-
no ptodni, jak i nieptodni mezczyzni [110, 128]. U mez-
czyzn z azoospermia opisano rowniez rzadkie przypadki
translokacji X-Y. U dwoch nosicieli obserwowano zaha-
mowanie mejozy na etapie spermatocytow I rzedu [134],
au jednego znaczna oligozoospermig [135].

Okoto 0,9% megzczyzn z azoospermia (i prawidlo-
wym fenotypem) ma kariotyp 46,XX (SRY") (to jest 90
razy czgsciej niz w ogdlnej populacji nowonarodzonych
dzieci), ktory powstaje w wyniku translokacji migdzy Xp
a Yp i obejmuje gen SRY, istotny dla determinacji ptci
meskiej [110, 136]. Natomiast przyczyna azoospermii
jest brak czynnika AZF (azoospermic factor, locus
Yqll). Kariotyp 46,XX wystgpuje wsrod mezczyzn z czg-
stoscia 1:20000-25000, okoto 10% pacjentow wykazuje
obojnacze genitalia i/lub spodziectwo a 30% objawia
ginekomasti¢ w okresie pokwitania. Alternatywnym
mechanizmem wystgpowania kariotypu 46,XX u me¢z-
czyzn moze by¢ mozaicyzm (linie komoérkowe 46,XY),
a w bardzo rzadkich przypadkach o genotypie 46,XX
(SRY") u mezezyzn o prawidlowym fenotypie i z nie-
ptodnoscia Iub w przypadkach wystgpowania prawdzi-
wego hermafrodytyzmu u 0s6b o plci niejasnej, przyczy-
na moga by¢ mutacje gendéw wplywajace na rdzni-
cowanie si¢ pici, zlokalizowanych poza chromosomem
Y [137, 138, 139].

U mezczyzny z azoospermia wykryto przypadek
translokacji t(Yp;Yq). U tego pacjenta stwierdzono w go-
nadach zahamowanie gametogenezy na etapie spermato-
cytow I rzedu [140].

Wsrdd nieptodnych mezezyzn opisano przypadki nosi-
cieli dicentrycznych chromosomow Y, u ktorych delecje
spowodowaly supresj¢ aktywnosci kinetochoru w jednym
z regiondow centromerowych, powodujac tym samym stabi-
lizacjg dicentrycznej struktury. Delecje te, cho¢ umozliwia-
ja stabilizacjg zmienionego strukturalnie chromosomu Y, sa
jednoczes$nie przyczyna nieptodnosci, bowiem zazwyczaj
obejmuja gen kodujacy czynnik AZF [141].

2.2.1.a. Mikrodelecje w chromosomie Y

Ludzki chromosom Y wykazuje kilka biologicznych
cech, ktore wyrdzniaja go sposroéd innych chromoso-
mow. Chromosom Y zawiera ponad 60 milionow nukle-
otydow (w znacznej czgsci sa to sekwencje powtarzalne
tworzace heterochromatyng) i najmniejsza liczbg funk-
cjonalnych genow: zidentyfikowano 78 gendow koduja-
cych biatko i 27 r6znych biatkowych produktow. Wsrod
tych genow jest jednak wiele gonadowo-specyficznych,
kluczowych dla spermatogenezy oraz determinacji plci.
Region dlugiego ramienia chromosomu Y (Yqll), w
ktoérym zlokalizowane sa geny istotne dla spermatogene-
zy, nazwano regionem AZF (azoospermic factor). Po raz
pierwszy wykazano istotna rolg tego regionu dla sperma-
togenezy w 1976 roku, kiedy to metoda kariotypowania
stwierdzono duze delecje regionu Yq u kilku mezczyzn
z azoospermia [142]. Delecje (mikrodelecje) regionu AZF
sa najczesciej stwierdzang przyczyna zaburzen spermato-
genezy. Ocenia sig, ze okoto 10%—15% mezczyzn z azoo-
spermia lub cigzka oligozoospermia ma mikrodelecje w
regionie AZF [143]. Badania molekularne tego regionu
u duzej liczby nieptodnych mezczyzn pozwolity zaob-
serwowac pewne zalezno$ci pomigdzy potozeniem delecji
w obrebie AZF a fenotypem. Region ten zostal umownie
podzielony na trzy podregiony: dystalny AZFc, srodko-
wy AZFb oraz proksymalny AZFa [144]. Delecje stwier-
dzane u pacjentow z zespotem komoérek Sertolego wy-
stepowaly najczesciej w AZFa. Delecje w AZFb powia-
zane byly ze zjawiskiem asynapsis i zatrzymaniem w
spermatocytach podzialéw mejotycznych na etapie wczes-
nego pachytenu. Natomiast delecje w AZFc (60%
wszystkich delecji w regionie AZF) zwiazane byty z r6z-
nymi fenotypami (od zespotu komodrek Sertolego do
hipospermatogenezy). Wykazano rowniez, ze duze dele-
cje powiazane byly z catkowitym brakiem plemnikow
a w przypadkach matych delecji mogla powstawac niska
liczba plemnikow [143, 145, 146].

Wsrod nieptodnych nosicieli mikrodelecji w regionie
AZF chromosomu Y znane jest zjawisko jednoczesnego
wystgpowanie mozaicyzm 45,X/46,XY w limfocytach
krwi obwodowej [147, 148]. Mozaicyzm taki stwierdza-
no réwniez u mezezyzn z duzymi (tzn. mikroskopowo
widocznymi) aberracjami w chromosomie Y [132]. Ob-
serwacje te moga sugerowac ogolna niestabilnos$¢ chro-
mosomu Y, szczegbélnie w dystalnym fragmencie Yqll,
powodujaca w konsekwencji tendencj¢ do utraty chro-
mosomu Y w podziatach komorkowych [149, 150].
Potwierdzily to badania chromosomoéow plemnikowych
przeprowadzone u 11 mgzczyzn z delecjami w regionie
AZFc, ktore wykazaly, ze tylko 33% plemnikow miato
chromosom Y (i 49% plemnikéw kontrolnych) [151].

U niektorych mezezyzn z teratozoospermia i prawidto-
wym kariotypem (badanym w limfocytach) opisano mikro-
delecje chromosomu Y wykrywane jedynie w plemnikach.
Prawdopodobnie u mgzczyzn tych wystgpowal mozaicyzm
w tkance gametogenicznej [152].
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3. Zaburzenia w mejozie u mezczyzn

Ocenia sig, iz co najmniej 8% rozpoznanych ciaz
u czlowieka wykazuje aberracje dotyczace liczby (okoto
7%) lub struktury (okoto 1%) chromosoméw [153].
Wigkszo$¢ z tych aberracji nie powstaje de novo w zy-
gocie, ale jest pochodzenia rodzicielskiego: jest konse-
kwencja bledow w mejozie podczas gametogenezy u ro-
dzica o prawidlowym kariotypie somatycznym. U zdrowych,
ptodnych mezczyzn o prawidlowym kariotypie soma-
tycznym, podzial mejotyczny moze przebiegac niepra-
widlowo nawet w kilku procentach spermatocytow.
Szacuje si¢, ze pochodzenie ojcowskie ma jedynie 30%
przypadkow trisomii autosomow (5%—10% przypadkoéw
trisomii chromosomu 21, 11% przypadkow trisomii chro-
mosomu 22, do 12% trisomii chromosomoéw 13 oraz 15,
17% trisomii chromosomu 14). Ojcowskie pochodzenie
ma natomiast wigkszo$¢ (> 50%) trisomii chromosomow
X lub Y (6% przypadkow 47,XXX; do 50% 47,XXY;
100% 47,XYY) [154, 155]. Kariotyp 24,XY powstaje w
wyniku nondysjunkcji w pierwszym podziale mejotycz-
nym (MI), natomiast 24,XX lub 24,YY w drugim po-
dziale mejotycznym (MII). Ojcowskie pochodzenie ma
ponadto 60% triploidii (diandria = triploidia ojcowskiego
pochodzenia) [156] oraz wigkszo$¢, bo okoto 84% aber-
racji strukturalnych chromosomoéow (85% przypadkow
czesciowej delecji 18q; 80% przypadkéw zespotu Wol-
fa—Hirschhorna (4p-); do 90% przypadkéw zespotu cri-
du-chat (5p-) [154, 157].

Badania prowadzone metodami immunocytogene-
tycznymi nad przebiegiem mejozy w spermatocytach
wykazaly, iz istotng przyczyna aneuploidii sa btedy w
koniugacji chromosoméw w profazie mejozy, redukcja
liczby rekombinacji i w konsekwencji brak chiazm [113,
158, 159]. Obecnos¢ chiazm wydaje si¢ by¢ niezbednym
warunkiem prawidlowej segregacji homologicznych
chromosomow. Biwalenty homologicznych chromoso-
mow bez chiazm sa niezdolne do prawidlowej orientacji
w metafazie lub do segregacji chromosoméw do komo-
rek potomnych [160]. Takie biwalenty w prawidlowej
spermatogenezie zdarzaja si¢ z czestoscia okoto 0,3%
[161]. Cho¢ wszystkie chromosomy moga ulega¢ ane-
uploidii, jej czgstosC jest najwyzsza w przypadku tych
chromosomow, ktore maja tylko jedno miejsce rekombi-
nacji, a wigc najmniejszych (szczeg6lnie 21, 22) oraz X
i Y (rekombinacja w biwalentach pici ograniczone jest
do regionu pseudoautosomalnego) [162, 163, 164, 165,
166]. Ze wzgledu na wysoka czgsto$¢ zespotu Downa,
trisomia chromosomu 21 jest jedna z najczgstszych ba-
danych aneuploidii u ludzi (zesp6t Downa: 1/600—
1/1000), 95% przypadkow ma dodatkowy chromosom
21, okoto 1% ma mozaicyzm, pozostate przypadki zwia-
zane sa z obecnos$cia izochromosomu 21 lub translokacja
z udzialem chromosomu 21) [167]. Okoto 6%—-10%
wszystkich przypadkow trisomii chromosomu 21 spo-
wodowanych jest btedami w spermatogenezie, przy
czym stosunek btedow w pierwszym i drugim podziale
mejotycznym (MI:MII) wynosi prawie 1:1 [167, 168]. W

tych przypadkach trisomii chromosomu 21, w ktorych
nondysjunkcja miata miejsce w MI, wykazano zreduko-
wany poziom rekombinacji migdzy chromosomami 21,
natomiast w przypadkach MII zjawisko to nie wystepo-
wato [169]. Cho¢ pojawialy sig¢ sugestie o zwiazku mig-
dzy starszym wiekiem megzczyzna a wzrostem poziomu
nondysjunkcji chromosomu 21 w mejozie (podobnie jak
i innych chromosomow), nie udato si¢ tego wykazac
u nielicznych badanych [154].

W 2004 roku opublikowano ,;mapg” przedstawiajaca
miejsca i pozycje miejsc rekombinacji na kazdym z ludz-
kich chromosoméw [164]. U mezczyzn o prawidlowej
spermatogenezie $rednia liczba miejsc rekombinacji w ko-
morce w stadium pachytenu wynosita okoto 50/komorke,
trzeba jednak podkresli¢, iz wystgpowata znaczna zmien-
no$¢ w czgstosci rekombinacji, zarowno migdzykomorko-
wa, jak i migdzyosobnicza (bez zwiazku z wiekiem mez-
czyzny) [161, 170]. Wyniki te byly zblizone do liczby
chiazm obserwowanych w diakinezie [171]. Wykonana
u 11 megzczyzn o prawidlowej spermatogenezie analiza
liczby miejsc rekombinacji w pojedynczej komorce wyka-
zata warto$ci od 21 do 65 ($rednia 48,0/komorke), nato-
miast $rednie czgstosci rekombinacji u poszczegdlnych
mezezyzn wynosity od 42,5 do 55,0/komorke [161]. Zjawi-
sko zmiennej liczby miejsc rekombinacji mejotycznej zna-
ne jest od dawna, ale jego przyczyny nie sa poznane [161,
172, 173].

Znajomos¢ ,,mapy” rekombinacji dla poszczegdlnych
chromosomow umozliwita poréwnanie przebiegu koniu-
gacji chromosomow i czgstosci rekombinacji w tkance
gametogenicznej gonady u kilkudziesigciu mezczyzn
zarowno w grupie kontrolnej z prawidtowa spermatoge-
neza, jak i u mgzczyzn z azoospermia o réznym podtozu,
u ktorych wystgpowaty komorki mejotyczne [166, 170,
174, 175]. Stwierdzono woéwczas, ze $rednia czgstosé
miejsc rekombinacji w grupie kontrolnej wynosita 45,9/ko-
morke, u mezczyzn z azoospermia obstrukcyjng (tzn. z za-
blokowanymi drogami wyprowadzajacymi) 44,8/komorke,
a u mezczyzn z azoospermia nieobstrukcyjna 40,0/ko-
morke. Stwierdzenie obnizonej czgstosci rekombinacji
w przypadku mejozy u megzczyzn z azoospermia obstru-
cyjna bylo raczej nieoczekiwanym spostrzezeniem; auto-
rzy nie wykluczyli, ze mgzczyzni ci mogli mie¢ wigcej
niz jedna przyczyng azoospermii [174]. U badanych
mezczyzn z azoospermia nie obstrukcyjna zaburzenia w
spermatogenezie byly bardzo rdznorodne: u 5% mgz-
czyzn podzialy ulegaty zatrzymaniu juz na etapie zygo-
tenu profazy MI, u 50% mgzczyzn stwierdzono komorki
w stadium pachytenu, natomiast u 45% mezczyzn wyka-
zano catkowity brak komorek mejotycznych. Wsrod tych
mezcezyzn z azoospermig nieobstrukcyjng, u ktoérych
wystegpowaly komodrki w stadium pachytenu, 70% miato
zaburzenia w kompleksie synapsonemalnym, a 80%
miato znaczace obnizenie czestosci rekombinacji. Sred-
nio 29% komorek w pachytenie tworzylo biwalenty bez
miejsc rekombinacji (5% w komorkach ptodnych mez-
czyzn) [170]. Analizowano réwniez kompleksy synapto-
nemalne u nosiciela aberracji inv 2(pll;ql3) z azoo-
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spermia, u ktérego w ogole nie zidentyfikowano sperma-
tocytow w stadium pachytenu i biwalentow XY. Byl to
interesujacy przypadek, bowiem komorki mejotyczne
,hasladowaty” mitozg: calkowity brak rekombinacji po-
wodowal, ze komoérki miaty diploidalng liczbe niespa-
rowanych chromosomow. Komorki te nie miaty rowniez
systemu mikrotubul, degenerowaty i obumieraty [176].

Niewatpliwie, analiza komplekséw synaptonemal-
nych i rekombinacji metoda immunofluorescencyjna
pozwolita uwidocznié, iz bledy w parowaniu chromoso-
mow oraz nieprawidlowa rekombinacja sa istotnymi
czynnikami powodujacymi nondysjunkcje chromoso-
méw, a przede wszystkim sa przyczyna zaburzonej
spermatogenezy. Konsekwencja tych zaburzen moze by¢
zarowno utrata komoérek mejotycznych, prowadzaca do
azoo- lub oligozoospermii, jak rowniez bledy w segrega-
cji chromosoméw powodujace aneuploidie [177]. Nato-
miast genetyczne podioze bledow w mejozie u badanych
mezcezyzn pozostato nieznane [170, 176].

4. Chromosomy plemnikow u plodnych
mezczyzn

Chromosomy plemnikow sa konicowym produktem
mejozy. Analiza chromosoméw w plemnikach dostarcza
informacji o tych strukturalnych i liczbowych aberra-
cjach, ktore uniknety wyeliminowania w trakcie mejozy.
Chromosomy dojrzatych plemnikéw moga by¢ badane
poprzez dwa rozne podejScia metodyczne: 1) poprzez
badanie chromosoméw metafazowych uzyskanych z przed-
jadrzy meskich po ksenogenicznej penetracji plemnikow
do oocytéw chomika (metodg okresla si¢ jako ,karioty-
powanie chromosomoéow plemnika™), 2) poprzez analizg
sygnalow FISH uzyskanych na zdekondensowanych
jadrach komorkowych. Pierwsza metoda umozliwia
bezposrednia obserwacje chromosomow plemnika [178].
Jest to istotna zaleta tej metody. Chromosomy metafa-
zowe plemnika mozna analizowa¢ zaré6wno po barwieniu
Giemza, jak i1 po reakcji FISH. Metoda ta jest trudna
technicznie i czasochtonna, preparaty chromosomow
metafazowych plemnika zasadniczo odbiegaja jakosScia
od chromosoméw komorek somatycznych. Mozliwe do
analizy chromosomy plemnikow uzyskuje si¢ jedynie w
potowie sposrod spenetrowanych oocytow. Zatem liczba
preparatow zalezy od liczby uzyskanych i spenetrowa-
nych oocytdw, a wigc jest stosunkowo niewielka (mak-
simum 150 w jednym doswiadczeniu wykonywanym
przez jedna osobg, $rednio okoto 56). Zasadnicza jednak
jej wada jest fakt, iz uzyskuje si¢ informacj¢ wylacznie
o chromosomach tych plemnikow, ktdre spenetrowaty
komorke jajowa. W przypadku nieptodnych mezczyzn,
u ktorych plemniki maja bardzo niska zdolno$¢ penetra-
cji oocytow, metoda ta nie moze by¢ uzyta. Mozna
wowczas zastosowa¢ pewna odmiang tej metody, ktora
polega na podaniu ludzkich plemnikow do oocytow
mysich [179]. Kariotypowano chromosomy metafazowe
plemnikow pochodzacych zaréwno od plodnych, jak
i nieplodnych me¢zczyzn, od nosicieli aberracji chromo-

soméw somatycznych oraz od mezczyzn po radioterapii
lub chemoterapii [180]. Trzeba podkresli¢, iz dane litera-
turowe dotyczace chromosomow plemnikowych metafa-
zowych uzyskanych po ksenogenicznej penetracji plem-
nikéw do oocytow pochodza tylko z kilku wiodacych
osrodkow naukowych [181, 182, 183, 184, 185, 186].
Badanie chromosomoéw plemnikowych metoda FISH
na zdekondensowanych jadrach plemnikow nie wymaga
penetracji plemnikéw do oocytéw i moze by¢ zastoso-
wane na dowolnie duzej liczbie plemnikéw (dane litera-
turowe pochodza z licznych o$rodkow, przedstawiaja
wyniki dotyczace od 1000 do 5000 a pojedyncze publi-
kacje nawet do 10000 plemnikow dla jednej sondy
u jednego me¢zezyzny). FISH z uzyciem sond centrome-
rowych stosowano analizujac plemniki u ptodnych mez-
czyzn, u nieptodnych mezczyzn, u nosicieli aberracji
chromosomoéw somatycznych oraz u mezczyzn po che-
moterapii. Stosujac kombinacj¢ sond centromerowych
i telomerowych badano wzory segregacji mejotycznej
u nosicieli aberracji chromosomoéw somatycznych [180].
Trzeba jednak pamigtac, iz w tej metodzie ,,widoczne”
sg tylko te chromosomy (a wlasciwie ich fragmenty), dla
ktérych zastosowano odpowiednie sondy. Poza tym, ze
wzgledu na specyficzng strukture chromatyny plemnika,
penetracja sond do jader plemnikéw jest mozliwa dopie-
ro po dekondensacji i rozszczelnieniu tychze jader.
Mozna zminimalizowac to ograniczenie stosujac metodg
PRINS (PRimed IN Situ) z uzyciem fluorochroméw
[187, 188, 189]. Metoda PRINS polega na wykonaniu
reakcji PCR bezposrednio na utrwalonych preparatach
cytologicznych z uzyciem starterow bedacych fragmen-
tami alfa-satelitarnych sekwencji DNA specyficznych
dla danego chromosomu. W reakcji PRINS-FISH de-
kondensacja jest mniej ograniczajacym czynnikiem,
bowiem stosuje si¢ krotkie startery (18—35 nukleotydow)
polaczone z fluorochromami, ktore tatwiej penetruja do
jadra plemnika. Zadna z powyzszych metod nie jest
wiarygodna w ocenie czgstosci nullisomii w plemnikach;
bowiem ,,nie odroznia” artefaktu powstalego w wyniku
procedury od faktycznej nullisomii. Najczgséciej zaktada
sig, ze czestos¢ nullisomii dla badanego chromosomu
jest rowna czgstosci disomii (tzw. ocena zachowawcza).
Zar6wno pierwsza, jak i druga metoda zbadano czgstosé
aneuploidii kazdego z 23 chromosomow plemnika [153].
Poroéwnanie wynikow uzyskiwanych dwoma metodami
prowadzi do wniosku, ze badanie chromosoméw meta-
fazowych jest bardziej informatywna w przypadku anali-
zy aberracji strukturalnych, znacznie mniej informatyw-
na do oceny czgstosci disomii (uzyskiwane czgstoSci sa
3 razy nizsze), natomiast nie nadaje si¢ do badania czeg-
stosci diploidii, bowiem po penetracji plemnikow do
oocytow chomika diploidia moze by¢ wynikiem poli-
spermii [190]. W oparciu o wyniki uzyskane metoda
dwu- lub trojkolorowego FISH (z okoto 30 publikacji
z roznych osrodkow), szacuje sig, ze u mtodych ($rednia
wieku 34 lata), zdrowych, ptodnych mgzczyzn o prawi-
dlowym kariotypie somatycznym, czgstos¢ aneuploidii w
plemnikach wigkszosci z autosomow miesci si¢ w zakre-
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sie od 0,03 do 0,12%, natomiast dla chromosoméw 3,
14, 21 i 22 jest wyzsza (w zakresie od 0,2 do 0,47%).
Srednia czgsto$¢ disomii autosoméw wynosi 0,1%. Dla
chromosomoéow X 1 Y $rednia czgsto$¢ disomii jest zna-
czaco wyzsza 1 wynosi 0,26% [153, 191]. Z sumowania
tych $rednich wartoéci wynika, ze co najmniej 2,2%
plemnikow ma disomi¢ ktorego$ z chromosomoéw (oraz
2,2% nullisomig). Srednia czgsto$é plemnikéw diplo-
idalnych szacuje si¢ na 0,19% [153]. Zatem wniosek
z badan prowadzonych metoda FISH jest taki, iz minimum
4,5% wszystkich plemnikow ma jaka$ aberracje dotyczaca
liczby chromosomoéw. Przy zastosowaniu tylko analizy
chromosoméw metafazowych plemnika warto$¢ ta jest
nizsza i wynosi okoto 1,8% [153]. W wynikach dotycza-
cych czgstosei disomii 1 diploidii w plemnikach, uzyskiwa-
nych metoda FISH przez réznych autorow, wystepuja
znaczne roznice, np. rozpigtos¢ wynikéw dotyczacych
czestosci disomii chromosomu 18 wynosi od 0,03 do
0,25%, natomiast X oraz Y od 0,1 do 0,43%. W przypadku
diploidii, do stwierdzenia ktdrej konieczne jest zastosowa-
nie conajmniej trzech réznych sond (podobnie jak do bada-
nia aneuploidii chromosoméw X i Y), réznice sa jeszcze
wigksze: od 0,01 do 0,35%. Mozna jedynie domniemywac,
iz roznice te wynikaja ze stosowania réznego rodzaju sond
oraz subiektywnych kryteriow stosowanych przez osoby
oceniajace preparaty, kiedy uznaé, ze dwa sygnaty FISH
tego samego koloru znajdujace si¢ bardzo blisko siebie
oznaczajg disomig (kryterium powinna stanowi¢ odleglos¢
wigksza niz $rednica sygnatu). Wspomniane réznice powo-
duja, iz kazda grupa badajaca anomalie dotyczace chromo-
somow plemnikowych analizuje uzyskiwane wyniki w
oparciu o wlasne grupy kontrolne.

Na podstawie danych uzyskiwanych poprzez badanie
chromosoméw metafazowych plemnika ocenia sig, ze $red-
nia czestos¢ aberracji struktury chromosoméw plemniko-
wych wynosi 6,6%. Najczgstsza anomalia sa peknigcia
chromosoméw. Stosunkowo najwigcej peknigé obserwowa-
nych jest w chromosomie 9, szczegdlnie migdzy centrome-
rem a regionem 9gh+, co moze korespondowac z wysoka
czgstoscia (okoto 1%) wystgpowania w populacji ogolnej
inwersji pericentrycznej inv(9)(p11q13) [153].

Sumujac wyniki dotyczace poziomu aberracji liczby
oraz struktury chromosomow w plemnikach uzyskuje sig¢
srednia czestos¢ wszystkich aberracji okoto 10%. Trzeba
jednak podkresli¢, ze odsetek plemnikow, w ktorych
wykrywa sig¢ aberracje¢ rozni si¢ znacznie u poszczego6l-
nych mezczyzn, zawierajac si¢ w przedziale od kilku do
kilkunastu procent. Przyczyny tych indywidualnych
réznic sa niejasne. Szacuje sig, ze okoto 20% plodnych
mezezyzn o prawidlowym Kkariotypie somatycznym
moze mie¢ podwyzszona czgsto$¢ aberracji chromoso-
mow w plemnikach, w poréwnaniu do $rednich wartosci
[192, 193]. W grupie tej wystepuje podwyzszone ryzyko
posiadania potomstwa z aberracja ojcowskiego pocho-
dzenia. Wykazano, iz w plemnikach niektorych ojcow
dzieci z zespotem Downa, zespotem Turnera lub zespo-
fem Klinefeltera wystgpuje podwyzszona czgsto$¢ diso-
mii badanych chromosomoéw [194, 195, 196, 197].

Niektorzy autorzy wykazuja niewielkie korelacje po-
miedzy wiekiem mezczyzny a podwyzszona czestoscia
disomii, diploidii oraz aberracji strukturalnych chromoso-
moéw w plemnikach [153, 154, 193].

Badano takze wplyw nikotyny, kofeiny i alkoholu na
poziom aberracji chromosoméw w plemnikach [198].
Sugeruje sig, ze czynniki te moga wptywaé na wzrost
czestosei aneuploidii, szczegolnie chromosoméw X i Y.
Wydaje si¢ réwniez, iz u czgsci palaczy papierosow
wystgpuje osobniczo podwyzszona podatno$¢ na induk-
cj¢ aneuploidii w plemnikach przez nikotyng [198].

U zdrowych, ptodnych me¢zczyzn o prawidlowym
kariotypie, stosunek plemnikéow z chromosomem X do
plemnikéw z chromosomem Y wynosi 1:1.

5. Chromosomy plemnikéw u nieplodnych
mezezyzn o prawidlowym kariotypie soma-
tycznym

Z okoto 40 opublikowanych dotychczas badan wyni-
ka, ze u nieptodnych mezczyzn o prawidlowym fenoty-
pie i kariotypie w limfocytach krwi obwodowej, $redni
poziom disomii i diploidii chromosoméw w plemnikach
jest istotnie wyzszy (2—10 x) w poréwnaniu z wynikami
uzyskiwanymi dla ptodnych mgzczyzn [111, 158, 199].
Wigkszos$¢ autoré6w wskazuje na okolo trzykrotny wzrost
poziomu aneuploidii [200, 201]. Podwyzszony poziom
aneuploidii dotyczy wigkszosci mezczyzn z r6znymi typa-
mi nieplodnosci (tzn. oligo-, astheno-teratozoospermia)
oraz czgsci mezczyzn z nieplodnoscia idiopatyczna
(normozoospermia). Wérodd nieplodnych mezczyzn wy-
stepuja wyjatkowo duze rdznice osobnicze dotyczace
czgstos$ci aneuploidii autosomow i chromosoméw pici
w plemnikach [199]. Réznice te stwierdzano w kazdym
z badanych typoéw nieptodnosci, ale dotychczas nie udato
sig ich skorelowaé z okreslonymi typami niepowodzen
rozrodu, cho¢ takie proby wielokrotnie podejmowano
[111, 199, 202, 203, 204]. Trzeba jednak pamigtaé, ze
dane literaturowe pochodza z réznych osrodkow, w kto-
rych stosowano niejednorodne kryteria doboru pacjen-
tow 1 liczebnosci badanych grup. Nie budzi watpliwosci
tylko fakt, ze we wszystkich badanych grupach mgz-
czyzn z niepowodzeniami rozrodu czg¢sto$¢ aberracji
chromosoméw w plemnikach byla wyzsza w poréwna-
niu do grup kontrolnych. Jedynie w przypadku pewnego
rodzaju teratozoospermii (kilkuwitkowe plemniki o du-
zych gtéowkach) mozna mowi¢ o korelacji morfologii
z kariotypem plemnika: wszystkie plemniki z ta wada
wykazywaly aberracje liczby chromosoméw [117].

Nie ma jak dotad danych, ktore by wskazywaly, ze
aneuploidia chromosoméw plemnikowych obniza zdol-
no$¢ plemnikéw do penetracji oocytow. Uwaza si¢ jed-
nak, ze wzrost czgstosci aneuploidii w plemnikach jest
jednym z wyktadnikéw zaburzonego procesu spermato-
genezy, stad zjawisku temu przypisuje si¢ duza role w etio-
logii niepowodzen rozrodu [71, 201, 205].
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5.1. Chromosomy plemnikow u mezezyzn z za-
burzeniami spermatogenezy

Najwigeej danych literaturowych dotyczy aneuploidii
chromosomow plemnikéw analizowanych metoda FISH
u mezezyzn z oligozoospermia. Lacznie u ponad dwustu
nieplodnych mezczyzn analizowano zwiazek pomigdzy
obnizona liczba plemnikéw w ejakulacie (< 20 x 10%/ml)
a poziomem aneuploidii. Niemalze we wszystkich przy-
padkach stwierdzano odwrotna korelacje pomigdzy gesto-
scig plemnikow a podwyzszonym poziomem sumy diso-
mii chromosoméw autosomowych oraz, przede wszystkim,
chromosomow X 1Y [199, 206, 207]. Sposrdd badanych
chromosomow, jedynie czgsto$¢ aneuploidii chromosomu
16 nie wykazywata korelacji z oligozoospermia [199].
Wykazano rowniez, ze oligozoospermii towarzyszyt pod-
wyzszony poziom duplikacji, delecji i pgknig¢ w chromo-
somie 1 (przede wszystkim w regionie lcen-1ql2, ktory
stanowi okoto 4% haploidalnego genomu), przy czym
liczba peknig¢ byta negatywnie skorelowana z ggstoscia
plemnikow [208, 209].

Azoospermia nieobstrukcyjna stanowi najpowazniejsze
zaburzenie spermatogenezy, stad mozna by oczekiwaé
wyjatkowo wysokiej czestosci aneuploidii w plemnikach
uzyskiwanych z najadrza. Dotychczas analizowano chro-
mosomy 1, 13,17, 18, 21, X oraz Y u kilkudziesigciu mgz-
czyzn z azoospermia [4160, 210]. Wyniki badan pochodza-
cych z réznych osrodkow, nie sa jednorodne, by¢é moze
z powodu malej liczby analizowanych plemnikéw u po-
szczegblnych pacjentow. Wigkszos¢ autorow obserwowata
znamiennie wyzsza czgsto$¢ aneuploidii w stosunku do
kontroli; w niektorych badaniach byt to poziom poréwny-
walny z czgstoscig obserwowana w plemnikach pacjentow
z silna oligozoospermia lub wyzszy [48].

Dane dotyczace zwiazku pomigdzy asthenozoosper-
mig a podwyzszonym poziomem aneuploidii chromoso-
mow w plemnikach sg niejednoznaczne. Asthenozo-
ospermia jako izolowana wada, ktorej nie towarzyszy
oligo- i/lub teratozoospermia, wystgpuje w mniej niz
20% przypadkéw nieptodnosci zwigzanej z nieprawi-
dlowymi cechami ejakulatu [211]. Analizowano metoda
FISH chromosomy plemnikéw u okoto pigédziesigciu
takich pacjentow (wigkszo$¢ autorow analizowata chro-
mosomy 18, X oraz Y) [212, 213]. Jedynie w kilku
przypadkach wykazano wzrost poziomu aneuploidii
chromosomoéw w plemnikach. Badano takze chromoso-
my w plemnikach frakcjonowanych metoda ,,swim-up”
lub metoda wirowania na gradiencie perkolu. Wigkszos$¢
autoréw nie wykazala istotnych réznic w poziomie ane-
uploidii w poszczegélnych frakcjach zaréwno u mez-
czyzn o prawidlowym ejakulacie, jak i od pacjentow
z asthenozoospermia [213].

Badano réwniez poziom aneuploidii chromosomoéow
X oraz Y u trzech mgzezyzn, u ktorych catkowita asthe-
nozoospermia spowodowana byla strukturalng deforma-
cja witki plemnika. U kazdego z tych mgzczyzn stwier-
dzono istotny wzrost poziomu aneuploidii [214].

Dane literaturowe dotyczace poziomu aneuploidii chro-
mosomow w plemnikach mezczyzn z teratozoospermia,
ograniczone sg do okoto 60 przypadkow z ,,polimorficzna
teratozoospermia”’, 9 przypadkéw z globozoospermia oraz
12 przypadkéw z zespotem duzych gltowek. U mezczyzn
z ,,polimorficzna teratozoospermia” plemniki wykazywaty
wigcej niz jeden typ nieprawidtowosci. W plemnikach tej
grupy mezezyzn stwierdzano jedynie niewielki, ale staty-
stycznie istotny wzrost czgstosci aneuploidii analizowanych
chromosomoéw (badano chromosomy 1, 7, 8, 12, 13, 18, 21,
X oraz Y) [215, 216]. W nielicznych przypadkach wyka-
zywano negatywna korelacj¢ pomiedzy czestoscia aneuplo-
idii a odsetkiem prawidlowych form plemnikow [202].

U mezezyzn z globozoospermia analizowano chromo-
somy 1, 7, 8,9, 12, 13, 15, 18, 21, X oraz Y. Wigkszos¢
badan wykazata niewielki wzrost czgstosci aneuploidii
chromosomoéw akrocentrycznych, X oraz Y [215]. W jed-
nym analizowanym przypadku globozoospermii wykazano
wzrost odsetka plemnikéw z nieprawidtowa struktura
chromatyny [216]. We wszystkich dotad badanych rzadkich
przypadkach nasilonej teratozoospermii z dominujaca for-
ma duzych gtéwek stwierdzano silng korelacj¢ z podwyz-
szong czgstoscia aneuploidii (50%-100%) (badano chromo-
somy 1, 3,8, 11, 12, 17, 18, X oraz Y) [215, 217, 218, 219]
oraz z uszkodzeniami struktury chromatyny [220]. W zwia-
zku z tym, Ze obserwowano rowniez wysoki odsetek plem-
nikow z triploidia sugerowano, iz u pacjentoéw tych niepra-
widlowa segregacja chromosoméw mejotycznych wynika
z wad w cytokinezie [217].

6. Chromosomy plemnikéw u nosicieli aber-
racji chromosomowych

Znaczna czg$¢ badan dotyczacych analizy chromoso-
mow w plemnikach dotyczy mezczyzn bedacych nosiciela-
mi aberracji struktury chromosomoéw somatycznych, u kto-
rych aberracje te nie maja efektu fenotypowego. Aberracje te
2uwidaczniaja si¢” podczas gametogenezy, bowiem powsta-
jace podczas profazy MI multiwalenty moga w roézny spo-
sOb ulegac segregacji, wytwarzajac czg$¢ niezrOwnowazo-
nych (pod wzgledem materiatu genetycznego) gamet.

6.1. Segregacja mejotyczna chromosomow
w plemnikach u nosicieli translokacji

6.1.1. Translokacje wzajemne

U wigkszosci heterozygotycznych nosicieli translo-
kacji chromosomowej wzajemnej zrownowazonej (TCW)
budowa histologiczna jader, aktywno$¢ gametogeniczna
oraz liczba plemnikéw jest prawidtowa. Translokacje
chromosomowe powodujace catkowite zahamowanie
spermatogenezy wystgpuja rzadko. Najbardziej destruk-
cyjny wplyw na przebieg spermatogenezy wydaje si¢
miec¢ nosicielstwo takich translokacji, w ktorych punkt
ztamania chromosomu lezy blisko centromeru oraz
translokacji z udzialem chromosomu akrocentrycznego.
W wigkszos$ci tych przypadkow wystepuje azoospermia
lub oligozoospermia [221, 222, 223, 224, 225]. Najczes-
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ciej azoospermia u nosicieli TCW jest konsekwencja
zahamowania gametogenezy na etapie I podzialu mejo-
tycznego [224, 226, 227]. Nieplodni sa rowniez nosiciele
translokacji migdzy chromosomem X i autosomem.
W przypadku translokacji z udzialem chromosomu Y
nieptodnos¢ zalezy prawdopodobnie od lokalizacji punk-
tow peknigcia na tym chromosomie. Wigkszos¢ TCW
nie powstaje de novo tylko jest odziedziczona po jednym
z rodzicow [228].

U nosicieli TCW ryzyko zwiazane z rozrodem jest
przede wszystkim wynikiem powstawania podczas ga-
metogenezy niezrownowazonych genetycznie gamet.
Podczas mejozy chromosomy zaangazowane w translo-
kacje tworza kwadriwalenty i w konsekwencji chromo-
somy ulegaja segregacji do dwoch komorek potomnych
na pig¢ sposobow, prowadzac do powstania 16 réznych
kariotypow plemnikow (tzw. segregantow). W wyniku
zajScia segregacji naprzemiennej powstaja plemniki
normalne i genetycznie zrownowazone, natomiast pozo-
state typy segregacji: przylegta 1111, 3:1 (trzeciorzgdowa
i wymienna) oraz 4:0 prowadza do powstania plemni-
kéw niezrownowazonych genetycznie.

Sugeruje si¢ ponadto, ze u nosicieli translokacji
TCW (podobnie jak i u nosicieli translokacji robersto-
nowskich i inwersji) dodatkowym czynnikiem zwigksza-
jacym ryzyko zwigzane z rozrodem moze by¢ podwyz-
szony poziom fragmentacji DNA w plemnikach (kilka-
krotnie wyzszy niz w plemnikach kontrolnych) [129,
188]. Stwierdzono, ze u znacznej czgSci nosicieli aberra-
cji dotyczacych struktury chromosoméw wystepuje wy-
soki odsetek plemnikéw zaréwno z fragmentacja DNA,
jak 1 z markerami apoptozy [229, 230]. Jednoczesnie
poziom fragmentacji DNA w plemnikach nie wykazuje
korelacji ani z odsetkiem niezrownowazonych genetycz-
nie gamet, ani z wiekiem nosiciela [230].

Dotychczas analizowano chromosomy w plemnikach
u okoto 140 nosicieli ponad 120 réznych TCW [111,
228, 231, 232, 233]. W okoto 40 przypadkach chromo-
somy metafazowe plemnika barwiono Giemza (po pene-
tracji do oocytdow chomika), w pozostatych przypadkach
zastosowano FISH do jader plemnika, u szeéciu nosicieli
zastosowano obydwie metody. W badaniach tych okre-
slano tzw. wzor segregacji mejotycznej, tzn. proporcje

pomiedzy kariotypami plemnikowymi, pochodzacymi
z poszczegdlnych typow segregacji. W tabeli 2. przed-
stawiono S$rednie czegstoSci oraz zakres czestosci po-
szczegdlnych typow segregacji w plemnikach wszyst-
kich dotad badanych nosicieli TCW. Roznice w $rednich
warto$ciach pomiedzy metoda kariotypowania a FISH
wynikaja nie tylko z réznej liczby analizowanych plem-
nikow, ale takze z faktu, Zze nie dotycza tych samych
translokacji. Prawdopodobnie jednak, pewien ,,nadmiar”
segregantow 3:1 uzyskiwanych w metodzie FISH jest
artefaktem i wynika z trudnosci z interpretacja w plem-
nikach sygnatéw hybrydyzacyjnych pochodzacych od
matych sond telomerowych [231, 234].

Mozna zauwazy¢, ze u nosicieli TCW $rednio ponad
potowa plemnikow jest niezrownowazona genetycznie
[228, 231, 235]. Dane przedstawione w tabeli 2. wskazu-
ja na fakt, ze powstawanie niezrownowazenia genetycz-
nego podczas mejozy jest wysoce zmienne w réoznych
translokacjach. Jednoczeénie jednak, u wigkszoSci nosi-
cieli TCW procent normalnych/zréwnowazonych plem-
nikow zawiera si¢ w granicach od 35% do 50% [231,
232]. Znaczna czg$¢ autoréw jest zdania, iz kazda trans-
lokacja wzajemna ma swoj specyficzny wzor segregacji,
ktéry zalezy od wielu czynnikéw. Do czynnikéw tych
nalezy rodzaj chromosomoéw zaangazowanych w trans-
lokacje i1 lokalizacja miejsc pgknie¢ (dtugos¢ intersty-
cjalnych i translokowanych fragmentow), charakterysty-
ka tworzonego przez chromosomy kwadriwalentu, zdol-
no$¢ do kompletnej asocjacji synaptycznej chromoso-
méw zaangazowanych w translokacj¢ z chromosomami
homologicznymi, liczba i pozycja chiazm oraz rozpo-
znawanie centromer6w chromosomoéw homologicznych
przez mikrotubule wrzeciona kariokinetycznego [228,
236]. Segregacja mejotyczna u nosicieli TCW na pewno
nie jest procesem do konca wyjasnionym.

Srednia czesto$é niezrownowazonych genetycznie
plemnikéw u nosicieli TCW translokacji jest znacznie
wyzsza (okoto 56%) niz czgsto$¢ stwierdzanych nie-
zrownowazen u plodéow z heterozygotycznymi translo-
kacjami ($rednio 10%). Sugeruje sig, ze prezygotyczna
selekcja przeciwko genetycznie niezrownowazonym plem-
nikom nie wystgpuje a czgste u nosicieli wzajemnych
translokacji niepowodzenia rozrodu wynikaja glownie

Tab. 2. Srednie czestosci oraz zakresy dla okreslonego typu segregacji mejotycznej u wszystkich dotad analizowanych nosicieli

TCW (metoda kariotypowania oraz trojkolorowy FISH) [228, 231]

Tab. 2. Average frequencies and ranges of a specific type of meiotic segregation in all TCW carriers analyzed so far (the karyo-

typing method and a tri-color FISH, [228, 231])

Metoda
Typ segregacji ] kariotypowanie FISH
Srednia czesto$¢ | Zakres czestosci | Srednia czesto$é | Zakres czestosci
plemnikéw (%) (%) plemnikéw (%) (%)
Naprzemienna 43,9 279-772 42,5 18,6 — 62,8
Przylegta | 36,7 12,7-63,4 26,6 3,7-441
Przylegta Il 13,6 1,9-31,4 12,4 0,7 -40,1
3:1 4,8 0-21 14,5 1,56-46,8
4:0 0,1 0-4 0,2 0-0,8
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z eliminacji zygot, badz zarodkow [237, 238, 239, 240].
W zaleznosci od wielko$ci niezrownowazonego genetycz-
nie odcinka zahamowanie rozwoju moze wystapi¢ w kaz-
dym okresie zycia ptodowego i w konsekwencji prowadzi
do poronien samoistnych, martwych urodzen i zgondéw
noworodkdow [228, 236].

Wykazano, ze wzor segregacji mejotycznej, badany
u tego samego nosiciela po uptywie kilku miesigcy, a nas-
tepnie kilku lat, pozostawat taki sam [241].

U okoto 44% nosicieli TCW obserwowane jest zjawi-
sko tzw. efektu interchromosomowego, czyli podwyzszonej
czestosci disomii chromosomoéw niezaangazowanych w
translokacje [228, 231]. Jak dotychczas, wyniki badan
dotyczace tego zjawiska prowadzone byty tylko u okoto 60
nosicieli TCW 1 nie sg jednoznaczne [232, 242, 243]. Me-
toda kariotypowania chromosomow plemnika w stadium
metafazy w ogoble nie obserwowano efektu interchromoso-
mowego [244], natomiast w badaniach metoda FISH wy-
stepuje u okoto 60% nosicieli [111]. Nie wiadomo, ktérych
chromosomow 1 ktorych translokacji zjawisko to miatoby
dotyczy¢. Sugerowano, iz efekt interchromosomowy wy-
stepuje znacznie czgsciej u nosicieli TCW z nieprawidto-
wymi cechami ejakulatu, choc i ta obserwacja nie jest regu-
Ia[111, 245, 246]. Wplyw efektu interchromosomowego na
aneuploidi¢ u embriondéw takze stanowi przedmiot kontro-
wersji [231, 247, 248].

6.1.2. Translokacje robertsonowskie

Wsrod mezezyzn z niepowodzeniami rozrodu trans-
lokacje roberstonowskie (od nazwiska W.R.B. Robertso-
na) wystepuja z czgstoscia okoto 0,8% [249]. Transloka-
cja robertsonowska (TR) jest polaczeniem centrycznym
ramion dhugich dwdch chromosomoéw akrocentrycznych
i r6zni si¢ w swej strukturze od translokacji wzajemne;j
(nosiciel TR ma 45 chromosoméw). W wigkszo$ci przy-
padkoéw miejsca peknigé sa zlokalizowane tuz powyzej
centromeru. Dlatego powstaje pojedynczy chromosom
z dwoma centromerami (dicentryczny), z ktorych jeden
traci ksztalt przewgzenia i pozostaje nieaktywny. Po-
wstajacy jednocze$nie fragment bez centromeru (acen-
tryczny) ulega utracie w trakcie kolejnych podziatow
komérkowych. Podczas gametogenezy, w pachytenie
I podziatu mejotycznego, na skutek parowania homolo-
gicznych odcinkéw powstaja struktury ztozone z trzech
chromosomow (triwalent). W anafazie te trzy chromo-
somy ulegaja rozej$ciu do gamet dajac typ segregacji
naprzemiennej, przylegtej lub 3:0. Zaptodnienie plemni-
kiem powstatym po segregacji przylegtej lub 3:0 prowa-
dzi do trisomii lub monosomii u zygot, z ktérych wigk-
szo$¢ ulega wczesnej eliminacji [250]. Najczesciej
translokacje robertsonowskie wystgpuja z udzialem
chromosomoéow 13 i 14 oraz 14 i 21 [20]. Okoto potowe
przypadkow TR stanowig translokacje powstate de novo.

Niezréwnowazone chromosomowo potomstwo u no-
sicieli TR wystgpuje rzadko, natomiast u wielu nosicieli
wystepuje oligoasthenoteratozoospermia o réznym nasi-
leniu [251].

Dotychczas analizowano chromosomy plemnikow
u ponad 70 nosicieli roznych TR: der(13;14), der(13;15),
der(13;21), der(13;22), der(14;15), der(14;21), der(14;22)
i der(21;22) [111, 231]. U nosicieli der(13;14) oraz
der(14;21) (najwigcej analiz dotyczylo wilasnie tych
przypadkow) czgsto$¢ normalnych i genetycznie zrow-
nowazonych plemnikéw wynosita okoto 86% (w zakre-
sie od okoto 73% do 93%), u nosicieli innych TR byta
w zakresie od 60% do 97% [251]. Srednio, u wickszo$ci
nosicieli r6znych TR czgsto$¢ niezrownowazonych ge-
netycznie segregantow nie przekracza 15%. U wigkszo-
$ci badanych nosicieli proporcja plemnikoéw normalnych
i zrbwnowazonych genotypowo wynosita okoto 1:1. Czgs-
to$¢ plemnikoéw po segregacji 3:1 wynosita od 0 do 1%.
U nosicieli homologicznych translokacji np. der(21;21),
der(13;13) wszystkie plemniki wykazywaty disomig albo
nullisomi¢ danego chromosomu [252, 253]. Wydaje sig,
ze w porownaniu do nosicieli TCW, wyniki dotyczace
wzorow segregacji mejotycznej u nosicieli TR sa bar-
dziej jednorodne, niezaleznie od zaangazowanych w trans-
lokacje chromosoméw [231].

U okoto 58% nosicieli RT (21 przypadkow z 36 ba-
danych) stwierdzono wystgpowanie efektu interchromo-
somowego, ale, podobnie jak w przypadku nosicieli
translokacji TCW, wyniki te trudno jest generalizowac.
Wigkszos$¢ badanych nosicieli RT miata obnizone para-
metry ejakulatu, w trzech przypadkach z normozoo-
spermig efekt interchromosomowy nie wystgpowat [111,
231, 231, 254].

Nosiciele translokacji roberstonowskich sa czgsto
nieptodni (w znaczeniu: brak koncepcji), ale zdarza si¢
czasami, ze sa synami i bra¢mi plodnych nosicieli tej
samej translokacji. Stad trudno jednoznacznie oceniaé
wplyw tych translokacji na nieplodnos¢.

6.2. Chromosomy plemnikéw u nosicieli in-
wersji

6.2.1. Nosiciele inwersji pericentrycznych

Czesto$¢ inwers;ji pericentrycznych (centromer zlokali-
zowany w obregbie odwroconego odcinka chromosomu)
wynosi w ogolnej populacji nowonarodzonych dzieci od
1 do 2%. Wérod ogdtu mezezyzn z niepowodzeniami roz-
rodu czgsto$é ta jest 13 razy wigksza [112]. Wigkszo$¢
opisanych przypadkéw inwersji pericentrycznych dotyczy
chromosomu 2 oraz inwersji heterochromatyny okotocen-
tromerowej chromosomow 1, 9, 16, oraz Y, ktore uznawane
sa jako heteromorfizmy (warianty polimorficzne chromo-
somow) [234].

Podczas profazy MI chromosom z inwersja pericen-
tryczng i jego prawidtowy homolog tworza biwalent.
W zaleznosci od dlugosci odwrdoconego odcinka [255]
wzglednie, wedlug innej koncepcji, w zaleznosci od
lokalizacji miejsc pgknie¢ w obrgbie euchromatyny lub
heterochromatyny [256], w biwalencie moze wystapic¢
brak koniugacji (asynapsis), koniugacja nichomologicz-
na (heterosynapsis) wzglednie koniugacja homologiczna
(homosynapsis) w przypadku powstania tzw. p¢tli inwer-
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syjnej [257]. Brak homologicznej koniugacji uniemozliwia
rekombinacje, zatem w anafazie do potowy plemnikéw
trafia chromosom prawidlowy a do pozostatych chromo-
som z inwersjg. Brak rekombinantow stwierdza sig, gdy
odwrdcony odcinek obejmuje < 30% dtugosci chromosomu
(niezaleznie od wielkosci fragmentu, ktory ulegt inwersji)
[258]. Jednak konsekwencja asynapsis moga by¢ zaburze-
nia w przebiegu mejozy [234]. Koniugacja homologiczna
umozliwia zajscie rekombinacji w obrgbie odwrdconego
odcinka, prowadzac w konsekwencji do powstania dwoch
jednocentromerowych chromosomow z duplikacja i dele-
cja. Dotychczas analizowano chromosomy plemnikow
u okoto 30 nosicieli réznych inwersji pericentrycznych
[242, 259]. Czestos¢ zrekombinowanych niezréownowazo-
nych genetycznie plemnikéw wynosita od 0 do 54%, przy
czym dla inwersji obejmujacych odcinek krotszy niz 100
Mpz i mniej niz 50% dtugosci chromosomu byty to warto-
sci od 0 do 3,4% [231, 234, 258, 260, 261]. Wyniki te od-
zwierciedlaja zr6znicowany wpltyw inwersji na produkcje
niezrownowazonych gamet, nawet w przypadkach, kiedy
inwersja dotyczy tego samego chromosomu [259].
Wystepowanie efektu interchromosomowego stwier-
dza si¢ u okoto 14% nosicieli inwersji [262]. Ta stosun-
kowo niska czgsto$¢ moze wynikaé z nielicznej grupy
nosicieli inwersji, u ktérych badano aneuploidi¢ chromo-
somow niezaangazowanych w dang inwersj¢ [231].

6.2.2. Nosiciele inwersji paracentrycznych

Czgstos¢ inwersji paracentrycznych (odwrocony od-
cinek chromosomu nie obejmuje centromeru) wynosi
w ogolnej populacji nowonarodzonych dzieci od 0,002
do 0,049% [260]. Wsrod nosicieli inwersji paracentrycz-
nych, 13,4% ma niepowodzenia rozrodu (11,4% sponta-
niczne poronienia, 2% nieptodnos¢).

W tych przypadkach inwersji paracentrycznych, w kto-
rych w MI powstaje petla inwersyjna i zachodzi rekom-
binacja, powstaja fragmenty acentryczne i chromosomy
dwucentromerowe zawierajace duplikacje i delecje. Dotych-
czas analizowano chromosomy plemnikoéw u pigciu no-
sicieli inwersji paracentrycznej w chromosomach 2, 4, 7,
9 i 14. Czgstos¢ zrekombinowanych gamet wynosita od
0,03 do 0,81%, co zdaje si¢ wskazywac na rzadkie wy-
stgpowanie rekombinacji [234, 260].

6.3. Chromosomy plemnikéw u nosicieli aber-
racji liczby i struktury chromosomow X lub Y

Badano aneuploidi¢ chromosoméw w plemnikach
(uzyskiwanych najczesciej poprzez biopsje jader) u kil-
kunastu mezczyzn z zespotem Klinefeltera o kariotype
47,XXY. Stwierdzono znaczaco nizszy odsetek plemni-
kow z chromosomem Y w poréwnaniu z plemnikami z X.
Czgsto$¢ aneuploidii XX oraz XY byla znaczaco wyzsza
w poréownaniu z kontrolnymi wynikami (2%-45%), na-
tomiast czesto$¢ disomii Y'Y nie réznita si¢ od kontroli.
W przypadku megzczyzn o kariotypie 47,XXY/46,XY
stwierdzono podwyzszona (1,5%—7%), w stosunku do
kontroli, czgsto$§¢ jedynie plemnikéw z disomia XY

[149, 263, 264, 265]. W plemnikach mgzczyzn o kario-
typie 47,XXY podwyzszona byla takze czgstos¢ disomii
chromosomoéw 13,18 121 [266].

U mezczyzn o kariotypie 47,XYY teoretycznie po-
fowa plemnikéw powinna wykazywaé aberracje liczby
chromosomow X i Y. Najczesciej jednak, czgsto$é ane-
uploidii tych chromosoméw w plemnikach wynosi od
0,3% do 15% [160, 267, 268, 269, 270]. Potwierdza to
sugestig, ze dodatkowy chromosom Y ulega eliminacji
podczas gametogenezy [271]. Jednak w przypadkach
z nieptodnos$cia regula jest wysoki odsetek plemnikow
z aneuploidia, bedaca skutkiem bledéw w pierwszym
podziale mejotycznym [272]. Opisano przypadek pacjen-
ta 47,XYY z oligozoospermia, u ktdrego czgstos¢ plem-
nikow z aneuploidia wynosita az 38%, w tym polowg
stanowita aneuploidia chromosoméw X i Y [273].

Po raz pierwszy w 2001 roku przedstawiono wzor
segregacji mejotycznej u me¢zczyzny z silng oligozo-
ospermia, bedacego nosicielem translokacji wzajemne;j
chromosomow X 1 Y t(X;Y)(p22;ql1). Ponad 80%
plemnikéw bylo niezrownowazonych genetycznie, tym
niemniej jednak proces mejozy nie ulegat zahamowaniu
i mozliwa byla produkcja plemnikéw zdolnych do za-
ptodnienia. Inni badani nosiciele takiej translokacji mieli
zahamowana mejoz¢ na etapie pachytenu [135].

U nosiciela translokacji de novo t(Yp/13p) z silna
oligozoospermia wykazano nieprawidlowa segregacje
chromosomow X, Y, 13 oraz 18 w MI, w wyniku czego
tylko 13,6% spermatocytoéw Il rzedu bylo prawidtowych.
Na tym etapie nast¢gpowato jednak znaczne wyhamowa-
nie mejozy, w konsekwencji 70% spermatyd i 85%
plemnikéw miato prawidlowe chromosomy [131].

Badano segregacj¢ mejotyczng chromosoméw X i Y
u mezezyzny z oligoastenoteratozoospemia o kariotypie
45,X/46,X,1(Y)/46,X dic 1(Y) [119]. W spermatocytach
II rzgdu czgsto$¢ plemnikow z XY wynosita 45%, nato-
miast w plemnikach byta o potowe mniejsza. Ponadto
czestos¢ plemnikéw z chromosomem X byla dwa razy
wyzsza w stosunku do plemnikow z chromosomem Y.

Badano rowniez wzor segregacji mejotycznej u dwoch
nosicieli TCW z udziatem chromosomu Y: t(Y;1) oraz
t(Y;16) [247, 274]. W przypadku t(Y;1) odsetek plemni-
kéw niezrownowazonych genetycznie wynosit 64%, w
przypadku t(Y;16) — 49%. W obu przypadkach wigk-
szo$¢ niezrownowazonych segregantow byta wynikiem
segregacji przylegtej I, natomiast nie byto produktow
segregacji przyleglej I1.

6.3.1. Chromosomy plemnikéw u mezczyzn z mi-
krodelecjami chromosomu Y

Dotychczas jedynie u kilkunastu nieptodnych mez-
czyzn z mikrodelecjami w regionie AZF chromosomu Y
badano poziom aneuploidii w plemnikach metoda FISH
[148, 149]. Stwierdzono istotny wzrost czgstosci plem-
nikéw z nullisomig 22,-X i 22,—Y oraz disomig 24,XY,
bez znaczacego wzrostu czgsto$ci plemnikoéw z disomia
24, XX lub 24,YY. Znacznej redukcji ulegat réwniez
odsetek prawidtowych plemnikow 23,Y. Zaobserwowa-
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ne réznice byly statystycznie istotne nie tylko w porow-
naniu z wynikami grup kontrolnych ptodnych mezczyzn,
ale rowniez z wynikami me¢zczyzn z oligozoospermia
bez mikrodelecji w chromosomie Y [149]. Sugeruje sig,
iz mirodelecje w chromosomie Y moga mie¢ wptyw na
przebieg mejozy, prowadzac do wzrostu czgstosci non-
dysjunkcji biwalentow XY [149].

6.4. Chromosomy markerowe a meska nie-
plodnosé

Mate, strukturalnie nieprawidtowe, dodatkowe chromo-
somy markerowe wystgpuja w ogdlnej populacji nowonaro-
dzonych dzieci z czgstoscia okoto 0,04%, a u 0sdb uposle-
dzonych umystowo z czgstoscia okoto 0,43% [275, 276,
277]. Chromosomy markerowe, ze wzgledu na swa ogrom-
ng morfologiczna r6znorodno$¢ oraz mozaikowos$¢ wyste-
powania (ponad 50% przypadkéw) stanowia prawdziwe
wyzwanie dla cytogenetykow-klinicystow [277]. Jedynie
okoto 30% przypadkéw nosicielstwa chromosomu marke-
rowego mozna powigza¢ ze specyficznym obrazem klinicz-
nym znanych zespotow: i(12p) (PKS = zespot Pallistera
Killiana, (inv dup(22) (CES = zespoty ,kociego oka”), ze-
spot i(18p) oraz zespot der(22). W pozostatych przypadkach
okoto 30% chromosomoéw markerowych pochodzi z chro-
mosomu 15 (potowa nosicieli mar der(15) jest zdrowa).
W sumie szacuje si¢, ze okoto 8% nosicieli chromosomow
markerowych réznego pochodzenia nie wykazuje zadnych
objawow klinicznych [277].

Wpltyw chromosoméw markerowych na niepowo-
dzenia rozrodu nie jest jednoznacznie okreslony. Niekto-
rzy autorzy, poszukujac zaleznosci migdzy fenotypem
a genotypem u nosicieli chromosomoéw markerowych, w
ogole nie rozpatruja problemu nieptodnosci nosicieli zakta-
dajac, ze jej przyczyna moze by¢ wieloczynnikowa i nieko-
niecznie zwiazana z obecno$cia chromosomu markerowego
[277, 278]. Sugestic dotyczace wystgpowania asocjacji
pomigdzy nieptodnoscia a nosicielstwem dodatkowych
chromosomow markerowych wynikaja przede wszystkim
z danych statystycznych, bowiem obserwowano wyzsza
(0,17%-0,3%), w stosunku do grupy kontrolnej, czgstos¢
wystepowania chromosoméw markerowych u nieptodnych
mezezyzn [114, 274, 277, 279, 280, 281, 282, 283, 284].
Mozna by domniemywaé, iz chromosomy markerowe
mogg zaburza¢ spermatogeneze¢ poprzez zaklocanie konju-
gacji 1 dysjunkcji homologicznych chromosoméw podczas
mejozy [285]. Z drugiej jednak strony, chromosomy marke-
rowe wystepuja takze u ptodnych mezczyzn. Analiza do-
niesien literaturowych wskazuje, Zze asocjacja pomigdzy
obecnoscia chromosomu markerowego a nieplodnoscia
dotyczy na pewno nosicieli dwoch bisatelitarnych chromo-
somow markerowych: w tych przypadkach wszyscy nosi-
ciele byli nieptodni [286].

Segregacje mejotyczna chromosomu markerowego
badano tylko w kilku przypadkach [184, 274, 278, 287].
U dwoch ptodnych, niespokrewnionych mezczyzn, nosi-
cieli chromosomu markerowego nieznanego pochodze-
nia, stwierdzono, zgodnie z teoretycznym oczekiwaniem,

segregacje mejotyczna 1:1 [184]. W trzech pozostatych
przypadkach chromosom markerowy okreslono jako
pochodny der(15) [274, 287]. U jednego z tych nosicieli
stwierdzono segregacje mejotyczng zblizong do 1:1
[274]. W dwoch przypadkach chromosom markerowy
der(15) wystepowat odpowiednio w 6,23% 1 w 26%
plemnikéw, co moglo by¢, jak sugeruja autorzy, wyni-
kiem albo wystepowania mozaicyzmu tkankowego, albo
wynikiem selekcji w trakcie spermatogenezy [278, 287].
Jednocze$nie stwierdzono, ze w gametach nie zachodzita
preferencyjna segregacja chromosomu markerowego z chro-
mosomem X lub Y [278]. U niektoérych nosicieli chro-
mosomu markerowego mozliwe jest wystgpowanie efek-
tu interchromosomowego [278].

6.5. Zaburzenia w mejozie a nieplodnos$é¢ —
hipotezy i spekulacje

Na podstawie badan cytogenetycznych wysunigto
hipotezy dotyczace bezposredniego zwiazku pomiedzy
prawidtowym ,,zachowaniem si¢” chromosomow X i Y
podczas I podziatu mejotycznego a powstawaniem plem-
nikéw zdolnych do zaptodnienia.

Podczas prawidlowo przebiegajacego podzialu mejo-
tycznego w spermatocytach, w trakcie pachytenu, tworzace
biwalent chromosomy X i Y sa transkrypcyjnie nieaktywne
(ulegaja heterochromatynizacji, w przeciwienstwie do chro-
mosomoéw autosomowych), a koniugacja migdzy nimi jest
ograniczona do tzw. regionu pseudoautosomalnego [288,
289]. W 1972 roku Lifschytz [290] spekulowal, ze wlasnie
prawidlowa inaktywacja chromosomu X moze by¢ niezbed-
nym warunkiem normalnej spermatogenezy u ssakow. Po-
stulowano nawet, ze produkty genéw chromosomu X moga
by¢ inhibitorami spermatogenezy. Dziesig¢ lat pozniej suge-
rowano, ze reaktywacj¢ niektorych fragmentow chromoso-
mu X moglyby powodowac asocjacje XY-chromosomy
autosomowe [291]. W badaniach z uzyciem genetycznych
modeli samcow myszy bedacych nosicielami translokacji
migdzy chromosomami autosomowymi a X stwierdzono
jednak, Zze roézne aberracje strukturalne chromosomu X,
wzglednie brak koniugacji pomigdzy X i Y, nie powodowa-
ly reaktywacji chromosomu X. Natomiast w pdzniejszych
badaniach, w ktorych analizowano przebieg syntezy RNA w
pierwotnych spermatocytach u nosicieli translokacji X;16,
wskazano raczej na odwrotne zjawisko. Stwierdzono mia-
nowicie, ze obnizenie Zywotnosci spermatocytow zachodzi
w rezultacie ,,rozprzestrzeniania si¢” inaktywacji chromo-
somu X na chromosomy autosomowe [227, 292, 293, 294].

Obecnie przyjmuje si¢, ze do zaplodnienia zdolne sg
tylko te plemniki, w ktorych podczas pachytenu powstawa-
fa koniugacja migdzy tzw. regionami pseudoautosomalnymi
chromosoméw X i Y, dodatkowo zachodzita w tym regio-
nie rekombinacja, a niezwigzane synapsa regiony biwalentu
XY byly nieaktywne transkrypcyjnie [289, 295]. Wykaza-
no, ze zaburzona inaktywacja biwalentu XY prowadzi do
apoptozy spermatocytow [296]. Wiadomo takze, ze w
trakcie spermatogenezy nastgpuje selektywna utrata komo-
rek zawierajacych nieskoniugowane chromosomy X oraz Y
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(tzw. uniwalenty). Wykazano, ze w spermatocytach w dia-
kinezie wszystkie zaobserwowane uniwalenty chromoso-
mow X 1 Y byly niezrekombinowane, natomiast we
wszystkich spermatocytach, ktore osiagnely metafazg 11
chromosomy X i Y byly zrekombinowane. Dlatego wta-
$nie sugeruje sig, ze rowniez wystapienie rekombinacji
migdzy X 1 Y jest niezbednym warunkiem prawidlowej
spermatogenezy [159, 227]. Natomiast molekularne pod-
stawy zaburzen w formowaniu si¢ biwalentow XY sa
dopiero w trakcie poznawania [176, 296, 297, 298, 299].
Na podstawie badan morfologicznych nad przebiegiem
mejozy wysunigto kilka hipotez dotyczacych przyczyn
obnizonej ptodnosci mezczyzn bedacych nosicielami roz-
nych aberracji chromosoméw. Otdz z wielu obserwacji
wynika, Ze istnieje korelacja pomigdzy zaburzeniami w
przebiegu spermatogenezy a czgstoscia asocjacji XY-
chromosomy autosomowe [224, 300, 301]. Takie asocjacje,
mozliwe w sytuacjach powstawania asynapsis migdzy
autosomami, moga interferowa¢ z inaktywacja chromoso-
mu X [301]. Trzeba zaznaczy¢, ze nawet w prawidlowo
przebiegajacej mejozie w pachytenie, w okoto 30% jader
komorkowych obserwowano, ze biwalenty chromosoméw
9 (heterochromatyna 9q), 13 (caty), 15 (15p), 19 (caly) oraz
21 (21p), przylegaja bezposrednio do biwalentow X-Y
[224]. W przypadku chromosomu 15 sugeruje sig, iz moze
to by¢ konsekwencja znacznej homologii sekwencji hetero-
chromatyny telomerowej chromosomu 15 i heterochroma-
tyny w regionie Yq. Homologia ta mogtaby tlumaczy¢
stosunkowo wysoka czgsto$¢ wystgpowania translokacji
pomigdzy chromosomami 15 i X lub Y [302]. Wiasnie
w profazie MI u nosicieli translokacji wzajemnych doty-
czacych chromosoméw akrocentrycznych asocjacje XY-
chromosomy autosomowe wystepuja z najwigksza czgsto-
$cig [222]. Czgs¢ tych nosicieli jest mimo to plodna. Ale
zwraca si¢ uwage na fakt, ze w przypadkach dotyczacych
nosicielstwa trisomii chromosomu akrocentrycznego, kiedy
to w mejotycznej asocjacji XY-chromosom autosomowy
bierze udziat dodatkowy chromosom akrocentryczny,
wszyscy mezczyzni sa nieptodni (np. mezczyzni 47,XY,+21
czyli z zespotem Downa). Niektorzy autorzy sugerowali, ze
u tych me¢zczyzn nieptodnos¢ powstaje w wyniku niemoz-
nosci zajScia koniugacji w profazie mejozy pomigdzy
chromosomami tworzacymi asocjacje [300, 303, 304].
Z kolei inni autorzy uwazali, ze zasadnicza rolg w zaburze-
niach spermatogenezy odgrywa faktycznie brak koniugacji
w pachytenie pomigedzy chromosomami autosomowymi,
ale bedacy skutkiem pgknigé chromosomoéw. Peknigcia sa
najczestsza aberracja strukturalng. Wydaje sig, ze powyzsze
hipotezy wzajemnie si¢ uzupelniaja, bowiem sugeruje sig,
ze kazde wystapienie asocjacji XY-chromosomy autoso-
mowe jest poprzedzone peknigciem chromosoméw i po-
wstaniem asynapsis [292, 303]. W nowszych publikacjach,
przedstawiano kompleksy synaptonemalne uwidaczniane
metoda immunocytogenetyczna, u nosicieli translokacji
wzajemnych z udzialem chromosomu akrocentrycznego
zarbwno o prawidlowej spermatogenezie (nosiciel
t(10;14)), jak i z azoospermia (nosiciele t(13;20), t(11;14),
t(8;13) oraz t(1;21)) [221, 222, 224, 225]. Jedynie u nosicie-

li z azoospermia obserwowano wystepowanie asocjacji
biwalentow XY z kwadriwalentami autosomow objetych
translokacja oraz obnizong czgsto$¢ rekombinacji. Co cie-
kawe, jednocze$nie stwierdzono, ze u nosiciela t(13;20)
obserwowane w pachytenie asocjacje biwalentow XY z kwa-
driwalentami chromosoméw autosomowych nie mialy
wplywu na prawidlowo przebiegajaca kondensacjg biwa-
lentow XY 1 inaktywacje chromosomu X, natomiast za-
uwazono heterochromatynizacj¢ fragmentu chromosomu
autosomowego [224]. Badano takze kompeksy synaptone-
malne w mikroskopie elektronowym u plodnego nosicicla
t(11;18)(q13.3;923) [305]. Mimo iz w wigkszosci kwadri-
walentow w pachytenie wystepowaly miejsca z brakiem lub
heterologicznymi synapsami, nie stwierdzono asocjacji ani
z biwalentami XY, ani z innymi biwalentami [305]. Z kolei
w przypadku nosiciela t(Y;1) z azoospermia, u ktorego
kompleksy synaptonemalne cechowaly si¢ znaczna reduk-
cja miejsc rekombinacji sugerowano, ze nieptodnos¢ mogta
by¢ wynikiem represji transkrypcji gendw obecnych na
czesci chromosomu 1 1 odpowiedzialnych za konjugacje
chromosomoéw [306].

W przypadkach nieptodnos$ci zwiazanych z kariotypem
46, XYY sugeruje sig, ze nieptodnos¢ moze by¢ nastep-
stwem selektywnej utraty komorek, w ktorych podczas
pachytenu zachodzita koniugacja miedzy Y'Y, uniemozli-
wiajaca prawidtowa inaktywacje Y [295].

W przypadkach nieptodnosci stwierdzanej u nosicieli
dwoch bisatelitarnych chromosoméw markerowych speku-
luje sig, iz moze by¢ ona zwigzana z nadmiarem w genomie
konstytutywnej heterochromatyny, czyli tzw. efektem daw-
ki. Ot6z, niezaleznie od mechanizmdéw powstawania bisate-
litarnych chromosomoéw markerowych, zasadniczo sktadaja
si¢ one z konstytutywnej heterochromatyny. Trzeba tu
zaznaczy¢, ze biologiczna rola heterochromatyny pozostaje
wciaz niewyjasniona, a znaczna czgs¢ danych pochodzi
z badan nad genetyczng funkcja kilku heterochromatyno-
wych regionéw w chromosomach muszki owocowej Dro-
sophila melanogaster. W ludzkiej konstytutywnej hetero-
chromatynie miatyby znajdowac si¢ miejsca docelowe dla
hipotetycznych ligandoéw, syntetyzowanych w statych ilo-
$ciach, niezaleznie od zawartosci heterochromatyny w ko-
morce. W przypadku obecnosci nadmiaru heterochromaty-
ny pochodzacej z chromosoméw markerowych, z braku
dostatecznej ilosci ligandow, cze$C miejsc wigzania na
DNA pozostawataby nie zajgta. To niezrOwnowazenie mo-
globy mie¢ wptyw na pewne funkcje komorki, np. dojrze-
wanie komorek ptciowych [286].

II. ZALOZENIA 1 CEL PRACY

Jadro komoérkowe ludzkiego plemnika stanowi unika-
towy model do poréwnania wewnatrzjadrowej organizacji
aktywnego diploidalnego genomu w stosunku do haplo-
idalnego genomu nieaktywnego. Chromatyna w plemniku
jest wysoce skondensowana i upakowana w 23 nukleopro-
taminowe chromosomy, w ktorych nie zachodzi ani repli-
kacja, ani transkrypcja. Badania ostatnich lat wykazaly, ze
architektura wewnatrzjadrowa plemnika jest specyficzna:
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centralnym elementem jest organizacja chromatyny indy-
widualnych chromosoméw w postaci wyodrgbnionych
obszarow, tzw. terytoriow (CT), ktére maja nieprzypadko-
we umiejscowienie. Chromosomy w obregbie swego teryto-
rium wykazuja konfiguracje ,,wsuwki do wlosow”. Cen-
tromery chromosomow plemnika sa skierowane do wngtrza
jadra, gdzie grupuja si¢ tworzac wyodrgbniony obszar zwa-
ny ,,chromocentrum”. Natomiast telomery ramion p oraz q
tego samego chromosomu tworza dimery umiejscowione
peryferyjnie. Funkcjonalne znaczenie tej swoistej topologii
pozostaje do wyjasnienia, sugeruje si¢ jednak, ze jest ona
niezbedna do prawidlowego uksztattowania si¢ przedjadrza
meskiego a w konsekwencji prawidlowego rozwoju zygoty.

Analiza chromosoméw w plemnikach zaréwno u ptod-
nych me¢zezyzn, jak i nieplodnych me¢zczyzn o prawidto-
wym kariotypie somatycznym, jak réowniez u nosicieli
aberracji chromosomow somatycznych, dostarcza informa-
cji o tych strukturalnych i liczbowych aberracjach, ktore
uniknely wyeliminowania w trakcie mejozy. U zdrowych
plodnych mezczyzn takie aberracje wystgpuja $rednio
w kilku procentach plemnikéw, u me¢zczyzn z niepowodze-
niami rozrodu $rednia czgsto$¢ aberracji jest istotnie wyz-
sza. Uwaza sig, ze podwyzszona czgsto$¢ aneuploidii
w plemnikach moze by¢ jednym z wyktadnikéw zaburzo-
nego procesu spermatogenezy, stad zjawisku temu przypi-
suje si¢ duza rolg w etiologii niepowodzen rozrodu. Nato-
miast wydaje sig, iz prawdopodobnie nie wystepuja proste
korelacje migdzy czgstoscia 1 typem aberracji chromoso-
mow plemnikowych a okreSlonym typem nieplodnosci.
Prawdopodobnie brak réwniez takiej korelacji migdzy
kariotypem pojedynczego plemnika a jego morfologia i/lub
ruchliwoscia. Typowe dla nosicieli translokacji (TCW)
niepowodzenia rozrodu, wynikajace gldwnie z eliminacji
niezrownowazonych genetycznie zarodkéw i z poronien
samoistnych, sa konsekwencja braku prezygotycznej selek-
cji plemnikéw z nieprawidlowym genotypem.

Celem przedstawionych w niniejszej monografii da-
nych literaturowych bylo omoéwienie aktualnego stanu
wiedzy wynikajacego z badan cytogenetycznych komorek
somatycznych oraz plemnikoéw u nieptodnych mezczyzn.
W monografii przedstawiono takze badania wlasne doty-
czace posrednio oraz bezposrednio chromosoméw w plem-
nikach megzczyzn z niepowodzeniami rozrodu.

Cele badan byty nastgpujace:

L. Ocena zdolnosci plemnikéw do zaptodnienia w po-
wigzaniu z analiza cytogenetyczng oraz podstawowymi
parametrami nasienia. Do realizacji tego celu zastoso-
wano test in vitro ksenogenicznej penetracji plemnikow
do oocytéw chomiczych.

II. Analiza wplywu mitotyczne] niestabilno$ci na
spermatogenezg. Cel ten realizowano poprzez poszuki-
wanie asocjacji pomigdzy aneuploidia chromosomow
w jadrach komorek somatycznych w interfazie a aneu-
ploidia chromosoméw w plemnikach.

III. Okreslenie zwiazku pomigedzy wzorem segregacji
mejotycznej chromosoméw plemnikowych u nosicieli trans-
lokacji wzajemnych (zréwnowazonych) a niepowodzeniami
rozrodu. Cel ten realizowano poprzez poznanie Wzorow

segregacji mejotycznej w kilku nieopisanych wcze$niej
translokacjach oraz poréwnanie wynikéw z danymi rodo-
wodowymi, a w jednym przypadku takze z danymi z dia-
gnostyki przedimplantacyjnej. Poréwnano rowniez wzory
segregacji mejotycznej u ojca i syna, nosicieli tej samej
translokacji rodzinnej. Ponadto badano segregacj¢ mejo-
tyczna chromosomu markerowego w przypadku kariotypu
46,XY[96]/47,XY+mar[4].fish der(20).

IV. Odpowiedz na pytanie, czy zaburzonej spermato-
genezie towarzysza zmiany w wewnatrzjadrowej topologii
chromosoméw plemnikowych. Cel ten realizowano po-
przez badanie pozycji centromeréw wybranych chromoso-
mow plemnikowych w chromocentrum plemnikéw nosicie-
li translokacji chromosomowych wzajemnych, plemnikéw
z wysokim poziomem aneuploidii, plemnikéw frakcjono-
wanych i plemnikow odptukanych z powierzchni oocytow.
Dodatkowo sprawdzono, czy potwierdzona dla wigkszosci
chromosoméw plemnikowych konformacja ,,wsuwki do
wlosow” cechuje rowniez chromosom Y.

III. MATERIAL I METODY
1. Material biologiczny

Materiat biologiczny stanowily ludzkie plemniki,
krew obwodowa od mezczyzn i kobiet (wspotmalzonek)
oraz oocyty chomicze.

Mgzczyzni z grupy kontrolnej byli ptatnymi dawcami
lub ochotnikami. Mezczyzni z niepowodzeniami rozrodu
zglaszali si¢ do poradni leczenia nieptodnosci w Poznaniu,
gdzie przyjmowani byli celem diagnostyki niepowodzen
rozrodu lub konsultacji medycznych (prof. M. Kurpisz).
Megzczyzni z azoospermia byli pacjentami Kliniki Nieptod-
nosci i Endokrynologii Rozrodu Katedry Ginekologii i Po-
loznictwa Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (prof.
P. Jedrzejczak). Kontakt z wigkszoscia nosicieli translokacji
chromosomowych wzajemnych nawiazano poprzez wspot-
prace z Zaktadem Genetyki Klinicznej Akademii Medycz-
nej w Biatymstoku (prof. A.T. Midro). Kontakt z niektory-
mi pacjentami nawigzano poprzez wspolpracg z Zaktadem
Genetyki Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Pozna-
niu (prof. A. Latos-Bielenska). Osoby, od ktorych uzyskano
ejakulat i/lub krew obwodowa byly wczesniej poinformo-
wane o celu zamierzonych badan i zapoznane z wynikami
bezposrednio ich dotyczacymi.

1.1. Plemniki

Ejakulaty do badan pozyskiwane byly poprzez ma-
sturbacj¢ po okresie minimum 4-dniowej abstynencji
plciowej.

1.2. Krew obwodowa

Krew zylna pobierano jatowo do standardowych
proboéwek z heparyna litowa. Hodowle zaktadano w dniu
pobrania krwi lub przechowywano w lodéwce nie dtuzej
niz 4 dni.



31

1.3. Oocyty chomika

Oocyty chomika uzyskiwano z samic chomika syryj-
skiego (Mesocricetus aureatus) w wieku od 2 do 6 miesig-
cy. Chomiki kupowano od hodowcy (firma ,,Akwapoz”)
w wieku 6-7 tygodni, do terminu dos$wiadczen zwierzgta
przebywaly w zwierzgtarni Instytutu Genetyki Czlowieka
PAN, w osobnym pomieszczeniu o ustalonej temperaturze
23°C. W pomieszczeniu tym przez 14 godzin bylo jasno (od
godziny 8.00 do 22.00) i 10 godzin ciemno.

1.3.1. Zezwolenie na prowadzenie doSwiadczen na
zwierzetach

Dos$wiadczenia z wykorzystaniem oocytow chomi-
czych wykonywano na podstawie nastgpujacych doku-
mentow: imiennych Zezwolen (Nr 1 z dnia 23.10.2000,
oraz Nr 15 z dnia 12.09.2006) na wykonywanie doswiad-
czen na zwierzgtach laboratoryjnych w ramach dziatalno-
sci Instytutu, wydanych przez Dyrektora Instytutu Gene-
tyki Cztowieka PAN; imiennej zgody (DB/KKE/PL-15
z dnia 18.04.2001) na przeprowadzanie doswiadczen na
zwierzgtach wydanej przez Krajowa Komisje Etyczna do
Spraw Do$wiadczen na Zwierzgtach przy Komitecie Ba-
dan Naukowych oraz Uchwaty NR 47/2006 z dnia 14
listopada 2006 Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Do-
$wiadczen na Zwierzetach w Poznaniu.

2. Metody

Bufory i plyny hodowlane
a) Ptyn do hodowli limfocytow krwi obwodowej:
ptyn hodowlany Eagle’a 1959 (MEM), 15% inaktywo-
wana surowica cieleca, L-glutamina (200 mM), penicy-
lina 100 j./ml, 0,2 ml LF/4 ml hodowli (liofilizat z eks-
traktu fasoli Phasoleus vulgaris, czynnika mitogennego
dla limfocytow T).
b) Utrwalacz Carnoy’a:
metanol: kwas octowy lodowaty w stosunku 3:1
¢) Bufor Sérensena:
bufor A+B w stosunku 1:1; bufor A = KH,PO,: 9,07 g/l,
bufor B = Na,HPO,: 23,87 g/I.
d) Bufor cytrynianowy SSC 20 x stezony (roztwor wyj-
Sciowy):
1 litr zawiera 175,3 g chlorku sodu (NaCl), 88,2 g cytry-
nianu sodu (C¢Hs0;Na;), pH 7,0
Bufor 2 x SSC: 10 ml 20 x SSC, 90 ml H,O
Bufor 0,4 x SSC: 2 ml 20 x SSC, 98 ml H,O
Bufor 2 x SSC, 0,05% Tween 20: 100 ml 2 x SSC, 50 ul
Tween 20
e) Bufor hybrydyzacyjny:
50% formamid, 10% siarczan dekstranu, 2 x SSC.
f) DAPI:
0,125 pg/ml DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole)
g) Plyn podstawowy Biggersa-Whittena-Whittinghama
(BWW) [307]:
1 litr zawiera: 5,540 g NaCl, 0,356 g KCl, 0,189 g CaCl,,
0,162 g KH,PO, 0,294 g MgSO,4 7H,0, 1 g D-glukozy,
0,028 g pirogronianu sodowego, 10 ml 2M buforu Hepes,
10 ml 2M buforu Hepes w 3M NaOH, 0,5 ml 1% czer-

wieni fenolowej oraz 1 ml antybiotykéw (10°j./ml peni-
cyliny i streptomycyny 50 mg/ml) (pH 7,4-7,5).

Ptyn roboczy BWW: 100 ml ptynu podstawowego
BWW zawieral dodatkowo 0,37 ml 60% DL-kwasu
mlekowego, 0,216 g NaHCOs; oraz 0,5 g ludzkiej albu-
miny osoczowej (Frakcja V, Sigma) (pH 7,4-7,5).

h) Plyn do uzyskania frakcji plemnikow ‘swim-up’: ptyn
hodowlany Ham F10

i) Ptyn do hodowli spenetrowanych oocytow chomiczych:
ptyn hodowlany Ham F10, 15% inaktywowanej surowi-
cy cielecej, penicylina 100 j./ml (pH 7,3-7,4).

Z kolcemidem: ptyn Ham F10, 15% inaktywowanej suro-
wicy cielecej, penicylina 100 j./ml (pH 7,3-7,4), 0,4 pl/ml
kolcemidu.

j) roztwor hialuronidazy:

0,1% hialuronidaza w ptynie podstawowym BWW

k) roztwor trypsyny:

0,1% trypsyna w ptynie podstawowym BWW

1) bufor TTY (TES-TRIS-yolk):

100 ml buforu zawiera: 4,33 g TES, 1,03 g TRIS, 0,1 g
dekstrozy, 0,1 ml antybiotykéw (10° j./ml penicyliny
i streptomycyny 50 mg/ml), 25 g §wiezego zottka jaja
kurzego (pH 7.,4).

2.1. Badanie kariotypu somatycznego
2.1.1. Hodowla leukocytéw krwi obwodowej

Stosowano standardowa metod¢ hodowli komorkowej
poprzedzajaca badanie kariotypu somatycznego: 0,3 ml pel-
nej krwi obwodowej w 4 ml podioza hodowlanego z mito-
genem ro$linnym LF, inkubowano 72 godziny w 37°C,
w inkubatorze z 5% zawartoscia CO, Godzing przed zakon-
czeniem hodowli dodawano 0,2 pg/ml kolcemidu, co umoz-
liwiato nagromadzenie komorek w stadium metafazy.

2.1.2. Otrzymywanie preparatéw i barwienie chro-
mosomow

Zawiesing komorek wirowano przez 10 minut przy
predkosci 1300 obrotow/minutg. W celu rozproszenia chro-
mosomow do osadu komoérek dodawano hipotoniczny
roztwor 0,4% KCL i inkubowano przez 20 minut w 37°C.
Komorki utrwalano poprzez trzykrotne zawieszanie ich
i inkubacje w utrwalaczu Carnoya w -20°C. Preparaty spo-
rzadzano poprzez nakraplanie zawiesiny utrwalonych ko-
morek na odtluszczone, ochtodzone, wilgotne szkietka
podstawowe. Preparaty suszono w temperaturze pokojowej,
cze$¢ przechowywano w -20°C.

Do rutynowej identyfikacji chromosomoéw stosowano
standardowa metodg uzyskiwania prazkéw G poprzez
trawienie chromosomow trypsyna a nastgpnie barwienie
odczynnikiem Giemzy (metoda GTG). Stosowano inku-
bacje¢ preparatow chromosomowych (suszonych 5-7 dni)
w 0,25% zbuforowanym roztworze trypsyny (najczgsciej
15-50 sekund) i1 4% roztworze Giemzy w buforze fosfo-
ranowym SOrensena o pH 6,8 (10—15 minut).
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W przypadkach wymagajacych sprawdzenia tzw.
wariantoéw morfologicznych chromosomow (heteromor-
fizméw) dodatkowo stosowano standardowe barwienie
prazkéw C i/lub NOR. Prazki C obserwowano w cen-
tromerach i regionach heterochromatyny strukturalne;j
chromosomow 1, 9, 16, 19, krétkich ramion akrocentry-
kéw i Y. Celem otrzymania prazkow C (metoda CBG)
preparaty chromosomowe (2—-3-tygodniowe) inkubowa-
no kolejno w roztworze 0,2N KCL (1 godzing, w tempe-
raturze pokojowej), w 5% Ba(OH), (1 godzing, w tempe-
raturze 50°C) oraz w buforze cytrynianowym 2 x SSC,
w temperaturze 60°C i barwiono 4% roztworem Giemzy
(40 minut). Heteromorfizmy chromosomoéow akrocen-
trycznych obserwowano barwiac organizatory jaderkowe
(ang. NOR) w wodnym 50% roztworze azotanu srebra
(10-20 minut, w temperaturze 37°C), a nastepnie 10 mi-
nut w 4% roztworze Giemzy.

Rutynowa oceng kariotypu dokonywano ustalajac licz-
be chromosomoéow w 20 komoérkach, a w przypadku podej-
rzenia aberracji lub mozaicyzmu, w 50 komorkach. Szcze-
gotowo analizowano wzor prazkowy (prazki GTG) na
chromosomach pochodzacych z 10-20 komorek. W poje-
dynczych przypadkach do identyfikacji chromosoméw
w limfocytach zastosowano rowniez metode FISH (wg
procedury przedstawionej w rozdziale 2.3.3).

Chromosomy obserwowano w mikroskopie Olympus
BX 41 przy powigkszeniu obiektywu 100x (z olejkiem
imersyjnym) (obiektyw Olympus UPlanF1). Wyniki
rejestrowano 1 kolekcjonowano stosujac kamerg (Olym-
pus U-TVI1X-2/U-CMAD?3) i program komputerowy
IKARUS MetaSystems (v. 5.0, Altlussheim, Niemcy).
Wyniki analizy kariotypu zapisywano wzorem, wedtug
zasad przedstawionych przez ISCN [308].

2.2. Ksenogeniczna penetracja ludzkich plem-
nikéw do oocytow chomika

2.2.1. Przygotowanie plemnikéw

Ejakulat ulegal uplynnieniu przez okoto 30 minut
w temperaturze pokojowej. Do uplynnionego ejakulatu
dodawano 30 ml buforu BWW [307] i wirowano (10
minut przy predkosci 1800 obrotow/minutg). Osad za-
wierajacy plemniki ptukano trzykrotnie w 20 ml BWW
(7 minut przy predkosci 1800 obrotow/minutg), zawie-
szano w 2 ml BWW, mieszano z 2 ml buforu TTY
i pozostawiano do 16-godzinnej kapacytacji w 4°C. Na-
stgpnie plemniki trzykrotnie wirowano i ptukano ptynem
BWW (7 minut przy predkosci 1800 obrotéw/minutg).
Plemniki doprowadzano do stezenia' 5 x 10%ml plynem
BWW i w postaci kropli (0,2 ml) umieszczano w na-
czynkach hodowlanych, w komorze hodowlanej (37°C,
5% CO, 1 95% wilgotnoscé).

2.2.2. Przygotowanie oocytéw chomika i inkubacja
z plemnikami

Superowulacje u samic chomika syryjskiego (Meso-
cricetus aureatus) wywolywano poprzez dootrzewnowsa

iniekcje 40 j.m. gonadotropiny osoczowej ci¢zarnych
klaczy (PMSGQG) oraz, po 72 godzinach, iniekcj¢ 40 j.m.
ludzkiej gonadotropiny kosmowkowej (HCG). Po upty-
wie 16 godzin izolowano i rozcinano jajowody. Uzyska-
ne oocyty otoczone komodrkami wzgorka jajonosnego
inkubowano 2 minuty w 0,1% roztworze hialuronidazy,
w celu rozproszenia komorek ziarnistych. Oocyty ptuka-
no w ptynie BWW, nastgpnie inkubowano 1 minutg w
0,1% roztworze trypsyny celem usunigcia ostonki przej-
rzystej (zona pellucida). W przypadku oocytow cho-
miczych usunigcie ostonki przejrzystej jest wystarczaja-
ce do uzyskania podatnosci na penetracje ludzkimi
plemnikami. Oocyty po kilkukrotnym ptukaniu w plynie
BWW przenoszono do kropli (200 pl) z zawiesing ska-
pacytowanych plemnikow i pozostawiano w komorze
hodowlanej (37°C, 5% CO; i 95% wilgotno$¢) na okres
od 2 do 3,5 godziny, w zalezno$ci od tego, czy celem
inkubacji byt test SPA (ang. sperm penetration assay)
czy uwidocznienie chromosomoéw plemnikowych.

2.2.3 Ocena penetracji plemnikéw (test SPA)

Po 3,5 godzinach inkubacji z plemnikami, oocyty ptu-
kano w trzech kroplach (po 200 pl) s$wiezego ptynu BWW,
po czym przenoszono 10-15 oocytow w 10 pl BWW na
szkielko podstawowe i lekko rozplaszczano poprzez nato-
zenie szkietka nakrywkowego. Natychmiast oceniano pre-
parat pod mikroskopem kontrastowo-fazowym przy po-
wigkszeniu 200 lub 400 razy. Za spenetrowane uznawano
oocyty, w ktorych widoczne byly, co najmniej dwa przed-
jadrza: zenskie i mgskie (rycina 2.). Liczono odsetek spene-
trowanych oocytow w minimum 100 oocytach.

przedjgdrze meskie

|
specznista ghowks

lemnika
e drugie ciatko

kierunkawe

Rye. 2. Przyklad spenetrowanego oocytu chomiczego w tescie
SPA (mikroskop kontrastowo-fazowy, pow. 200x).
Fig. 2. Example of penetrated hamster oocyte in SPA assay.

2.2.4. Otrzymywanie preparatow chromosomow
plemnika w metafazie

Po uptywie od 1,5 do 2 godzin, od poczatku inkubacji
oocytow z plemnikami, penetracje sprawdzano w kilkuna-
stu oocytach: oceniano, czy w minimum potowie komorek
mozna zaobserwowa obecno$¢ speczniatych glowkek
plemnikéw (przedjadrza meskie widoczne sa w wigkszosci
przypadkow najwczesniej po uptywie 2,5-3 godzin). Wow-
czas odplukiwano oocyty od plemnikéow celem zapobieze-
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nia polispermii, ktéra utrudnia lub wrecz uniemozliwia
wyksztalcenie si¢ chromosoméw z meskich przedjadrzy.
Nastepnie przez 6 godzin hodowano oocyty w plynie Ham
F-10 (okoto 20 oocytow/200 pl) i kolejnych 10 godzin
w plynie Ham F-10 z kolcemidem. Konczenie hodowli
polegato na przenoszeniu 10 oocytdow na 6 minut do ptynu
hipotonicznego (1% cytrynian sodu), nast¢pnie umieszcze-
niu ich na $rodku szkietka podstawowego i nakrapianiu na
nie (z wysokosci 1 cm) kilku kropli utrwalacza Carnoya.
Chromosomy plemnikowe w stadium metafazy uzyskuje
si¢ w okoto polowie spenetrowanych oocytéw, tylko czgsé
z nich jest odpowiednio rozproszona oraz ma jako$¢ po-
réwnywalng z chromosomami otrzymywanymi z limfocy-
tow 1 tym samym nadaje si¢ na uzyskiwanie wzoru praz-
kowego GTG [190]. Natomiast do wigkszosci preparatow
mozna zastosowa¢ fluorescencyjng hybrydyzacje in situ —
FISH (rycina 3.).
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niki z szybkim ruchem postgpowym, zbierano i plemniki
plukano w pltynie BWW. Dalej postegpowano z frakcja
‘swim-up’ tak samo, jak z plemnikami niefrakcjonowanymi.

Plemniki nanoszono na szkietka podstawowe i utrwala-
no w zimnym utrwalaczu Carnoya przez 20 minut.
Utrwalacz dwukrotnie zmieniano, po czym preparaty
kilkakrotnie ptukano buforem 2 x SSC. Preparaty zanu-
rzano w roztworze 25 mM DTT, 0,1 M Tris-HCI (pH
8,5) na okres 5—10 minut. W tych warunkach nastgpowa-
o pegcznienie (1,4 razy) plemnikow z zachowaniem
nienaruszonych witek. Powyzsza procedura utrwalania
i dekondensacji jest niezbedna do efektywnej hybrydy-
zacji, jednocze$nie pozwala na zachownie niezmienio-
nego ksztattu i topologii wewnatrzjadrowej ludzkiego
plemnika [100, 101, 309]. Tak przygotowane preparaty
z plemnikami przechowywano w -20°C. W dniu hybry-
dyzacji preparaty ptukano dwukrotnie w buforze 2 x SSC

D.

Ryec. 3. Ilustracja metody uzyskiwania chromosoméw ludzkich plemnikéw w stadium metafazy po ksenogenicznej penetracji
plemnikéw do oocytéw chomiczych. A. Rysunek ideowy ksenogenicznej penetracji plemnikow. B i C. Ptytki metafazowe chro-
mosomoéw ludzkich plemnikoéw (mikroskop kontrastowo-fazowy, powigkszenie 400x oraz chromosomy barwione Giemza, po-
wigkszenie 1000x. D. Czerwone sygnaty FISH sondy Yqh12 (Texas Red/DAPI, spis sond: patrz tabela 3.).

Fig. 3. Illustration of the method of obtaining human sperm chromosome complements after a xenogenic penetration into hamster
oocytes. A. Ideological picture of a xenogenic test of penetration. B&C. Human sperm chromosome complements (phase-
contrast microscopy, 400x zoom and chromosome complements after Giemsa staining, 1000x zoom). D. Red FISH signals
of probe Ygh12 (Texas Red/DAPI, see the tables of probes in tab. 3).

2.3. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ —
FISH

2.3.1. Przygotowanie preparatow

Plemniki z uplynnionego w temperaturze pokojowej
ejakulatu plukano trzykrotnie w ptynie BWW (10 minut
przy predkosci 1800 obrotow/minutg). Kilka doswiadczen
wykonano na plemnikach frakcjonowanych metoda wyply-
wania, z tzw. frakcji ‘swim-up’. W tym celu ejakulat pod-
warstwiano pod ptyn Ham F10 i inkubowano 1 godzing
w 37°C w atmosferze 5% CO, W trakcie tej inkubacji czesé
ruchliwych plemnikow aktywnie przemieszczala si¢ do
gornej warstwy pltynu. Warstwe t¢, zawierajaca tylko plem-

przez 5 minut w temperaturze pokojowej a nastgpnie
odwadniano w szeregu 70%, 85% 1 96% etanolu (po
3 minuty). Po wysuszeniu w temperaturze pokojowe;j
preparaty byty gotowe do techniki FISH.

W przypadku chromosoméw plemnikowych w sta-
dium metafazy (uzyskanych po ksenogenicznej penetra-
cji plemnikow do oocytow chomiczych), ktore byty
przechowywane w zamrazarce w -20°C, postgpowano
podobnie jak z utrwalonymi plemnikami. Mianowicie: w
dniu hybrydyzacji preparaty ptukano dwukrotnie w bufo-
rze 2x SSC przez 5 minut w temperaturze pokojowej,
odwadniano w szeregu 70%, 85% i 96% etanolu (po
3 minuty) i po wysuszeniu w temperaturze pokojowej
preparaty byty gotowe do techniki FISH.
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W przypadku limfocytow, utrwalony materiat biolo-
giczny naktadano na szkietka podstawowe w dniu hybrydy-
zacji. Preparaty ptukano dwukrotnie w buforze 2 x SSC
przez 5 minut w temperaturze pokojowej i odwadniano
w szeregu 70%, 85% 1 96% etanolu (po 3 minuty). Po wysu-
szeniu w temperaturze pokojowej preparaty byly gotowe do
FISH.

2.3.2. Wybér sond do hybrydyzacji

Stosowano sondy Aquarius CYTOCELL (CYTO-
CELLL Tech. Ltd., Cambridge, England) centromerowe,
telomerowe 1 malujace bezposrednio znakowane jednym
z dwoch fluorochroméw: FITC (w swietle UV fluorescen-
cja zielona ,,G = green”) lub Texas Red (fluorescencja
czerwona ,,R = red”) (tabela 3.). W analizach, w ktorych
konieczny byt FISH trojkolorowy, trzeci kolor fluorescencji
(pomaranczowy) uzyskiwano poprzez zmieszanie w sto-
sunku 1:1 takiej samej sondy centromerowe]j znakowanej
FITC oraz Texas Red. FISH-trojkolorowy stosowano do
badania wzoru segregacji mejotycznej w plemnikach nosi-
cieli TCW oraz celem odrdznienia plemnikéw z aneuplo-
idig chromosoméw X lub Y od plemnikow diploidalnych.

usuwalna warstwe uszczelniajaca. Denaturacje przepro-
wadzano w temperaturze 75°C przez 2,5 minuty. Hybry-
dyzacje prowadzono przez 20 godzin w 37°C, w ciem-
nej, wilgotnej komorze. Po tym czasie usuwano szkietko
nakrywkowe i preparaty ptukano 2 minuty w 0,4 x SSC
o temperaturze 72°C, a nastepnie 30 sekund w 2 x SSC,
0,05% Tween 20, pH 7,0 w temperaturze pokojowe;.

Na lekko wilgotne preparaty nakrapiano 20 pl DAPI
(fluorochrom barwiacy kontrastowo chromosomy na
niebiesko) i nakrywano szkietkiem nakrywkowym.

2.4. Analiza mikroskopowa

Sygnaty fluorescencyjne (FISH) analizowano w $wietle
UV mikroskopu fluorescencyjnego Olympus BX41 przy
powigkszeniu 1000x pod olejkiem imersyjnym (obiektyw
Olympus UPlanF1), uzywajac filtru potrojnego FITC/Texas
Red/DAPI lub filtrow selektywnych (Texas Red, lub FITC,
lub DAPI (rycina 4.).

Sygnaty FISH analizowano tylko w plemnikach z za-
chowana witka. Sygnaty FISH okreslano jako diploidal-
ne tylko wtedy, gdy odleglo$¢ migdzy nimi byta wigksza
od $rednicy sygnatu. Wydajnos¢ hybrydyzacji okreslano

Tab. 3. Wykaz stosowanych sond bezposrednio znakowanych Texas Red (R = red, fluorescencja czerwona) lub FITC (G =

green, fluorescencja zielona)

Tab. 3. List of the applied probes labeled with Texas Red (R=red FISH signal) or FITC (G = green FISH signal)

Chromo- Sonda centromerowa Sonda subtelomerowa Sonda malujaca
som nazwa katalogowa region nazwa katalogowa nazwa nazwa katalogowa
R =red, G = green chromosomu Red = red, G = green markera R =red, G = green
- - LPTO1PG CEB108/T7 -
2 - - LPTO2PR 2ptel27 -
4 LPEO4R/G 4p11-g11 LPTO4PR 4ptel04 LPP04G
LPT04QG 4qtel11
5 - - LPTO5PG 5ptel48 -
7 LPEQO7R/G 7p11.1-q11.1 LPTO7QR/G G31340
8 - - LPTPG 8ptel91 LPP0O8R
9 LPEO9R/G 9q12 LPTPR/G 9ptel30 -
13 - - LPT13QG 13qgtel56 -
14 - - LPT04QR 14qtel101 -
15 LPE15G 15p11.1-q11.1 - - -
18 LPE18R 18p11.1-911.1 - - -
20 LPE20R - LPP20G
21 - - LPT21QR 21qtel07 -
X LPEOXR/G Xp11.1-11.1 - - -
Y LPEOYR/G Yp11.1-911.1 - - LPPOYR
LPEOYqQR/G Yq12
XpYp - - LPTXYPG 839D20 -
XqYq LPTXYQR 225F6C8.2

2.3.3. Warunki denaturacji i hybrydyzacji

Preparaty oraz odpowiednia mieszaning hybrydyza-
cyjna (2,5 ul kazdej z wybranych dla danej analizy sond
+ bufor hybrydyzacyjny do koncowej objgtosci 10 ul)
ogrzewano 5 minut w 37°C, naktadano na wybrane miej-
sce preparatu i przykrywano szkietkiem nakrywkowym.
Brzegi szkietka nakrywkowego pokrywano guma arab-
ska, ktora po kilku minutach zasychala tworzac tatwo

w pierwszych 500 badanych komoérkach, w plemnikach
wynosita 95-98% (w plemnikach mgzczyzn z grupy
kontrolnej wynosita z reguty 98%). Poziom aneuploidii
oceniano liczac sygnaty FISH w 5000 jader komorko-
wych, wzory segregacji mejotycznej analizowano w 3500
plemnikach, a wewnatrzjadrowa topologi¢ analizowano
w 500 plemnikach (dla celow lokalizacji liniowej) lub
w 150 (dla lokalizacji radialnej).
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Wyniki rejestrowano i kolekcjonowano stosujac kamerg
(Olympus U-TV1X-2/U-CMAD?3) i program komputerowy
ISIS MetaSystems (v. 5.0, Altlussheim, Niemcy).

4 derd 5 der5

Ryec. 4. Przyktad sygnatow trojkolorowego FISH zastosowane-
go do znakowania chromosomoéw 4 i 5 u nosiciela translokacji
t(4;5)(p15.1;p12). Sygnat pomaranczowy: sonda 4-centromerowa
zielona + sonda 4 centromerowa czerwona (1:1); sygnat czer-
wony: sonda 4ptel; sygnat zielony: sonda Sptel (spis sond:
patrz tabela 3.).

Fig. 4. Example of tricolor FISH signals applied to the labeling
of chromosomes 4 and 5 in a carrier of t(4;5)(p15.1;p12).
Orange signal: green probe 4c + red probe 4c (1:1); red signal:
probe 4ptel; green signal: probe 5 ptel (see the list of probes in
tab. 3).

2.5. Ocena seminologiczna

Ejakulat ulegat uptynnieniu w temperaturze pokojo-
wej przez okoto 30 minut. Analizg seminologiczna wy-
konywano wedlig wytycznych WHO [423]. Za prawi-
dlowe parametry uznawano: minimum 20 miln plem-
nikow na 1 ml ejakulatu, 50% ruchliwych plemnikow
(tacznie z szybkim ruchem postgpowym prostolinijnym
kategorii A oraz z wolnym ruchem post¢powym niepro-
stolinijnym kategorii B) i 30% plemnikow z prawidlowa
morfologia (lub alternatywnie 14%, ze wzgledu na wpro-
wadzenie tzw. $cistych kryteriow Kriigera [310].

2.6. Graficzna wizualizacja wynikow pozycjo-
nowania centromerow

2.6.1. Lokalizacja liniowa

Schematyczny podziat jadra komérkowego plemnika
na 3 czesci, z ktorych kazda stanowita okoto '/5 dtugosci
jadra przedstawiono na rycinie 5. Czgéci nazwano obsza-
rami: (a) — blizej akrosomu; (¢) — centrum; (w) — blizej
witki.

Analiza lokalizacji liniowej polegata na okresleniu,
w ktorym z trzech obszaréw widoczny byl centromer
danego chromosomu (sygnat FISH) i policzeniu, w ja-
kim odsetku plemnikéw byl to obszar (a), (c) lub (w)
[311]. Plemniki, wcze$niej sfotografowane, widoczne
byly na monitorze komputera (program ISIS MetaSys-
tems). Dla kazdego badanego chromosomu analizowano

lokalizacje¢ sygnatéw FISH w 500 plemnikach danego

osobnika.
a >
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Ryc. 5. Schemat jadra komorkowego plemnika ilustrujacy
sposoOb analizy lokalizacji liniowej centromeréw wybranych
chromosoméw. A. Jadro komoérkowe plemnika podzielono na
trzy obszary, ktore nazwano: (a) blizej akrosomu; (¢) centrum;
(w) blizej witki. Czarny punkt ilustruje przyktadowa pozycje
sygnatu FISH sondy centromerowej. B. Przyklad sygnalow
FISH w plemnikach (sonda centromerowa chromosomu 7,
FITC/DAPI, spis sond w tabeli 3). C. Szkic obrazu przedsta-
wionego na rycinie 5B wraz z okre$leniem pozycji centromeru
odpowiednio w obszarze (a) lub (c) lub (w).

Fig. 5. Scheme of sperm nucleus illustrating the analysis of the
linear localization of centromeres of selected chromosomes. A.
Sperm nucleus is divided into three areas, labeled as follows:
(a) = closer to the acrosome, (c) = center, (w) = closer to tail.
The black spot indicates a sample position of the FISH signal
of the centromeric probe. B. Example of FISH signals in sperm
nuclei (the centromeric probe of chromosome 7, FITC/DAPI,
see the probe list in tab. 3). C. Schematic view of sperm nuclei
shown in fig.5B together with the description of the position of
the centromere in areas (a), or (c¢) or (w).

2.6.2. Lokalizacja radialna

Lokalizacja radialna polegata na okresleniu, czy cen-
tromer danego chromosomu, widoczny np. w obszarze (a)
(wg kryterium lokalizacji liniowej), znajduje si¢ w glebi
jadra komorkowego plemnika (tzw. lokalizacja centralna)
czy blizej blony jadrowej (tzw. lokalizacja peryferyjna).
Podstawg do takiego ,,przestrzennego” przedstawienia po-
zycji centromerow stanowita metoda zastosowana przez
Zalenskaya i Zalensky (2004) do wizualizacji obszaru chro-
mocentrum [92]. Metoda oparta jest na fakcie, iz plemniki
na szkietku podstawowym moga uktadac si¢ tylko w okre-
Slony sposob: wzdtuz osi podiuznej przyjmujac jedna
z dwoch pozycji ,,orzet lub reszka”. Schemat jadra komor-
kowego plemnika, stanowiacy podstawe do okreslania loka-
lizacji radialnej centromeréw przedstawiono na rycinie 6A.
Na schemacie tym warto$¢ stosunku D/L okresla pozycje
centromeru wzgledem dlugosci plemnika. Im warto$¢ D/L
blizsza 1,0, tym centromer zlokalizowany jest blizej obszaru
akrosomu. Natomiast warto$¢ stosunku H/L okresla ,,glebo-
kos$¢” potozenia centromeru we wngetrzu jadra komorkowe-
go: im warto$¢ H/L blizsza 0,3, tym centromer zlokalizowa-
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ny jest blizej blony jadrowej plemnika (lokalizacja peryfe-
ryjna) [92, 311]. Trzeba tu podkresli¢, ze metoda okreslania
stosunku D/L, czyli odlegtosci centromeru od punktu przy-
czepu witki plemnika (D) do dtugosci osi podtuznej (L) oraz
stosunku H/L, czyli odleglosci centromeru od osi poprzecz-
nej (H) do dlugosci osi podtuznej (L) stanowi jednoczes$nie
sposob normalizacji wynikow. Normalizacja taka minimali-
zuje potencjalne réznice migdzy plemnikami w lokalizacji
centromeréw wynikajace z procesu pgcznienia podczas
przygotowywania preparatow do FISH [92]. Nanoszac w
ukladzie wspotrzednych na o§ OX wartosci D/L, a na 0§ OY
wartosci H/L uzyskuje si¢ wizualne przedstawienie radialnej
lokalizacji centromeréw w jadrze plemnika w obszarze
chromocentrum (rycina 6B) [92]. Plemniki, wcze$niej sfoto-
grafowane, widoczne byly na monitorze komputera (korzy-
stano z programu ISIS MetaSystems, ktory umozliwia po-
miar geometrycznych parametrow komorki). Dla kazdego
badanego chromosomu analizowano lokalizacje¢ centrome-
row (sygnatéw FISH) w 150 plemnikach danego osobnika.

A
L : L
>
L i
H/L
B 03 \
0,0 | /
0 0,;5 1:0 D/L

Rye. 6. Schemat jadra komoérkowego plemnika ilustrujacy
sposob analizy lokalizacji radialnej centromerow wg [92]. Na
schemacie przedstawiono geometryczne parametry plemnika:
L-L’ podluzna o$§ plemnika; L—dtugos¢ osi podituznej; 1-
dtugos$¢ osi poprzecznej plemnika (stosunek 1/L okresla ksztalt
jadra plemnika); D—odlegtos¢ centromeru od punktu przyczepu
witki plemnika; H—odleglo$¢ od osi podtuznej. A. Jasnoszare
tlo wyznacza przykltadowy potencjalny obszar lokalizacji
centromeru (¢) danego chromosomu po obydwoch stronach osi
podtuznej (lustrzane odbicie) w pojedynczym plemniku. B. Sche-
mat ilustrujacy sposob wizualizacji lokalizacji radialnej obsza-
ru chromocentrum (szare tto) wg [92].

Fig. 6. Scheme of the sperm nucleus illustrating the analysis of
radial localization of centromeres according to [92]. The scheme
includes the geometric parameters of the spermatozoon: L-L’ the
axis of symetry; L-the lenght of the oblong axis; l-the lenght
of the lateral axix (the I/L ratio describes the shape of the nucleus);
D-the distance between the centromere and the attachment site
of the tail; H-the distance from the oblong axis. A. The light grey
background indicates a sample potential area of the locus of cen-
tromere (¢) of a given chromosome on both sides of the oblong
axis (the mirror image) in a singleton spermatozoon. B. The
scheme illustrating the visual radial lacalization of the chromocen-
ter area (the grey background) according to [92].

2.7. Analiza statystyczna wynikéw

W celu porownania wynikow dotyczacych lokalizacji
liniowej centromeréw chromosomow w obszarach (a), (c)
oraz (w) dla badanych grup mezczyzn zastosowano test X*
(chi-kwadrat) na poziomie istotnosci a. = 0,05. Roznice
indywidualne sprawdzano testem Fishera na poziomie
istotnosci o = 0,05. W celu poréwnania wynikow doty-
czacych lokalizacji radialnej zastosowano jednokierun-
kowa analiz¢ wariancji (one-way ANOVA) oraz test
U Manna-Whitneya na poziomie istotnosci o = 0,05.
W celu poréwnania wynikoéw dotyczacych badania cze-
stosci aneuploidii w plemnikach i limfocytach krwi ob-
wodowe] migdzy grupa kontrolna a grupa mezczyzn
z niepowodzeniami rozrodu zastosowano test U Manna-
Whitneya na poziomie istotnosci o = 0,05. Dla spraw-
dzenia korelacji migdzy poziomem aneuploidii w limfo-
cytach i plemnikach zastosowano korelacje porzadku
rang Spearmana. W celu poréwnania wynikéw dotycza-
cych wzoréw segregacji mejotycznej u nosicieli translo-
kacji zastosowano test X° (chi-kwadrat) z korekcja Yatesa
na poziomie istotnosci oo = 0,05. Analizg statystyczna
testami: one-way ANOVA, U-Manna-Whitneya wyko-
nano przy uzyciu programow Analyse-it for Microsoft
Exel v. 1.68 i Origin 6.1, inne obliczenia statystyczne
wykonano w Zaktadzie Informatyki i Statystyki Akade-
mii Medycznej w Poznaniu

IV. WYNIKI

1. Wyniki testu penetracji plemnikow (SPA)
i analizy kariotypow somatycznych

1.1. Wyniki testu SPA i analizy kariotypéw
u mezcezyzn z grupy kontrolnej

Grupe kontrolng stanowito 23 zdrowych mezczyzn
w wieku od 23 lat do 40 lat (Srednia wieku 27 + 5 lat)
o prawidlowych cechach ejakulatu (wg kryterow WHO)
[312], w wigkszosci przypadkow o potwierdzonym ojco-
stwie. Charakterystyke grupy kontrolnej przedstawiono
w tabeli 4. We wszystkich przypadkach stwierdzono kario-
typ 46,XY (w limfocytach krwi obwodowej). Sredni wynik
testu penetracji plemnikow (SPA) w grupie kontrolnej
wynosit 60% + 17%; indywidualne wyniki znacznie roznity
si¢ migdzy soba (w zakresie 95%—40%).
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Tab. 4. Grupa kontrolna: wiek, kariotyp w limfocytach krwi
obwodowej i wynik testu penetracji plemnikow (SPA)

Tab. 4. Control group: age, the karyotype in the lymphocytes
and the result of the penetration assay (SPA)

Lp. Inicjaly 2?:;])( Kariotyp S(;?
1 T.K. 35 46,XY 95
2 AR. 29 46,XY 95
3 AA. 25 46,XY 90
4 J.T. 23 46,XY 80
5 S.P. 24 46,XY 73
6 X.R. 23 46,XY 65
7 M.A. 28 46,XY 65
8 K.A. 38 45, XY 63
9 W.0. 29 46,XY 60
10 S.N. 23 46,XY 60
11 X.Z. 24 46,XY 59
12 P.S. 24 46,XY 57
13 XJ. 24 46,XY 56
14 R.O. 27 46,XY 56
15 P.J. 25 46,XY 50
16 S.F. 25 46,XY 50
17 N.B. 27 46,XY 47
18 P.A. 25 46,XY 46
19 P.G. 25 46,XY 43

20 R.M. 25 46,XY 40

21 P.Cz. 23 46,XY 40

22 S.0. 40 46,XY 40

23 X.J. 23 46,XY 40

Srednia + SD 27+5 46,XY 60 +17

1.2. Wyniki testu SPA i analizy kariotypoéw
u mezezyzn z prawidlowymi cechami nasienia
(w parach malzenskich z nieplodno$cia idio-
patyczna)

Grupe pacjentow z prawidlowa liczba, ruchliwoscia
oraz morfologia plemnikéw (wg kryteriow WHO) [312]
nalezacych do par matzenskich z tzw. nieptodnoscia idiopa-
tyczna (I) stanowito 74 mezczyzn (tabela 5.). Srednia wieku
pacjentow wynosita 35 + 5 lat (w zakresie od 27 lat do 47
lat) a ich partnerek 33 + 4 lata (w zakresie od 24 lat do 44
lat). U 66 par z tej grupy wykonano badanie kariotypu
(w limfocytach krwi obwodowej. U 71% pacjentéw oraz
u 85% ich partnerek stwierdzono odpowiednio kariotypy
46,XY 146,XX (tabela 5.).

Warianty struktury chromosoméw (heteromorfizmy wg
terminologii Wyandta i Tonka, 2004) [313] stwierdzono
u 9% pacjentéw oraz u 8% partnerek. Translokacje chro-
mosomowe wzajemne (TCW) wykryto u 6% pacjentow
oraz u 2% partnerek. Obecno$¢ chromosoméw markero-
wych (wylacznie jako niskoprocentowy mozaicyzm) ob-
serwowano u 12% pacjentéw oraz u 3% partnerek. Aberra-
cje liczby chromosoméw (wylacznie jako niskoprocentowy
mozaicyzm) obserwowano u 3% pacjentéw oraz u 3%
partnerek. W calej grupie (74 pacjentow) $redni wynik
testu penetracji (SPA) wynosit 44 + 23%, indywidualne
wyniki znacznie r6znily si¢ migdzy soba (w zakresie od
100 do 10%) (tabela 5.). Natomiast w grupie 66 pacjentow
o okreslonym kariotypie §redni wynik SPA wynosit 40 +
16 (tabela 6.).

Nalezy zaznaczy¢, iz klasyfikacja wynikow testu SPA
zalezy od przyjecia ,,punktu odcigcia”, tj. warto$ci, poni-
zej ktorej wyniki beda uznawane za obnizone w stosunku
do normalnego poziomu penetracji. Najnizsza warto$¢
testu SPA w grupie kontrolnej (tabela 4.) wynosita 40%.
Biorac jednak pod uwagg takze dane literaturowe, przyjg-
to dla dalszych rozwazan mniej restrykcyjna klasyfikacjg
wynikéw zaproponowana przez Rogers i stosowang przez
wigkszo$¢ autoréw [314]. Mianowicie, uznano za prawi-
dlowe (tzw. ,,pozytywne”) wyniki testu SPA wigksze niz
30%. Wyniki w zakresie: rowne lub mniejsze od 30%, ale
wigksze niz 20%, uznano za niejednoznaczne (tzw. ,,nie-
pewne”), natomiast wyniki rowne lub nizsze od 20% za
jednoznacznie negatywne.

Stosujac powyzsze kryterium stwierdzono, ze u wigk-
szosci (69%) pacjentéw (bez wzgledu na kariotyp) uzyska-
no jednoznacznie pozytywne wyniki testu SPA, natomiast
jednoznacznie negatywne tylko u 17% (tabela 6.). Zesta-
wienie wynikow testu SPA z wynikami analizy kariotypow
w limfocytach krwi obwodowej pozwolito stwierdzi¢, ze
wigkszo$¢ (70%) pacjentow z kariotypem 46,XY oraz wigk-
szo$¢ (88%) z chromosomami markerowymi miata pozy-
tywne wyniki testu SPA. U nosicieli translokacji (TCW),
a takze w przypadkach wariantow (heteromorfizmow) lub
aberracji liczby chromosoméw pozytywne wyniki testu SPA
miato tylko 50% pacjentow (tabela 6.). W tabeli 7. przed-
stawiono indywidualne wyniki testu SPA u badanych pa-
cjentow ze stwierdzonym heteromorfizmem.
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Tab. 6. M¢zczyzni z prawidtowa liczba, ruchliwoscia i morfologia plemnikéw (nieptodno$é idiopatyczna I): kariotyp w limfocy-
tach krwi obwodowej a wyniki penetracji plemnikow w tescie SPA
Tab.6. Men with the normal number, mobility, and morphology of spermatozao (idiopathic infertility I): the karyotype in the

lymphocytes and the results of the SPA

Srednia war- Wyniki indywidualne SPA
Kariotyp tosé SPA (%) Pozytywny Niepewny Negatywny
> 30% 20 <SPA =30 <20%
46,XY n =47 (71%) 45+ 23 n =33 (70%) n =6 (13%) n=38(17%)
heteromorfizmy n = 6* (9%) 37+15 n =3 (50%) n=2(33%) n=1(17%)
translokacje n =4 (6%) 29+ 14 n =2 (50%) n =0 (0%) n =2 (50%)
chromosomy markerowe (mozai.) n = 8*(12%) 53 + 20 n =7 (88%) n=1(12%) n =0 (0%)
aberracje Ilczby_chI*om‘?somow (mozai.) 34+6 n=1(50%) n=1(50%) n =0 (0%)
n = 2**(3%)
_______ facznie n=66 _ _ _ _ _ _ 1 _40¢76 _|_ _ (69%)_ _ | _ (5k)_ _|_ (7% _
grupa kontrolna 46,XY n =23 60 + 17 100% 0% 0%

N = liczba mgzczyzn; * u P.B. (nr 55, tabela 5.) stwierdzono obecno$¢ chromosomu markerowego oraz wariantu 13ps+;
** u J.M. (Nr 39, tabela 5.) stwierdzono obecno$¢ dodatkowego chromosomu X (4%) oraz chromosomu markerowego (4%)

(mozai.) = mozaicyzm komérkowy

Tab. 7. Wyniki penetracji plemnikéw w tescie SPA u mez-
czyzn z nieptodnoscia idiopatyczng I, u ktorych stwierdzono
heteromorfizmy

Tab. 7. Results of SPA in men with idiopatic infertility I, who
were diagnosed with the variants of chromosome structure

n.:-g; Kariotyp w limfocytach SPA (%)
| _1__J4exXyiaoht L _._ 55 __
[ _ 1 _146XY,inv(9)(p11912) _ _ __ ___ L_3%0__
| _1__l4exyeahty L _._ 0 __
| _1__|46XY7cenaht __ __ ______L__ 40 _ _
| _ | _ | 46.XY[96)/47.XY tmar[4], 13ps+_ _ __ | _ _ 0 __
| 46,XY,del(Y)(q12) 15

1.3. Wyniki testu SPA i analizy kariotypéw
u mezezyzn z zaburzeniami spermatogenezy

Grupg pacjentow z zaburzeniami spermatogenezy
roznego typu (O, A, T oraz AZ) stanowito 110 mgzczyzn
(tabela 8.). Srednia wieku pacjentow wynosita 34 + 5 lat
(w zakresie od 25 do 48 lat) a u ich partnerek 32 + 4 lata
(w zakresie od 24 do 46 lat). U 80 pacjentow z O;A;T
oraz u 20 pacjentéw z AZ wykonano badanie kariotypu
w limfocytach krwi obwodowej. U 77% pacjentow
z O;A;T oraz u 89% partnerek stwierdzono odpowiednio
kariotypy 46,XY 1 46,XX (tabela 8.). Warianty (hetero-
morfizmy) chromosoméw stwierdzono u 21% pacjentow
oraz u 10% partnerek. Translokacje lub inwersje wykry-
to u 2% pacjentow. U 65% pacjentow z azoospermia
oraz u 90% partnerek stwierdzono odpowiednio karioty-
py 46,XY oraz 46,XX (z zastrzezeniem, ze badanie wy-
konano tylko dla 10 kobiet) (tabela 8.). Warianty (hete-
romorfizmy) chromosoméw stwierdzono u 15% pacjent-
tow z azoospermig oraz u jednej partnerki. Ponadto wy-
kryto translokacje (10%), chromosom markerowy (5%)
i zespot Klinefeltera (5%) (tabela 8.).

Dla 90 pacjentow (tabela 8.) wykonano test SPA.
Azooospermia uniemozliwita wykonanie testu SPA u 20-stu

pacjentow. W tej grupie Sredni wynik testu SPA wynosit 33
+ 20% (w zakresie od 86% do 0%). Jednoznacznie pozy-
tywne wyniki testu SPA stwierdzono tylko u 46% pacjen-
tow (bez uwzgledniania wyniku kariotypowania). W tabeli 9.
przedstawiono $rednie wartosci testu SPA w grupach pa-
cjentdw o okreslonym typie nieptodnosci. Najnizsza Srednia
warto$¢ testu SPA (tylko 21%) miata grupa z oligoastheno-
teratozoospermia (OAT). Natomiast najwyzsza warto$¢
srednia (58% — co jest wartoscia znamiennie wyzsza w
porownaniu ze $rednig dla wszystkich pacjentow — 33%)
miata grupa z oligoasthenozoospermia (OA). Byla to jed-
nak najmniej liczna grupa, zatem nie mozna wykluczyé¢, ze
ta $rednia w przypadku liczniejszej grupy bytaby zblizona
do innych.

Grupe mezezyzn z O;A;T, dla ktorej wykonano zardwno
test penetracji plemnikow SPA, jak i badanie kariotypu
stanowito 80 0sob (tabela 10.). Przedstawione w tabeli 10
zestawienie wynikow testu SPA oraz kariotypowania po-
zwolito stwierdzi¢, ze sposrod 59 pacjentow z kariotypem
46,XY pozytywne wyniki testu SPA miata blisko potowa
badanych (49%), natomiast negatywne miato 31%. W po-
rownaniu z ta grupa, u osob z wariantami struktury chromo-
somow stwierdzono znacznie nizszy odsetek (37%) pozy-
tywnych wynikow testu SPA, natomiast odsetek wynikow
negatywnych byl zblizony (26%). W tabeli 11. przedsta-
wiono indywidualne wyniki testu SPA w okreslonych
przypadkach wariantéw struktury chromosomow (hetero-
morfizmow). U pacjentow z O;A;T wykryto zarbwno wa-
rianty chromosomow bedace inversjami pericentrycznymi
(chromosomy 9, 19, 22), jak i wydtuzonymi blokami hete-
rochromatyny (chromosomy 9, 16) oraz warianty dtugosci
ramion krotkich chromosomoéw akrocentrycznych. Takie
same warianty wykrywano u pacjentéw z réznym typem
nieptodnosci i o réznych wartosciach testu SPA. Jednocze-
$nie liczba wykrytych przypadkéow z wariantami chromo-
somoéw w poszczegolnych podgrupach byta zbyt mata, aby
oblicza¢ wartosci $rednie.
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Jedyny wykryty w grupie O;A;T nosiciel translokacji
mial pozytywny wynik testu SPA, natomiast nosiciel
inwersji miat wynik negatywny (tabela 10.).

Tab. 9. Srednie wartosci testu SPA w grupach pacjentéw o okre
$lonym typie nieptodnosci (O;A;T)

Tab. 9. Average values of the SPA in groups of patients with
a specified type of infertility (O;A;T)

Procent Typ Sredni wynik
badanych nieptodnosci SPA (%)
5,6% (@) 35+13
23,3% A 38+19
10,0% T 35+20
4,4% OA 58 £ 15
6,7% oT 36 + 27
26,7% AT 29+ 21
23,3% OAT 21 +12
Srednia dla 90 pacjentéw z O;A;T 33+20

1.4. Wyniki testu SPA a wyniki zaplodnien

technikq in vitro

Od 34 par malzenskich z nieptodnoscia idiopatyczng
lub zaburzeniami spermatogenezy, dla ktorych wykony-
wano test SPA, uzyskano nastgpnie informacje o wyni-
kach zaptodnienia technika in vitro (IVF). Informacje te
dotyczyly okresu okolo dwoch lat po wykonanych te-
stach SPA, zatem nie mozna wykluczy¢, ze przynajmnie;j
niektore z par podjely kolejne proby uwienczone sukce-
sem rozrodczym. W tabeli 12. przedstawiono zestawienie
wynikoéw testu SPA z informacja, czy w wyniku zaptod-
nienia in vitro (IVF) dochodzito do taczenia gamet i pow-
stawania zarodkow (w kilku przypadkach, po niepowo-
dzeniu IVF, podj¢to decyzje o wykonaniu ICSI). W 62%
przypadkéw z pozytywnym wynikiem testu SPA (>
30%) 1 w 50% przypadkow z niepewnym wynikiem testu
SPA (20 < SPA < 30) plemniki pacjentéw penetrowaty
ludzkie komorki jajowe i powstawatly zarodki. Negatyw-

Tab. 10. Mgzczyzni* z zaburzeniami spermatogenezy (O;A;T): kariotyp w limfocytach krwi obwodowej a wyniki testu SPA
Tab. 10. Men with spermatogenesis dysfunction (O;A;T): karyotype in the lymphocytes of the peripheral blood and the results of SPA

Kariotyp Srednia wartosé Wyniki SPA (%)
grupa (O;A:T) SPA (%) Pozytywny Niepewny Negatywny
> 30% 20 < SPA =< 30 <20%
46!Xy = 0, = 0, = 0,
n = 59 (74%) 3421 n=29(49%)| n=12(20%) | n=18(31%)
heteromorfizmy _ o _ o _ o
n = 19 (24%) 28 +18 n=7@37%) | n=7(37%) | n=5(26%)
translokacje, inwersje _ o _ o _ o
n =2 (3%) 26+6 n=1(50%) n=0(0%) n=1(50%)
_ _facenie n=80" _ _|_ _30£15_ n=37 (46%) [ n=19(24%) [n =24 (30%]
grupa kontrolna 46,xy n =23 60 £ 17 100% 0% 0%

*zestawienie dotyczy tylko 80 pacjentow, dla ktorych wykonano zaroéwno test SPA jak i badanie kariotypu; n = liczba mgzczyzn

Tab. 11. Wyniki testu SPA w przypadkach mezczyzn z zabu-
rzeniami spermatogenezy (O;A;T), u ktorych stwierdzono
hetero-morfizmy (warianty chromosomow)

Tab. 11. Results of SPA assay in the cases of men from O;A;T
grup, with the variants of chromosome structure

Typ niept. Kariotyp SPA (%)

A 46,XY,inv(9))(p11912) 40
AT 46,XY,inv(9)(p11q12) 30
oT 46,XY,inv(9)(p11q12) 6
OAT 46,XY,inv(9)(p11912),16gh+ 5
OA 46,XY,9gh+ 67

(0] 46,XY,9gh+ 30
OAT 46,XY,9gh+ 30
AT 46, XY,14ps+ 37
AT 46,XY,13ps+,14ps+,22ps+ 33
A/lIM 46,XY,14ps+,15ps+ 26
OAT 46,XY,16gh+ 25

O 46,XY,19cen h-q 56

T 46,XY,19cen h-q 34

T 46,XY,19cen h-q 30

T 46,XY,19cen h-q 0
OAT 46,XY,21pstk+ 10
OA 46,XY,inv(22)(p13p11) 70
AT 46,XY,22ps+ 22
oT 46,XY,22ps+ 5

ny wynik testu SPA (< 20%) oznaczal w 99% przypad-
koéw brak zarodkow. Klasyfikacje wynikow testu SPA na
pozytywne, niepewne i negatywne stosowano zgodnie
z objasnieniem w rozdziale IV.1.2.

2. Wyniki analizy chromosoméw plemnikow

2.1. Analiza wystepowania aneuploidii w lim-
focytach i plemnikach

Grupg mezczyzn, u ktorych badano poziom hiper-
haploidii chromosoméw 13, 15, 18, 21, X i Y (oraz
poliploidii) (metoda FISH, spis sond w tabeli 3.) sta-
nowito 7 mezczyzn z grupy kontrolnej oraz 16 z nie-
powodzeniami rozrodu (w tym 9 z azoospermia).
Charakterystyke grupy z niepowodzeniami rozrodu
przedstawiono w tabeli 13. Przyktady sygnatow FISH
w plemnikach przedstawiono na rycinie 7. W przy-
padku pacjentdow z azoospermia badania wykonano
jedynie na limfocytach krwi obwodowej. Indywidual-
ne wyniki oraz wartosci $rednie dotyczace czgstoSci
aneuploidii badanych chromosoméw przedstawiono w
tabeli 14.
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Tab. 12. Zestawienie wynikow testu SPA i typu nieptodnosci z wynikami zaptodnienia in vitro

Tab. 12. Compilation of the results of the SPA assay and the infertility type with the results of the in vitro fertilization

Kariotyp Typ | SPA | Laczenie gamet . .
Lp. | Inicjaly Pacjent Partnerka | nieplod | % | in vitro AVF) Wynik koficowy
1 |ZD. 46,XY 46,XX AT 86 + cigza pozamaciczna
2 |JK. bo bo A 82 + dziecko
3 |AK. 46, XY 46,XX 1 75 + poronienie w 2 mies.
4 | HM. 46,XY 46,XX 1 71 + poronienia
5 |M.G. 46,XY,9gh+ 46,XX,9gh+ OA 67 + zarodki nie implantowaty
6 |SK. 46,XY,19cen h-q 46,XX (0] 56 - -
7 |J.S. 46, XY 46,XX 1 55 + poronienie w 3 mies.
8 | M.S. bo bo A 50 - -
9 | TK. 46, XY 46,XX OAT 44 + dziecko
10 | P.O. 46,XY,t(1;4)(q23;927) 46,XX 1 42 - zarodki po ICSI, nie implantow.
11 | XK. 46, XY 46,XX A 41 - -
12 | M.R. 46,XY,14s+ 46,XX AT 37 + poronienie w 2 mies.
13 | M.W. bo bo 1 36 + 2 zarodki, nie implantowaty
14 [JL. 46,XY 46,XX A 35 B -
15 | P.Z. bo bo 1 34 + 2 zarodki, nie implantowaty
16 | J.S. 46, XY 46,XX AT 34 + 2 zarodki, nie implantowaty
17 | M.D. 46,XY 46,XX 1 34 - 5 zarodkow po ICSI, obumarly
18 | S.S. 46, XY 46,XX 1 34 - 1 zarodek po ICSI, nie implant.
19 [J.Z. bo bo A 33 + 1 zarodek, obumart
20 | JK. 46,XY 46,XX 1 33 + 1 zarodek, nie implantowat
21 |JF. 46XY, 135+, 145+,225+ 46,XX AT | 33 - -
22 | K.K. 46,XY,9gh+ 46,XX,1gh+ 1 30 + poronienie w 2 mies.
23 | W.G. 46,XY 46,XX AT 30 + 1 zarodek, obumart
24 | PS. 46,XY,19cen h-q,13p- 46,XX T 30 B -
25 | X.B. 46, XY 46, XX 1 28 - -
26 | W.D. 46,XY,14p+,15p+ 46,XX,14ps+,21s+ | A/IM 26 - -
27 | X.P. 46,XY 46,XX 1 25 + poronienie w 2 mies.
28 | X.S. 46, XY 46,XX 1 20 + 1 zarodek, nie implantowat
29 | Z.S. 46,XY,inv(17)(q21;924) 46,XX OAT 20 - -
30 |A.O. 45,XY,t(10;11)(9q11.2;p15.1) § 46,XX 1 15 - zarodki po ICSI, nie dzielity si¢
31 | X.P. 46, XY 46,XX AT 11 - -
32 | X.T. 46, XY 46,XX AT 8 - -
33 |AW. bo bo A 5 - 2 zarodki po ICSI, nie implantow.
34 | X.M. 46,XY 46,XX OAT 5 - -

bo = brak oznaczen; O = oligozoospermia; A = asthenozoospermia; T = teratozoospermia; A/IM= obecno$¢ przeciwciat przeciwplemnikowych
ponizej 20% wspotwystepujaca z azoospermia; ICSI = zaplodnienie droga docytoplazmatycznego wstrzyknigcia plemnika (intracytoplasmic
sperm injection)

Tab. 13. Charakterystyka m¢zczyzn, u ktérych wykonano badania poziomu aneuploidii chromosomow 13, 15, 18, 21, X oraz Y
metoda FISH w plemnikach i/lub jadrach interfazowych limfocytow
Tab. 13. Characteristics of men who were tested for the aneuploidy level of chromosomes 13, 15, 18, 21, X and Y in the sperm
cells and/or the nuclei of lymphocytes using the FISH method

Lp. | Inicjaly 2?2;]; Kariotyp w limfocytach Typ niepowodzenia rozrodu

1 AA. 37 146XY OA

2 L.W. 37 46, XY 1

3 M.G. 29 |46, XY,9qh+ OA, in vitro — zarodki, bez implantacji

4 G.H. 40 46,XY P, DP: 47,XX,+21, druga cigza DP: 47,XY,+13

5 K.K. 35 | 46.XY,t1(4;5)(pl5.1;p12) P, 3 poronienia, zdrowa corka

6 S.K. 65 46,XY,1(4;5)(p15.1;p12) P, 3 poronienia, syn i corka nosiciele t(4;5)

7 W.W. 36 |45, XY,der(13;14)(q10;q10) ]I, 1 poronienie

8 W.S. 33 ]46,XY A, zahamowanie spermatogenezy na poziomie spermatocytow Il rzedu

9 S.T. 30 ]46,XY A, zahamowanie spermatogenezy na poziomie spermatocytow Il rzgdu

10 | JJ. 30 ]46,XY A, zahamowanie spermatogenezy na poziomie spermatocytow Il rzgdu

11 [AP. 29 |46,XY A, zahamowanie spermatogenezy na poziomie spermatocytéw Il rzgdu

12 | AO. 32 |46,XY A, zahamowanie spermatogenezy na poziomie spermatocytéw Il rzgdu

13 | PS. 28 | 46,XY A, zahamowanie spermatogenezy na poziomie spermatogonii

14 |JN. 29 146,XY A, szkliwienie blon podstawnych kanalikéw nasiennych, brak komorek mitotycznych
15 | M.G. 25 ]46,XY A, zahamowanie spermatogenezy na poziomie spermatocytow, brak spermatyd
16 |P.W. 32 146,XY A, zahamowanie spermatogenezy na poziomie spermatocytéw II rzedu

I = nieptodno$¢ idiopatyczna (prawidtowa liczba, ruchliwo$¢ i morfologia plemnikéow); P = plodny; A = azoospermia; OA = oligoastheno-
zoospermia; DP = diagnostyka prenatalna
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Ryec. 7. Przyktady prawidtowych sygnatéw FISH uzyskanych z hybrydyzacji wybranych sond oraz hiperhaploidii w plemnikach
(spis sond: patrz tabela 3.). A. Sygnat zielony: sonda X centromerowa; sygnat czerwony: sonda Yqhl2. Prawidtowe sygnaty
FISH w plemniku: jeden sygnat zielony lub jeden czerwony; hiperhaploidia: jednoczes$nie sygnaty XY. B. Sygnat zielony: sonda
13qtel; sygnat czerwony: sonda 21qtel; prawidlowe sygnaly FISH w plemniku: jeden sygnat zielony i jeden czerwony; hiperha-

ploidia 21: dwa sygnaty czerwone i jeden zielony.

Fig. 7. Examples of correct FISH signals obtained from the hybridization of selected probes and hyperhaploidy in sperm cells
(see the list of probes, table 3). A. Green signal: probe Xc; red signal:probe Yqh12. Correct FISH signals in the sperm cell: one
green or red signal;hyperhaploidy: simultaneous XY signals. B. Green signal: probe 13qtel; red signal: probe 21qtel; correct
FISH signals in sperm cell: one green and one red signal; hyperhaploidy 21: two red signals and one red signal.

W limfocytach mezczyzn z grupy kontrolnej $rednia
czestosé (K) hiperhaploidii poszezegdlnych chromosoméw
13, 15, 18, 21, X 1 Y mie$cila sic w zakresie od 0,06% do
0,11% (nie bylo roznic statystycznych migdzy skrajnymi
wartosciami odpowiednio dla chromosoméw 18 i X). Sred-
nia czgstos¢ kariotypu 48,XXY'Y wynosita 0,01% a poliplo-
idii 0,04%. Srednio, suma czestosci hiperhaploidii wszyst-
kich badanych chromosoméw w limfocytach wynosita
0,53%. W przypadku mezczyzny Nr 2 z grupy kontrolnej
wyniki dotyczace prawie wszystkich badanych chromoso-
mow (za wyjatkiem Y), w przypadku Nr 7 tylko wyniki
dotyczace chromosomu 15, a w przypadku Nr 4 wyniki
dotyczace chromosomu Y, byly znaczaco wyzsze w po-
réwnaniu z wartosciami S$rednimi dla grupy kontrolnej
(tabela 14.).

W limfocytach pacjentow Nr 1 — Nr 7 z niepowodze-
niami rozrodu $rednia czestos¢ (P) hiperhaploidii poszcze-
go6lnych chromosomow 13, 15, 18, 21, X 1 Y byta podobna
i miescita si¢ w zakresie od 0,28% do 0,45% (tzn. bez r6z-
nic statystycznych migdzy skrajnymi wartosciami odpo-
wiednio dla chromosoméw 13 i 21). Srednia czesto$é kario-
typu 48,XXYY wynosita 0,01%, a poliploidii 0,15%.
Srednio, suma czestosci hiperhaploidii wszystkich bada-
nych chromosomow w limfocytach wynosita 2,28%. Za
wyjatkiem wartosci $redniej dotyczacej czgstosci limfocy-
tow z kariotypem 48, XXYY, pozostate $rednie (P) byly
znaczaco wyzsze w porownaniu z warto§ciami Srednimi
(K) dla grupy kontrolnej (tabela 14.). U czterach pacjentow
(Nr 4, Nr 5, Nr 6 i Nr 7) indywidualne wyniki dotyczace
poszczegdlnych chromosoméw byly istotnie wyzsze (p <
0,05) niz warto$ci $rednie (P) dla calej grupy. W przypadku
pacjenta Nr4 roznice takie dotyczyly chromosoméw 13, 15
i 21, w przypadku pacjenta Nr 5 chromosomoéow 15, X
i poliploidii, w przypadku pacjenta Nr6 tylko chromosomu
15, natomiast w przypadku pacjenta Nr 7 chromosomu Y
(tabela 14.).

W limfocytach pacjentdow Nr 8 — Nr 16 z azoosper-
mia $rednia (A) hiperhaploidii poszczegdlnych chromo-
somow 13, 15, 18, 21, X i Y byla podobna i miescila si¢
w zakresie od 0,21% do 0,39% (tzn. bez rdznic staty-
stycznych migdzy skrajnymi warto$ciami odpowiednio
dla chromosoméw Y i X). Srednia czesto$é kariotypu
48,XXYY wynosita 0,02%, a poliploidii 0,12%. Srednio,
suma czgstosci hiperhaploidii  wszystkich badanych
chromosomoéw w limfocytach wynosita 1,93%. Za wy-
jatkiem warto$ci $redniej dotyczacej czgstosci limfocy-
tow z kariotypem 48,XXY'Y, pozostate srednie (A) byty
Znaczaco wyzsze w porownaniu z warto$ciami §rednimi
(K) dla grupy kontrolnej. Natomiast nie stwierdzono
roznic statystycznych w pordwnaniu z wartosciami $red-
nimi (P) obliczonymi dla pacjentow Nr 1 — Nr 7 (z nie-
powodzeniami rozrodu) (tabela 14). U trzech pacjentow
(Nr 13, Nr 14 i Nr 15) indywidualne wyniki dotyczace
poszczegdlnych chromosomow byly istotnie wyzsze (p <
0,05) niz warto$ci $rednie (A) obliczone dla catej grupy.
W przypadku pacjenta Nr 13 roznice takie dotyczyly
wszystkich badanych chromosoméw oraz poliploidii, w
przypadku pacjenta Nr 14 chromosomoéw 15 i 21, nato-
miast w przypadku pacjenta Nr 15 tylko chromosomu 15
(tabela 14.).

W plemnikach mezczyzn z grupy kontrolnej $rednia
(K) hiperhaploidii poszczegélnych chromosomoéow 13,
15, 18, 21, X i Y mieScila sie w zakresie od 0,07% do
0,09%. Srednia czgstos¢ plemnikéw o kariotypie 24,XY
wynosita 0,16%, a plemnikow z poliploidia 0,07%.
Srednio, suma czestoéci hiperhaploidii wszystkich bada-
nych chromosoméw w plemnikach wynosita 0,67%.
W przypadku megzczyzny Nr 2 z grupy kontrolnej wyniki
dotyczace wszystkich badanych chromosoméw, a w przy-
padku Nr 7 tylko wyniki dotyczace chromosomu 15, byty
Znaczaco wyzsze w poréwnaniu z wartosciami Srednimi
(K) dla tej grupy (tabela 14.).
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W plemnikach pacjentéw Nr 1 — Nr 7 z niepowodze-
niami rozrodu $rednia (P) hiperhaploidii poszczegolnych
chromosomoéw 13, 15, 18, 21, X 1 Y mieScila si¢ w za-
kresie od 0,16% do 0,36%. Migdzy skrajnymi warto-
sciami odpowiednio dla chromosomow X i 21 wystapita
roznica statystyczna (p < 0,05). Srednia czgsto$é plem-
nikow o kariotypie 24,XY wynosita 0,29%, a plemnikoéw
z poliploidia 0,14%. Srednio, suma hiperhaploidii wszyst-
kich badanych chromosomow w plemnikach wynosita
1,88%. Za wyjatkiem wartosci $redniej dotyczacej czg-
stosci plemnikow z kariotypem 24,XX, pozostate srednie
(P) byly znaczaco wyzsze w pordwnaniu z warto§ciami
srednimi (K) grupy kontrolnej (tabela 14.).

Grupa pacjentow z niepowodzeniami rozrodu byla
najbardziej zréznicowana pod wzgledem indywidual-
nych wynikéw. U czterach pacjentow (Nr 1 oraz Nr 4 —
Nr 6) indywidualne wyniki dotyczace poszczegdlnych
chromosomow byly istotnie wyzsze (p < 0,05) niz war-
tosci $rednie (P) obliczone dla catej grupy. W przypadku
pacjenta Nrl roznice takie dotyczyly chromosomow X
1Y, w przypadku pacjenta Nr 4 chromosomoéow 13 i 21,
w przypadku pacjenta Nr 5 chromosomu 15, natomiast w
przypadku pacjenta Nr 6 chromosomu Y (tabela 14.).

Z zestawionych w tabeli 14. danych dotyczacych
limfocytéw oraz plemnikéw wynika, ze w grupie pacjen-
tow z niepowodzeniami rozrodu (Nr 1 — Nr 7) podwyz-
szonej czgstosci aneuploidii badanych chromosoméw w
plemnikach towarzyszyta podwyzszona czgsto$¢ ane-
uploidii w limfocytach krwi obwodowej. Porownujac
wartosci $rednie (P) dotyczace poziomu aneuploidii
chromosomoéow w plemnikach i limfocytach, stwierdzono
asocjacj¢ w wystepowaniu podwyzszonej (W poroéwna-
niu do wartodci $rednich (K)) czestosci aneuploidii

chromosoméw 13 (wspdtczynnik korelacji r = 0,95, p =
0,04), 15 (r = 0,51, p = 0,05), 18 (r = 0,84, p = 0,001), 21
r=097,p=0,003) Y (r=0,48, p = 0,04). oraz sumy ane-
uploidii chromosoméw X 1Y (r= 0,70, p = 0,01). Podwyz-
szona czesto$¢ disomii chromosomu X, stwierdzona tylko
u dwoch pacjentéw (Nr 1 oraz Nr 6), takze byla skorelowa-
na z podwyzszona aneuploidia w limfocytach (odpowiednio
r=0,63,p=0,03 orazr =70, p=0,003).

Sposrod tych pacjentdow z grupy z niepowodzeniami
rozrodu, ktorych indywidualne wyniki byly najwyzsze w
grupie, czyli istotnie wyzsze niz wartosci Srednie P, w dwoch
przypadkach (Nr 4 i Nr 5), wyjatkowo wysokiej czgstosci
aneuploidii badanych chromosoméw w plemnikach towa-
rzyszyta rownie wysoka czgsto$¢ aneuploidii w limfocytach
krwi obwodowej. U pacjenta Nr 4 dotyczyto to aneuploidii
chromosomow 13 oraz 21, natomiast u pacjenta Nr 5 chro-
mosomu 15 (tabela 14.). Zwraca uwagg fakt, iz analogicz-
nej obserwacji dokonano réwniez u dwdoch mezezyzn z gru-
py kontrolnej: u mezczyzny Nr 2 oraz Nr 7 (tabela 14.).
W pierwszym przypadku dotyczylo to aneuploidii chro-
mosoméw 13, 15, 18, 21 oraz X, w drugim tylko chromo-
somu 15.

2.1.1. Chromosomy plemnikéw barwione metoda
GTG

U trzech pacjentow (Nr 24, Nr 29 i Nr 39 w tabeli 5.,
typ nieptodnosci I) o pozytywnym wyniku testu penetra-
cji plemnikow (SPA > 30%) i znanym kariotypie soma-
tycznym analizowano chromosomy plemnikowe metafa-
zowe barwione Giemza (metoda GTG). W tabeli 15.
wymieniono wykryte aberracje chromosomoéw plemni-
kowych, natomiast na rycinie 8. przedstawiono przykta-
dy tych aberracji.

Tab. 15. Aberracje chromosoméw plemnikowych (barwienie GTG) zaobserwowane u trzech pacjentdw z normozoospermia (I)

(analizowano 100 plemnikow)

Tab. 15. Aberrations of sperm chromosome complements (GTG method) founded in three patients with normozoospermia (I)

(out of examined 100 sperm cells)

Lp.
w tab. 5

Kariotyp w limfocytach

Liczba
plemnikow

Nieprawidlowy kariotyp
w plemnikach

24. 46,XY,inv(9)(p11q12)

~

24 +mar
24,X,+2
25,Y,+2,+10
25,Y,+3,+10
25.Y +2,+4

—_——

—
w

Suma:

29. 46, XY

24,X,+4,del(4)(pter-p14)
24,Y,+4,del(4)(pter-p14)
24.X,+9

24, X,+8

24.X,+7

25,Y,+4,+9

25,X,+7,+10
25,X,+2,+10

—_— o = N A

[
N~

Suma:

39. 46,XY[92]/47,XXY[4]/47,XY+mar[4] | 24.XY

—_
(=)

24 +mar

24, XY ,-11,+i(11)
25, XYY
26,XY,+9,+13
24,X,+8

—_— =

[
—

Suma:
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Rye. 8. Przyklady aberracji chromosomoéw plemnikowych wymienione w tabeli 15. A. Kariotyp (oraz ptytka metafazowa) plem-
nika 24,XY (plemniki od Nr 39); B. Kariotyp plemnika 24,XY,-11,+i(11?) (plemniki od Nr39); C. Chromosomy 4 pary z plytek
metafazowych trzech plemnikow o kariotypach 24,X,+4,del(4)(pter-p14?) (plemniki od Nr29).

Fig. 8. Example of aberrations of sperm chromosomes listed in table 15. A. Karyotype and sperm chromosome complements in case
24.XY (spermatozoa from No. 39). B. Karyotype of spermatozoon 24,XY,-11,+(11?) (spermatozoa from No. 39). C. Chromosomes of
4th pair from methaphase smears of three spermatozoa with karyotypes 24,X,+4.del(4)(pter-p14?) (spermatozoa from No. 29).

Suma aberracji struktury i/lub liczby chromosoméw
plemnikowych u kazdego z badanych pacjentéw byla
wysoka 1 wynosita: 13% w przypadku Nr 24, 12% w
przypadku Nr 29 i 21% w przypadku Nr 39 (tabela 15).
W analizie nie uwzgledniano nullisomii chromosomoéw,
gdyz brak chromosomu mogt by¢ artefaktem. W plemni-
kach me¢zczyzn z grupy kontrolnej $rednia czgstosé hi-
perhaploidii r6znych chromosomow wynosita 4%, a aber-
racji struktury chromosomoéw 5% (w tym 2% stanowity
chromosomy markerowe).

W przypadku plemnikéw pacjenta Nr 39 zwrocit
uwagg fakt, iz ponad potowg stwierdzonych aberracji (13
sposrod 21) stanowita hiperhaploidia chromosoméw X
i Y. W limfocytach krwi obwodowej tego pacjenta wy-
kryto 4% metafaz z kariotypem 47,XXY, a takze 4%
plytek metafazowych z dodatkowym chromosomem mar-
kerowym (bez ustalonego pochodzenia). W plemnikach
tego pacjenta chromosom markerowy stwierdzono w 7%
komoérek. Chromosom markerowy w 7% plemnikéw
stwierdzono takze u pacjenta Nr 24, u ktérego w limfo-
cytach krwi obwodowej stwierdzono wariant (hetero-
morfizm) chromosomu 9.

2.2. Segregacja mejotyczna chromosomu marke-
rowego

Bezposrednia przyczyna wykonania badan cytogene-
tycznych w rodzinie probanda (pacjent Nr 15 w tabeli 5.)
byly 3 poronienia u jego partnerki (wszystkie w pierwszym
trymestrze ciazy, nie przeprowadzono analizy cytogenetycz-
nej ptodow) [315]. Kariotyp pacjenta, analizowany na ptyt-
kach metafazowych po 72-godzinnej hodowli z pelnej krwi
obwodowej, okreslono jako
46,XY[96]/47,XY ,+mar[4].fishder(20)(wcp20+,D20Z1+)
(rycina 9.). U partnerki stwierdzono kariotyp 46,XX. U pro-
banda, w jadrach interfazowych, obecnos¢ dodatkowego

chromosomu der(20) stwierdzono w 4,10% komorek [anali-
zowano sygnaly dwukolorowego FISH w 3000 jader ko-
morkowych; zastosowano sondy 20c red oraz Shet12 green
(spis sond w tabeli 3.)] (rycina 10A). Analogiczne badanie
wykonane u matki pacjenta wykazato obecnos¢ dodatkowe-
go chromosomu der(20) w 3,14% jader komérkowych.

W plemnikach badanego pacjenta, a takze od pigciu
mezezyzn z grupy kontrolnej (K1-K5), badano metoda
FISH odsetek plemnikéw z hiperhaploidia dotyczaca
chromosomow 20, 9, X oraz Y (sondy 20c red, 9het12
green, Xc green oraz Yql2 red, spis sond w tabeli 3).
Wyniki te przedstawiono w tabeli 16. W 8,25% plemni-
kéw badanego pacjenta stwierdzono obecno$é¢ dodatko-
wego sygnalu FISH sondy centromerowej chromosomu
20 (tabela 16., przyktadowe zdjecie plemnika z disomia
chromosomu 20 — rycina 10B). W poréwnaniu z czgsto-
$cig disomii chromosomu 20 w grupie kontrolnej (0,13%
+ 0,07%) byt to wynik znaczaco wyzszy (p < 0,001).
Wyniki dotyczace czestosci plemnikow 24,49, 24 XX
1 24,YY nie réznily si¢ znaczaco od wynikow w grupie
kontrolnej. Natomiast czgsto§¢ plemnikoéw 24,XY (0,29%)
byla znaczaco wyzsza od grupy kontrolnej (0,16% +
0,10%) (p <0,01) (tabela 16.).

Celem identyfikacji chromosomu markerowego der(20)
w tych jadrach komoérkowych plemnikéw u badanego
pacjenta, ktére po penetracji oocytu przeksztalcaja sig
w przedjadrze meskie i tworza metafaze, wykonano test
penetracji (SPA). Do testu uzyto 140 oocytow chomiczych
i uzyskano pozytywny wynik penetracji w 61%. W 80
spenetrowanych oocytach uzyskano chromosomy plemnika
w stadium metafazy (rycina 10C). Wérod uzyskanych ply-
tek metafazowych, w dwoéch przypadkach nie zidentyfiko-
wano chromosomu 9, a w trzech innych chromosomu 20.
W Zadnej z uzyskanych metafaz nie stwierdzono dwoch
sygnaltow FISH identyfikujacych chromosom 20.
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Rye. 9. Sygnaty FISH identyfikujace chromosom 20 na plytce metatazowej limfocytow u nosiciela dodatkowego chromosomu
markerowego 46,XY[96]/47,XY ,+mar[4].fish der20(wcp20+) (pacjent Nr 15 w tabeli 5.) (sonda malujaca 20 FITC/jodek propi-
dyny) (spis sond w tabeli 3.).

Fig. 9. FISH signals identifying chromosome 20 on a metaphase smear of the limphocytes in the case of a carrier of an additional
marker chromosome 46,XY[96]/47,XY ,+mar[4].fish der20(wcp20+) (patient No. 15 in table 5 (the list of probes in table 3).

Ryc. 10. Sygnaly FISH identyfikujace chromosomy 20 oraz 9 u nosiciela dodatkowego chromosomu markerowego
46,XY[96]/47,XY ,+mar[4].fish der20(wcp20+) (pacjent Nr 15 w tabeli 5.) (sygnaly czerwone: sonda 20 centromerowa; sygnaty
zielone: sonda 9het12) (spis sond: patrz tabela 3.). A. jadro komoérkowe limfocyta, B. plemniki, C. plytka metafazowa chromo-
somow plemnika (brak dodatkowego sygnatu chromosomu 20).

Fig. 10. FISH signals identifying chromosomes 20 oraz 9in the case of carrier of an additional marker chromosome
46,XY[96]/47,XY ,+mar[4].fish der20(wcp20+) (patient No. 15 in table 5) (red signals: probe 20c, green signals: probe 9het12)
(the list of probes in table 3). A. FISH signals in lymphocyte's nucleus, B. spermatozoa, C. sperm chromosome complements (no
additional chromosome 20).

Tab. 16. Procent (%) hiperhaploidii chromosoméw 20, 9, X i Y (metoda FISH) w plemnikach pacjenta (P) o kariotypie
46,XY[96]/47,XY ,+mar[4].fish der20 oraz w grupie kontrolnej (K1-K4)

Tab. 16. Percentage (%) of hyperhaploidy of chromosomes 20, 9, X & Y (the FISH method) in spermatozoa of a patient (P) with
the karyotype 46,XY[96]/47,XY,+mar[4].fish der20 and in the control group (K1-K4)

Chromosom 20 9 Poliploidia X Y XY
Kariotyp plemnika || 24,+20 24,49 2 x (20,9) 24,XX 24,YY 24,XY
Pacjent 8,25% 0,20 0,06 0,20 0,01 0,29*
gr”paKff’Etsm'”a 0,10 - 0,24[/0,07 - 0,23]/0,04 - 0,09|/0,01 - 0,33 0,03 -0,18 || 0,08 -0,35
“"Srednia K + SO [[0,13+0,07] 0,09+0,07 | 0,09+0,07 || 0,09+0,12 || 0,070,06 || 0,16+0,10

SD- odchylenie standardowe. U kazdej z 0sob analizowano sygnaty FISH dla danego chromosomu minimum w 3000 plemnikow.

Dla poréwnania wynikow zastosowano test x *na poziomie istotnosci o = 0,05 (warto$é p < 0,05 uznawano za roznice istotna statystycznie).

Wartoéci z * byly znaczaco wyzsze w porownaniu z warto$cia Srednia K (p < 0,01)



52

3. Wzory segregacji mejotycznej u nosi-
cieli translokacji chromosomowych wza-
jemnych

W tabeli 17. przedstawiono kariotyp w limfocytach
krwi obwodowej, wynik testu penetracji plemnikow
(SPA) oraz typ niepowodzenia rozrodu u dziewigciu
nosicieli odmiu réznych translokacji chromosomowych
wzajemnych (zréwnowazonych) (TCW), dla ktorych
badano wzér segregacji mejotyczne;.

translokacji t(7;13)(q34;q13) (T3, w tabeli 17.) na ryci-
nach 11B oraz 12. Na rycinie 11B przedstawiono gra-
ficzng ilustracje 16-stu ,,fluorescencyjnych fenotypow”
plemnikow, ktore powstaja w wyniku wszystkich typow
segregacji po pierwszym podziale mejotycznym; po
drugim podziale mejotycznym nastepuje podwojenie
tego obrazu. Trzeba jednak powiedzie¢, ze sposrod 16
przedstawionych na schemacie segregantéw, na prepara-
tach mikroskopowych mozna odrézni¢ tylko 14. Powsta-
jace w wyniku segregacji 4:0 plemniki bez sygnaléw

Tab. 17. Kariotyp w limfocytach krwi obwodowej, wyniki testu penetracji plemnikéw (SPA) oraz niepowodzenia rozrodu
u nosicieli translokacji chromosomowych wzajemnych (TCW), dla ktorych badano (metoda FISH) wzor segregacji mejotycznej

w plemnikach

Tab. 17. Karyotype in the lymphocytes, the SPA results, and reproductive failures in carriers of TCW who were tested for meiotic

segregation pattern (using the FISH method)

Nosiciel translokacji Partnerka
Lp. | Inicjaly ‘?gtzk Kariotyp w limfocytach S:;OA Vl‘;ltzk Kariotyp Niepowodzenia rozrodu
Tl ZLr. 34 46,XY,t(1;7)(p34.1;932) 40 33 46,XX P, zdrowa cérka bez oznaczania kariotypu
T2 C.H. 25 46,XY,t(2;7)(pl1.2;q22.1) bo 25 46, XX P, 2 poronienia, corka 46,XX po ICSI, PGD, DP
T3 D.W. 36 46,XY,1(7;13)(q34;q13) 38 26 46, XX 2 niezrownowazone genet. ptody z licznymi wadami
T4 MK. 30 46,XY,1(7;9)(q36.2;p21.2) 38 30 46,XX P, 1 dziecko niezrownowazone genetycznie
T5 SK. 30 46,XY,1(9;14)(p13;q13) bo 30 46,XX P, zdrowa corka z pierwszg zong bez oznacz. kariotypu
T6 M.S. 37 46,XY,t(4;13)(q21;q32) bo 33 46,XX 4 poronienia, ptdd : 46,XX,+13q
T7 K.K. 35 46,XY,t(4;5)(p15.1;p12) 47 33 46,XX P, trzy poronienia, zdrowa corka bez oznacz. kariotypu
T8 S.K. 65 46,XY,t(4;5)(p15.1;p12) 38 65 46,XX P, trzy poronienia, syn i corka, nosiciele t(4;5)
T9 R.D. bd 46,XY,1(4;8)(p16.1;p23.1) bo bd 46,XX P, 1 dziecko niezrownowazone genetycznie

bo = brak oznaczen; bd = brak danych; P = ptodny; DP = diagnostyka prenatalna; PGD — diagnostyka przedimplantacyjna, ICSI = zaptodnienie
droga docytoplazmatycznego nastrzyknigcia plemnika (intracytoplasmic sperm injection)

Pacjenci wymienieni w tabeli 17. jako T7 i T8 to
syn i ojciec, nosiciele tej samej translokacji rodzinnej
t(4;5)(p15.1;p12) [416]. Jedynie w przypadku syna (no-
siciel T7) rutynowa analiza nasienia wykazata teratozo-
ospermi¢ (9% plemnikéw z prawidlows morfologia wg
kryteriow Kriigera, przy pozostatych parametrach w nor-
mie) [310, 312].

U badanych nosicieli TCW plemniki byty zdolne do
zaptodnienia in vivo; w pigciu przypadkach (T1, T3, T4,
T7 oraz T8) wykonano test SPA i takze uzyskano pozy-
tywne wyniki (SPA > 30%) (tabela 17.). W przypadku
nosicieli T1, T2 oraz T7 zdrowe dzieci (wymienione
w tabeli 17) przyszty na $wiat juz po zakonczeniu analiz
cytogenetycznych.

Wzoér segregacji mejotycznej u nosicieli T1 — T9 ba-
dano metoda trojkolorowego FISH (spis sond w tabeli
3.). Na rycinie 11A przedstawiono schematy chromoso-
méw zaangazowanych w poszczegblne translokacje
wraz z lokalizacja zastosowanych sond. W przypadku
kazdej z badanych translokacji sygnaly fluorescencyjne
pochodzily od centromeru jednego z dwdch chromoso-
mow zaangazowanych w translokacje¢ (sygnat pomaran-
czowy) oraz od regiondw subtelomerowych tych dwoch
ramion chromosomowych, w ktérych wystgpowata
translokacja (sygnaty zielony i czerwony ramion p i/lub
q w zaleznos$ci od translokacji). Ilustracj¢ powyzszego
podejscia metodycznego przedstawiono na przyktadzie

FISH sa na preparatach nie do odr6znienia od plemni-
kow begdacymi artefaktami. Segregacja typu 4:0 zachodzi
jednak wyjatkowo rzadko a odsetek segregantow 4:0
mozna ewentualnie oszacowaé poprzez podwojenie
liczby plemnikow z sygnatami FISH pochodzacymi ze
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Ryc. 11A. Schemat chromosoméw zaangazowanych w trans-
lokacje T1 — T9 z zaznaczonymi miejscami pgknigcia oraz
pozycja sondy centromerowej i dwoch sond telomerowych.
Fig. 11A. Scheme of chromosomes involved in the T1 — T9
translocations with marked positions of the breakpoints and the
position of one centromeric and two telomeric probes.
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wszystkich czterech chromosoméw zaangazowanych
w dang translokacj¢. Pewna nieScisto$¢ tego oszacowa-
nia polega na tym, ze takie same sygnaly FISH moga
pochodzi¢ z plemnikéw diploidalnych. Ponadto plemni-
ki, ktore powstaja w wyniku segregacji naprzemienne;j
zar6wno te z obydwoma chromosomami prawidtowymi,
jak 1 zrownowazonymi, maja taki sam fenotyp fluore-
scencyjny. Zakltada sig, ze w wyniku segregacji naprze-
miennej segreganty prawidlowe oraz zréwnowazone
powstaja w proporcji 1:1. Trzeba réwniez zaznaczy¢, ze
w przypadkach segregacji naprzemiennej, przylegtej 1
oraz 3:1 zastosowany trojkolorowy FISH nie pozwala na
odrdznienie produktéw rekombinacji w odcinkach inter-

SEGREGACIA 2:2 NAPRZEMIENNA

stycjalnych. Po rekombinacji i segregacji naprzemienne;j
plemniki maja takie same sygnaty FISH jak plemniki bez
rekombinacji po segregacji przyleglej 1 i odwrotnie.
Zaktada sig, ze w przypadku tych translokacji, w ktorych
procent plemnikéw po segregacji naprzemiennej i przy-
leglej 1 jest podobny, taka konwersja wzajemnie si¢
kompensuje. Natomiast w przypadku segregacji przyle-
glej 2 charakterystyczne produkty rekombinacji (tzn.
disomia jednego z chromosoméw tworzacych kwadriwa-
lent) maja takie same sygnaty FISH, jak niektore plem-
niki powstale w rezultacie btgdow w drugim podziale
mejotycznym po segregacji 3:1.
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Ryec. 11B. Schemat kwadriwalentu oraz fluorescencyjnych sygnaléw w plemnikach pochodzacych z réznych typoéw segregacji
mejotycznej w przypadku zastosowania sondy centromerowej i dwoch sond subtelomerowych do znakowania chromosomow
7 1 13 u nosiciela t(7;13)(q34;q13). Sygnat pomaranczowy: sonda 7c zielona + sonda 7c czerwona (1:1); sygnat czerwony: sonda

13qtel; sygnat zielony: sonda 7qtel (spis sond w tabeli 3.).

Fig. 11B. Scheme of the quadrivalent configuration and FISH signals coming from different types of meiotic segregation after
the application of one centromeric and two subtelomeric probes in laabeling chromosomes 7 and 13 in a t(7;13)(q34;q13) carrier.
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Na rycinie 12. przedstawiono przykladowe zdjecia
sygnalow trojkolorowego FISH na chromosomach lim-
focytow i w plemnikach nosiciela TCW w przypadku
zastosowania sondy centromerowej i dwoch sond subte-
lomerowych. Wzory segregacji mejotycznej stwierdzone
w plemnikach badanych nosicieli T1-T9 przedstawiono
w tabeli 18. U nosicieli T1-T9 znaleziono segreganty
nalezace do wszystkich typow segregacji. Podany w ta-
beli 18 odsetek plemnikow okreslonych jako "genotypy
nierozpoznane" dotyczy tacznie plemnikéw mogacych byé
artefaktami, produktami segregacji 4:0, rekombinacji
i diploidii. W przypadku dwoch nosicieli translokacji ro-
dzinnej (T7 1 T8) stwierdzono podobne wzory segregacji
bez roznic istotnych statystycznie. W trzech transloka-
cjach: T1, T6 oraz T9 wigkszo$¢ (ponad 50%) plem-
nikow byta wynikiem segregacji naprzemiennej. W translo-
kacjach T3 oraz T7-T8 segregacja naprzemienna byta naj-
czestszym typem segregacji (ponad 34% plemnikow),
natomiast w przypadku translokacji T2 segregacja naprze-
mienna byta réwnie czgsta jak segregacja przyleglta 1 (po-
nad 33%). W dwoch segregacjach: TS oraz T9 procent
plemnikéw po segregacji przyleglej 1 i segregacji przyleglej
2 byt podobny, w pozostatych translokacjach powstawato
wigcej plemnikéw w wyniku segregacji przyleglej 1. We
wszystkich translokacjach plemnikéw powstatych w wyni-
ku segregacji 3:1 (wymienna tacznie z trzeciorzedowsa) byto
ponad 10%; wyjatkowo duzo, bo blisko 30% takich segre-
gantow powstawato w przypadku translokacji T3. W przy-
padkach translokacji T1 oraz T3 plemnikow bedacych
wynikiem segregacji 3:1 stwierdzano wigcej niz po segre-
gacji przyleglej 1.

W tabeli 19. przedstawiono zestawienie wynikow
dotyczacych wzordéw segregacji mejotycznej u nosicieli
translokacji z prawdopodobienstwem powodzenia lub
niepowodzenia rozrodu obliczonym na podstawie da-
nych z rodowodu danego nosiciela. Dla potrzeb zesta-
wienia przedstawionego w tabeli 16. z danych rodowo-
dowych wykorzystano informacje dotyczace tylko
meskich nosicieli translokacji w rodzinie. W przypadku
translokacji T2, T3, T4, T7 oraz T9 dane rodowodowe
byly wezesniej znane [316, 317, 318, 319, 320].

W przypadku nosiciela translokacji T6 wykorzystano
uzyskane od rodziny dane niepublikowane. Nosiciele
translokacji T1 oraz TS5 nie zostali wymienieni w tabeli
19., bowiem nie bylo mozliwosci uzyskania zadnych
dodatkowych informacji rodzinnych. Z zestawienia in-
formacji w tabeli 19. wynika, iz w przypadku dwoch
nosicieli (T2 oraz T3) dane rodowodowe byly bardziej
,»Optymistyczne” w pordwnaniu z danymi ze wzoru se-
gregacji mejotycznej. Mianowicie, u nosicieli T2 oraz
T3 odsetek plemnikéw po segregacji naprzemiennej byt
stosunkowo niski i wynosit okoto 34%, natomiast indy-
widualne prawdopodobienstwo posiadania zdrowego
(zrownowazonego genetycznie) potomstwa obliczone
dla T2 i T3 z danych rodowodowych wynosito okoto
50%. W przypadku pozostatych nosicieli (T4, T6, T7
i T9) wyniki dotyczace wzoréw segregacji mejotycznej
byly podobne do prawdopodobienstwa powodzenia/

niepowodzenia rozrodu obliczonego na podstawie da-
nych z rodowodu danego nosiciela.

W przypadku nosiciela translokacji t(2;7)(p11.2;q22.1)
(T2 w tabelach 17., 18. i 19.) istniata mozliwo$¢ poréw-
nania wzoru segregacji mejotycznej nie tylko z danymi
z rodowodu (tabela 19.), ale rowniez z wynikami prze-
dimplantacyjnego kariotypowania (PGD) o$miu zarod-
kéw uzyskanych w wyniku ICSI (ICSI i PGD byty wy-
konane w Cedars-Sinai Medical Center, Los Angeles,
USA) [320]. W tabeli 20. przedstawiono wyniki karioty-
powania (metoda FISH) o§miu blastomerow (po jednym
z kazdego zarodka) oraz odpowiednich kariotypow oj-
cowskich. W tabeli 21. przedstawiono zestawienie odsetka
powstatych zarodkéw o okreslonym kariotypie z odset-
kiem ojcowskich plemnikéw odpowiadajacych za taki
kariotyp (na podstawie wzoru segregacji z tabeli 18.). Za-
réwno odsetek zarodkow zréwnowazonych genetycznie
(37,5%), jak i zarodkow powstatych w wyniku zaptod-
nienia plemnikiem po segregacji przylegltej 1 (37,5%) byt
podobny do odsetka plemnikéw po segregacji naprze-
miennej (34,2%) i1 plemnikéw po segregacji przyleglej 1
(33,2%) (tabela 21.).

Na rycinie 13. przedstawiono sygnaty FISH w plem-
nikach nosiciela T9 w przypadku zastosowania nieco
innego podejscia metodycznego w celu uwidocznienia
segregantow pochodzacych z réznych typoéw segregacji
mejotycznej. Mianowicie, zamiast (jak to opisano powy-
zej) kombinacji sond centromerowych i telomerowych
zastosowano dwie tzw. sondy FISH malujace (ang. pain-
ting) do wyznakowania obydwoch chromosoméw zaan-
gazowanych w translokacj¢. Do ilo§ciowej oceny wzoru
segregacji mejotycznej metoda ta byla stosowana w po-
jedynczych przypadkach, prawdopodobnie dlatego, iz w
przypadku wielu plemnikoéw, w ktoérych wyznakowane
chromosomy zlokalizowane sa zbyt blisko siebie inter-
pretacja sygnatéw FISH jest trudna lub wrecz niemozli-
wa (ponadto koszt jest istotnie wyzszy w poréwnaniu
z sondami centromerowymi i telomerowymi) [321].
Jednakze, jest to jedyny sposob znakowania plemnikow,
w ktérym mozna odrézni¢ obydwa typy segregantow po-
wstajacych w wyniku segregacji naprzemiennej. W przy-
padku nosiciela T9 stwierdzono, ze plemnikoéw normalnych
i zrbwnowazonych po segregacji naprzemiennej powstawa-
to odpowiednio 28% i 24%.
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Ryec. 12. Sygnaly trojkolorowego FISH zastosowanego do znakowania chromosoméw 7 1 13 u nosiciela t(7;13)(q34;q13) w limfocy-
tach (A, B oraz C) i w plemnikach pochodzacych z r6znych typow segregacji mejotycznej (D). Sygnat pomaranczowy: sonda 7c zielona
+ sonda 7c czerwona (1:1); sygnat czerwony: sonda 13qtel; sygnat zielony: sonda 7qtel (c=centromerowa; spis sond w tabeli 3.).

Fig. 12. Tri-color FISH signals applied in the labeling of chromosomes 7 i 13 in t(7;13)(q34;q13) carrier lymphocytes (A, B, and
C) and in sperm cells from different types of meiotic segregation (D). Orange signal: probe 7c green + probe 7c red (1:1); red
signal: probe 13qtel; green signal: probe 7qtel (c=centromeric; the list of probes in table 3).
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4. Wyniki analizy topologii chromosomow
w jadrze komorkowym plemnika

4.1. Lokalizacja liniowa
4.1.1. Plemniki mezczyzn z grupy kontrolnej

Badania dotyczace wewnatrzjadrowej lokalizacji linio-
wej centromeréw chromosoméw plemnikowych wykonano
na plemnikach od czterech mezczyzn z grupy kontrolnej
(K1-K4) [311]. Oceniano wewnatrzjadrowe pozycje cen-
tromerow chromosomow 7, 9, 15, 18, X oraz Y w trzech
obszarach: a (blizej akrosomu), ¢ (centrum) oraz w (blizej
witki) (wg schematu na rycinie 5.). Wyniki zaréwno dla
indywidualnych mezczyzn, jak i wartosci Srednie K przed-
stawiono w tabeli 22. Dodatkowa ilustracja danych z tabeli
22., dotyczaca tylko wartoéci Srednich K dla badanych
chromosomoéw jest rycina 14. Analiza wartosci $rednich K
wskazuje, ze w wigkszosci plemnikow (55-68%) centrome-
ry wszystkich badanach chromosomoéw wystepowaty w ob-
szarze (c). W 19-37% plemnikéw centromery wszystkich
badanach chromosomow wystepowaly w obszarze (a), naj-
rzadziej, tzn. w 6-21% w obszarze (w). Sposrod badanych
chromosoméw w obszarze (a) najczgsciej (37%) obserwo-
wano centromery X, jednocze$nie w obszarze (w) wyste-
powaly one najrzadziej (6%) (réznica istotna statystycznie
od-powiednio dla chromosoméw 7, 9 oraz 15, 18) (tabela
22.,rycina 14.).

Indywidualne wyniki uzyskane dla mgzczyzn z grupy
kontrolnej (K1-K4) dotyczace liniowej lokalizacji centro-
meréw chromosomoéw 7, 9, 15, 18, oraz X w obszarach (a),
(c) i (w) nie wykazywaly istotnych roznic (tabela 22.).
Natomiast w przypadku lokalizacji liniowej centromeru
chromosomu Y wystapity istotne réznice migdzyosobnicze.
Wyniki w obszarze (a) uzyskane dla K3 roznity si¢ zarow-
no od wartosci $redniej K, jak i od K1, K2 oraz K4, nato-
miast w obszarach (c) oraz (w) roznity si¢ odpowiednio od
K1 iK4 (tabela 22.).

4.1.2. Plemniki nosicieli translokacji chromoso-
mowych wzajemnych

Badania dotyczace wewnatrzjadrowej lokalizacji linio-
wej centromerow chromosoméw plemnikowych wykonano
na plemnikach sze$ciu nosicieli réznych TCW (T1-T6)
[311]. Charakterystyke nosicieli translokacji T1-T6 przed-
stawiono w tabeli 17., natomiast wzory segregacji mejo-
tycznej w tabeli 18. Z kolei w tabeli 23. przedstawiono
informacje, ktére chromosomy analizowano w plemnikach
poszczegdlnych nosicieli, jakie zastosowano sondy FISH
oraz jaki byt odsetek plemnikow po segregacji naprzemien-
nej i przyleglej 1. Badania dotyczace lokalizacjij centrome-
row chromosomow 7, der7 i/lub 9, der9 wykonano tylko na
plemnikach begdacych wynikiem tych dwoch typow segre-
gacji. Plemniki te posiadaly 23 chromosomy, w tym oby-
dwa zaangazowane w dana translokacje. W przypadku
nosicieli T1-T4 punkty peknigcia na chromosomie 7 byty
zlokalizowane na dlugim ramieniu (q) w bardzo zblizonych
regionach; u nosicieli T4 oraz TS5 punkty peknigcia byty
zlokalizowane na krétkim ramieniu (p). Oceniano wew-

natrzjadrowe pozycje centromeréw w trzech obszarach: (a)
(blizej akrosomu), (c) (centrum) oraz (w) (blizej witki) (wg
schematu na rycinie 5.). Wyniki, zarowno dla poszczegol-
nych nosicieli, jak i wartosci $rednie K uzyskane dla grupy
kontrolnej (dane z tabeli 22.) przedstawiono w tabeli 24.
W zwiazku z tym, ze kazda translokacja jest u niespokrew-
nionych nosicieli traktowana indywidualnie, nie obliczano
wartosci Srednich dla catej grupy nosicieli, natomiast wyniki
dla poszczegolnych nosicieli T1-T6 odnoszono do wynikow
srednich obliczonych dla grupy kontrolnej (K). Celem bada-
nia lokalizacji centromeréw chromosomow X 1Y, ktore nie
byly zaangazowane w zadna z analizowanych translokacji
bylo sprawdzenie, czy obecnos¢ w jadrze komorkowym
plemnika chromosoméw z translokacja ma wptyw na lokali-
zacje innych chromosoméw. W przypadku nosiciela T6
badano tylko lokalizacje centromeréw chromosomow X
oraz Y, bowiem w grupie kontrolnej nie badano lokalizacji
chromosoméw 4 i 13. W przypadku nosiciela T2 brak da-
nych dotyczacych chromosoméw X i1 Y wynikat z niedosta-
tecznej ilosci plemnikdéw dla przeprowadzenia wszystkich
analiz. [lustracja danych z tabeli 24. jest rycina 15.

Diagram na rycinie 15. ilustruje zestawienie wynikow
dotyczacych liniowej lokalizacji badanych centromeréw
u nosicieli TI-T6 (dane z tabeli 24) oraz w grupie kontrol-
nej (wartosci K1-K4 oraz $rednie K: dane z tabeli 22.).
Analiza tych wynikow wskazuje na istotne réznice w loka-
lizacji liniowej zarowno migdzy nosicielami T1 —T6, jak
i w poréwnaniu do wartosci $rednich K. W przypadku
lokalizacji centromeru chromosomu 7 réznice w obszarach
(a) oraz (c) stwierdzono migdzy $rednia K a wynikami dla
T1; natomiast wyniki dla nosicieli T1 i T4 r6znity si¢ od T2
w obszarze (c) a migdzy T4 oraz T2 w obszarze (w).
W przypadku wynikow dotyczacych lokalizacji centromeru
chromosomu 9 réznice w stosunku do $redniej K stwier-
dzono w obszarach (a) i (c) dla nosicieli T4 i T5, a w obsza-
rze (w) dla T4 (rycina 15., dane z tabeli 24.).

4.1.3. Plemniki me¢zczyzn z niepowodzeniami roz-
rodu

Badania dotyczace wewnatrzjadrowej lokalizacji linio-
wej centromerow chromosomoéow plemnikowych wy-
konano na plemnikach pigciu mezczyzn z niepowodzenia-
mi rozrodu (P1 — P5), ktorych charakterystyke przedsta-
wiono w tabeli 25 [324]. Wspdlna cecha plemnikow pa-
cjentow z tej grupy byt stwierdzony podwyzszony poziom
aneuploidii badanych chromosoméw (tabela 26.). Wyniki
dotyczace wewnatrzjadrowej pozycji centromeréw chro-
mosoméw 15, 18, X 1 Y w trzech obszarach (a), (c) i (W)
(wg schematu na rycinie 5.) przedstawiono w tabeli 27.
Dodatkowa ilustracja danych z tabeli 27. jest rycina 16.
Wyniki dotyczace lokalizacji liniowej centromeru chromo-
somu 18 nie roznity sig istotnie u zadnego z pacjentow ani
od s$redniej P (Srednia dla grupy pacjentow) ani od Sredniej
K ($rednia dla grupy kontrolnej). Natomiast takie rdznice
stwierdzono w przypadku chromosoméw 15, X 1 Y. W przy-
padku lokalizacji liniowej centromeru chromosomu 15 wy-
niki pacjenta P4 réznily si¢ w obszarach (a) oraz (w) od
wynikow dla pacjentow P3, P5 oraz $redniej K. W przy-
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padku chromosomu X réznice dotyczyly obszaru (a) w
poréwnaniu z wynikami P1, P2 i P5. Natomiast w przypad-
ku chromosomu Y roznice w wynikach dotyczyly obszaru
(a) w poréwnaniu z wynikami P1, P2 oraz obszaru (w)
w poréwnaniu z wynikami P1, P2 i érednig K.

4.1.4. Plemniki z hiperhaploidia

Wykonano analizg¢ lokalizacji liniowej w obszarach
(a), (c) 1 (W) w 66 jadrach komoérkowych plemnikow
z hiperhaploidia (n+1) dotyczaca jednego z badanych
chromosomoéw (tzn. w plemnikach z podwojnymi sygna-
fami FISH sond centromerowych: 15,15 Iub 18,18 lub
XX lub YY). Plemniki te pochodzily od pacjentow P1-
PS5 (tabela 26). Na rycinie 17. przedstawiono poréwnanie
srednich wartosci dotyczacych lokalizacji liniowej bada-
nych centromeréw w plemnikach o prawidtowym kario-
typie (n = 23) zaré6wno w grupie kontrolnej K, jak i w
grupie pacjentdow P z lokalizacja w plemnikach z hiper-
haploidia (n+1) (warto$ci $rednie K oraz P z tabeli 27.).
Stwierdzono réznice w wynikach dotyczacych lokaliza-
cji centromeréw chromosomow 15, 18 oraz Y natomiast
nie chromosomu X. W przypadku chromosomu 15 cen-
tromery 15,15 rzadziej wystgpowaly w obszarze (w) w
porownaniu ze $rednig warto$cia K. Najwigksze roznice
w dystrybucji centromeréw dotyczyly chromosoméow 18
oraz Y. W hiperhaploidalnych plemnikach centromery
18,18 lub Y,Y najrzadziej wystepowalty w obszarze (a),
natomiast najczgSciej w obszarze (w) (w przypadku
18,18) oraz w (c) (w przypadku Y,Y) (rycina 17.).

4.1.5. Plemniki frakcjonowane

W tabeli 25. przedstawiono pordwnanie lokalizacji li-
niowej centromeréw wybranych chromosoméw w jadrach

plemnikéw niefrakcjonowanych (z ejakulatu) oraz frakcjo-
nowanych. Doswiadczenia wykonano na plemnikach po-
chodzacych z tego samego ejakulatu (od P5 wg tabeli 25.).
Pierwsza frakcje plemnikow, tzw. frakcje ‘swim-up’, za-
wierajaca tylko plemniki z ruchem postgpowym szybkim,
uzyskano metoda wyptywania (patrz rozdziat 111.2.3.1.).
W tej frakcji plemnikow badano lokalizacje centromerow
chromosomoéw 15, 18, X oraz Y. Druga frakcje stanowity
plemniki, ktore odptukano z powierzchni oocytow cho-
miczych (badano centromery chromosomoéow X i Y). Aby
takie plemniki uzyska¢ wykonano ksenogeniczny test pene-
tracji SPA modyfikujac jego ostatni etap (patrz rozdziat
[I1.2.2.). Mianowicie, po 3,5 godzinnej inkubacji oocytow
chomiczych w buforze z plemnikami, oocyty przenoszono
kolejno do trzech kropli buforu (200 pl) bez plemnikow.
Wowczas odptukaniu ulegaty plemniki zupetnie niezwiaza-
ne z powierzchnia oocytow. Nastegpnie oocyty przenoszono
do kolejnej kropli buforu i wytrzasano. Odptukane ta droga
plemniki okreslono jako ‘uzyskane z powierzchni oocytow’.

Przedstawione w tabeli 28. wyniki dotyczace lokali-
zacji centromerow w plemnikach niefrakcjonowanych
(z ejakulatu P5) sa powtdrzeniem wynikow przedstawio-
nych wezesniej w tabeli 27. Wyniki te nie r6znity sig istot-
nie od wartosci $Srednich dla grupy kontrolnej K (tabela
27.). W przypadku plemnikow z frakcji ‘swim-up’ stwier-
dzono znaczaca roznicg w lokalizacji liniowe] centromeru
chromosomu Y (tabela 28.). Az w 78% plemnikow z tej
frakcji centromer chromosomu Y zlokalizowany byt w
centralnej (c) czgsci jadra plemnika.

W przypadku frakcji plemnikéw ‘z powierzchni
oocytow’ jedyna znaczaca statystycznie rdznica dotyczy-
fa chromosomu X: w zadnym z plemnikéw z tej frakcji
centromer chromosomu X nie byt zlokalizowany w czgs$-
ci jadra komorkowego od strony witki (w) (tabela 28.).

Tab. 22. Lokalizacja liniowa centromeréw chromosomoéw 7, 9, 15, 18, X oraz Y w trzech obszarach (a), (c) oraz (w) jader ko-
morkowych plemnikéw od mezczyzn z grupy kontrolnej (K1-K4). Wg oznaczen w tabeli 4. inicjaly sa nastgpujace: KI=M.A.,
K2=S.0., K3=W.0., K4=K.A. Podziat jadra komoérkowego plemnika na trzy obszary nazwano (a) (blizej akrosomu), (c) (cen-

trum) oraz (w) (blizej witki): wydzielone wg schematu na rycinie 5

Tab. 22. Longitudinal centromere localization of chromosomes 7, 9, 15, 18, X & Y in three nuclear areas (a), (¢) & (W) of sperm
cells of men from the control group (K1-K4). According to table 4, the initials are as follows: K1=M.A., K2=S.0., K3=W.O.,
K4=K.A. The division of the sperm cell nucleus into three regions were labeled as follows: (a) (closer to acrosome), (c) (center)
and (w) (closer to the taili): the areas were marked according to the scheme in figure 5

Chromosom 7 9 15 18 X Y
a = blizej akrosomu;
¢ = centrum a [ w a c w a [ w a c w a c w a [ w
w = blizej witki
Ki-K4 % % % % % %
grupa kontrolna
K1 22 67 1 20 70 9 25 60 15 22 57 21 37 59 4 21 69 10
K2 18 69 13 nie badano 19 60 21 24 53 23 53 23 6 30 59 1
K3 18 67 14 23 il 6 27 56 17 26 56 19 39 54 7 4371 512 63
K4 18 69 13 23 62 15 nie badano nie badano 42 53 5 18 61 21
Srednia K+SE 19+1 | 681 131 22+¢1 | 68+£2 | 10+2 | 23+2 | 59+1 18+2 | 24x1 5541 211 37212 | 582 601 28+4 | 60+3 1242

SE — btad standardowy. Dla kazdego badanego chromosomu analizowano pozycj¢ sygnatow FISH w obszarach (a, ¢, w) w 500 plemnikach dla

kazdej osoby z grupy K1-K4.

Dla poréwnania wynikoéw zastosowano testy x* oraz Fishera na poziomie istotnosci oo = 0,05 (warto$é p < 0,05 uznawano za rdznice istotna

statystycznie).
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Warto$é z ¥ byta znaczaco rézna w poréwnaniu z wartoscia $rednia K (p = 0.0350).
Wartoéci z * byly znaczaco roézne w pordwnaniu z warto$cia $rednia K dla chromosomu 7 (p = 0.0018) oraz dla chromosomu 9 (p = 0.0496)
w obszarach (a) i (¢).

Warto$¢ z ° byla znaczaco rézna w poréwnaniu z warto$cia $rednia K dla chromosomu 15 (p = 0.0448) oraz dla chromosomu 18 (p = 0.0103)
w obszarze (w).

Warto$¢ z ' byta znaczaco rézna w pordwnaniu z wartosciami K1, K2 i K4 w obszarze (a) (p = 0.0021).
Wartos¢ z 2 byla znaczaco rézna w pordwnaniu z wartoécia K1 w obszarze (c) (p = 0.0022). réznice pomigdzy osobami
Warto$é z* byla znaczaco rézna w poréwnaniu z wartoscia K4 w obszarze (w) (p = 0.042). dla danego chromosomu
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Ryc. 14. Liniowa lokalizacja centromeréw chromosoméw 7, 9, 15, 18, X i Y w trzech obszarach (a), (c) oraz (w) jader
komoérkowych plemnikdéw (obszary wydzielono wg schematu na rycinie 5.). Diagram przedstawia $rednie wartosci K obliczone dla
grupy kontrolnej (dane z tabeli 22.). Strzatki wskazuja, ze §rednie wartosci K dla chromosomu X byty znaczaco rézne od $rednich
warto$ci K dla chromosomow 7, 9 (w obszarach (a) oraz (c)), 15 oraz 18 ( w obszarze (w)).

Fig. 14. Longitudinal centromere distribution of chromosomes 7, 9, 15, 18, X i Y in three sperm nuclear areas (a), (c) oraz (w) (the
areas were separated according to the scheme in Fig. 5.). The diagram shows the mean values K calculated for the control group (the
data from table 22). The arrows indicate that mean values K for chromosome X were significantly different than mean values K for
chromosomes 7, 9 (in areas (a) and (c)), 15 and 18 (in area (w)).
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Ryec. 15. Liniowa lokalizacja centromeréw chromosomoéw 7, 9, X i Y w trzech obszarach (a), (c) oraz (w) jader komérkowych
plemnikow (obszary wydzielone wg schematu na rycinie 5.). Diagram przedstawia warto$ci K1-K4 oraz $rednie K obliczone dla
grupy kontrolnej (dane z tabeli 22.) a takze wartosci dla nosicieli translokacji (T1-T6) (dane z tabeli 24.). Strzatki wskazuja wartosci
znaczaco rozne od $rednich wartosci K (czarne) lub/i réznice migdzyosobnicze.

Fig. 15. Longitudinal localization of the centromeres of chromosomes 7, 9, X and Y in three areas of sperm nucleus: (a), (c) & (W)
(the areas were separated according to the scheme in Fig. 5). The diagram shows values K1-K4 and mean values K calculated for the
control group (the data from table 22) and also the values for the translocation carriers (T1-T6) (tha data from table 24). The arrows
indicate values that are considerably different from mean values K (Black) and/or intraindividual differences.
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Tab. 23. Nosiciele translokacji (TCW), odsetek (%) plemnikow powstatych w wyniku segregacji naprzemiennej i przylegtej I, chro-
mosomy, ktorych wewnatrzjadrowa topologi¢ badano w plemnikach (wyttuszczony druk) oraz sondy uzyte do FISH. Charakterysty-
ka nosicieli T1-T6 oraz caly wzor segregacji mejotycznej: patrz dane w tabelach 14. oraz 15. Wedlug oznaczen w tabeli 17. inicjaty
nosicieli TCW sa nastgpujace: T1=Z.L.; T2=C.H.; T3=D.W.; T4=M.K.; T5=S.K.; T6 = M.S.

Tab. 23. Translocation carriers (TCW), the percentage (%) of sperm cells produced as a result of alternate and adjacent I segregation,
chromosomes whose intranuclear localization was studied (bold font) and the probes used in FISH. Characteristics of TCW carriers
T1-T6 and meiotic segregation pattern: see data in tables 14 and 15. In table 17 the initials are as follows: T1=Z.L.; T2=C.H.;
T3=D.W.; T4=M.K,; T5=S.K.; T6 = M.S.

sondy . Przylegta |
0 Naprzemienna
T-nosiciel translokacji Chromosom cent_romer te gmer kariotyp
R=red R=red % lemnika %
G=green G=green P °
T1 | t(1;7)(p34.1;,q32) 7,der7, X, Y 7T 1p°, 79" 68.0% (23,-7,+der7) | 5.5%
X& YR
T2 | t(2;7)(p11.2;q22.1) 7, der7, X, Y 7 2p", 79" 34.2% (23,-7,+der7) 17.0%
X® YR
T3 | t(7;13)(q34;q13) 7, der7, X, Y 7 79°,13q" 34.0% (23,-7,+der7) 11.2%
X, YR
T4 | 1(7;9)(q36.2;p21.2) 7,9,der7,der9, X, Y 7 79° (23,-7,+der7) 10.6%
9, o° 9p" 44.0%
X&, YR (23,-9,+der9) 12.8%
T5 | t(9;14)(p13;912) 9, der9, X, Y 9%, 9° 9p°,14q" 37.1% (23,-9,+der9) 10.0%
X%, YR
T6 | t(4;13)(q21;932) X, Y A% 51.0%

Tab. 24. Lokalizacja liniowa centromeréw chromosomoéw 7, 9, X oraz Y w trzech obszarach (a), (c), (w) jader komérkowych plem-
nikow nosicieli TCW (T1-T6). Inne dane o T1-T6: patrz tabele 17, 18, 19 i 21. Podziat jadra komérkowego plemnika na trzy obsza-
ry: wg ryciny 5.

Tab. 24. Longitudinal centromere localization of chromosomes 7, 9, X and Y in three areas (a), (c), (w) of sperm nuclei of TCW
carriers (T1-T6). For futher data about T1-T6: see tables 17., 18., 19. 1 21. The devision of the sperm cell nucleus into three areas: as
in figure 5.

Chromosom 7, der7 9, der9 X Y

a = blizej akrosomu;

€ = centrum a Cc w a (o w a Cc w a Cc w

w = blizej witki

nosicieTelt;a.lr-:‘.Iokacji % % % %
™ t(17) 33Y | s5Y | 12 nie badano 46 | 49 | 5] 23 [ e8| o
T2 (7:;2) 26 69" 5 nie badano nie badano nie badano
T3 4(7;13) 21 66 13 nie badano 322 | 632 | 5 | 1274 | 747 | 145
T4  H7;9) 24 59 | 18% | 44 | 507 5 | 50 | 48 | 3| 30 | 67 | 37
T5  1(9;14) nie badano 33V | 58 | 9v |17v% | 80v%| 3 | 18 |80v | 2"
T6  t(4;13) nie badano nie badano 48 51 1 20 | 79Y | 1Y

Srednia K* + SE 1941 | 68+1 |1321|22:7] 682 |10:2] 3742 | 58+2 [ 627 | 2814 | 60+3] 1222

Srednia K* dla grupy kontrolnej z Tabeli 19. SE — btad standardowy. Dla kazdego badanego chromosomu analizowano pozycje sygnatow FISH
w obszarach (a), (c), (w) w 500 plemnikach kazdego nosiciela translokacji T1-T6. Dla poréwnania wynikéw zastosowano testy x  oraz Fishera na
poziomie istotnosci o = 0,05 (warto$¢ p < 0,05 uznawano za réznicg istotna statystycznie).

Wartoéci z ¥ byly znaczaco rézne w poréwnaniu z wartoscia $rednia K (p w zakresie od 0.0001 do 0.0403).
Wartos¢ z ! byta znaczaco rézna w poréwnaniu z wartosciami T1 i T4 (p = 0.0077).

Wartosci z 2 byly znaczaco rézne w pordwnaniu z pozostatymi wynikami w tej grupie (p=0.0016).

Warto$é z* byta znaczaco rézna w poréwnaniu z wartoscia T2 (p = 0.0077).

Wartos¢ z * byla znaczaco rézna w poréwnaniu z wartoécia T4 (p = 0.0082).

Wartoé¢ z ° byta znaczaco rézna w poréwnaniu z wartosciami T4, TS i T6 (p = 0.0087).
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Tab. 25. Charakterystyka mezczyzn, u ktorych badano (metoda FISH) poziom aneuploidii chromosomoéw 7, 9, 15, 18, X i Y oraz
wewnatrzjadrowa topologig tych chromosoméw w plemnikach
Tab. 25. Characteristics of men tested for the aneuploidy level of chromosomes 7, 9, 15, 18, X and Y and the intranuclear topology
of these chromosomes in sperm cells (using the FISH method)

Inicjaty Yl\gtea '; w Ilﬁ;::::tgtzch Typ niepowodzenia rozrodu
P1 AA. 37 46,XY OA
P2 L.W. 37 46,XY |
P3 M.G. 29 46, XY,9gh+ OA, in vitro — zarodki, nie implantowaty
P4 G.H. 40 46,XY P, DP: 47, XX,+21, druga cigza DP: 47,XY,+13
P5 T.N. bd 46,XY |

I = nieptodno$¢ idiopatyczna (prawidtowa liczba, ruchliwos$¢ i morfologia plemnikow); P = ptodny;
OA = oligoasthenozoospermia, DP = diagnostyka prenatalna, bd = brak danych

Tab. 26. Czgstos¢ (%) aneuploidii chromosoméw 13, 15, 18, 21, X 1 Y (metoda FISH) w plemnikach m¢zczyzn z niepowodzeniami
rozrodu (P1-P5) oraz grupy kontrolnej (K1-K4)
Tab. 26. Frequencies (%) of aneuploidy of chromosomes 13, 15, 18, 21, X and Y (the FISH method) in sperm cells of men with
reproductive failure (P1-P5) and the control group (K1-K4)

Chromosom 13 15 18 21 Suma X Y X+Y Suma Poliploidia Suma
P aneuploidii aneuploidii n aneuploidii
niepowodz. [ 24,413 [[24415 [24418 [ 24421 [ 2UOSOMOW oy xx || 24vY || 24.XY XiY a““’)s(";“ow’
rozrodu S
i poliploidii
P1 0,277 0,297 0,13 0,317 1,000 0,31%* 0,37* 0,36 1,04* 0,06~ 2,100
P2 0,26" 0,24~ 0,20" 0,38" 1,137 0,12 0,01 0,21 0,35 0,227 1,700
P3 0,377 0,25" 0,30" 0,327 1,23~ 0,12 0,237 0,20 0,56" 0,20 1,99
P4 0,42%* 0,04~ 0,08~ 0,50*" 1,037 0,03~ 0,06 0,337 0,41 0,13 1,567~
P5 0,30 0,42%* 0,27~ 0,30 1,297 0,10 0,07 0,25" 0,42 0,18" 1,817
Srednia P || 0,327 0,25~ 0,20 0,36 1,147 0,14 0,15~ 0,27~ 0,56 0,16~ 1,837
+SD 0,08 0,13 0,09 0,08 0,10 0,10 0,14 0,07 0,28 0,06 0,22
K
grupa kontr.
K1 0,05 0,03 0,01~ 0,05 0,14 0,01~ 0,03 0,08 0,12 0,09 0,29
K2 0,13* 0,15* 0,18* 0,22* 0,67* 0,33* 0,18* 0,35* 0,86* 0,09 1,62*
K3 0,05 0,04 0,02 0,04 0,14 0,02 0,03 0,20 0,25 0,07 0,46
K4 0,10 0,05 0,05 0,10 0,29 0,09 0,12 0,09 0,29 0,04 0,62
Srednia K || 0,08 0,07 0,07 0,10 0,31 0,11 0,09 0,18 0,38 0,07 0,74
+SD 0,04 0,05 0,07 0,07 0,21 0,12 0,06 0,10 0,25 0,02 0,45

SD — odchylenie standardowe. U kazdej z 0s6b analizowano sygnaty FISH dla danego chromosomu minimum w 3000 plemnikow. Dla poréwnania wynikéw
zastosowano testy x 2oraz U Manna-Whitney’a na poziomie istotnosci o = 0,05 (warto$é p < 0,05 uznawano za réznice istotna statystycznie).
Wartosci z * byly znaczaco wyzsze w pordwnaniu z wartoscia Srednia K;
Warto$ci z * byly znaczaco wyzsze w pordwnaniu z wartoscia Sredniej grupy (odpowiednio P lub K);
Wartosci z ¥ byly znaczaco nizsze w poréwnaniu z wartoécia Sredniej grupy (odpowiednio P lub K)
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Tab. 27. Lokalizacja liniowa centromeréw chromosoméw 15, 18, X oraz Y w trzech obszarach (a), (c) i (w) jader komdrkowych
plemnikéw mezczyzn z niepowodzeniami rozrodu (P1-P5). Podzial jadra komorkowego plemnika na trzy obszary: wg schematu na
rycinie 5.

Tab. 27. Longitudinal centromere localization of chromosomes 15, 18, X and Y in three areas (a), (c) and (w) in sperm cell nuclei
of men with reproductive failure (P1-P5). The devision of the sperm cell nucleus into three areas: as in the scheme in figure 5.

Chromosom 15 18 X Y
a=blizej akrosomu;
c=centrum a [ w a c w a [ w a c w
w = blizej witki
P1-P5
niepowodzenia % % % %
rozrodu
P1 nie badano nie badano 30 61 9 16Y4| 70 14
P2 nie badano nie badano 31 65 4 21 66 13
P3 26 56 18 20 58 23 nie badano nie badano
P4 40" 51 | ov2| 20 | 54 | 26 | 44® | 51 5 |33°| 62 |5
P5 16P 63 21 20 54 26 31 60 9 29 60 1
Srefnsiz P 2747 | 57+4 |16:4 | 20+0 | 55:1 |25:7| 3423 | 593 | 7°41 | 25:4| 652 | 112
Sre‘i”isi_ K* 23:2 | 59+1 |18+2|24+1| 55:1 |21+7| 37:3 | 583 | 6+1 | 28+5| 604 | 12+3

Srednia K* dla grupy kontrolnej z tabeli 22. SE-btad standardowy. Dla kazdego badanego chromosomu analizowano pozycje sygnatéw FISH
w obszarach (a), (c) i (W) w 500 plemnikach kazdego z mezczyzn P1-P5. Dla poréwnania wynikow zastosowano testy x 2 oraz Fishera na poziomie
istotnos$ci a = 0,05 (warto$¢ p < 0,05 uznawano za réznicg znaczaca statystycznie).

Wartosci z ¥ byly znaczaco rézne w poréwnaniu z wartoscia $rednia K (p w zakresie od 0.0042 do 0.0381).
Warto$é z © byta znaczaco rézna w poréwnaniu z wartoscia sredniej P (p = 0.0304).

Wartos¢ z “ byla znaczaco rézna w poréwnaniu z warto$cia $rednig K dla chromosomu 15 (p = 0.0448) i chromosomu 18 (p = 0.0103) w obszarzei (w).
Wartos¢ z °byla znaczaco rézna w poréwnaniu z wartoscia $rednia P dla chromosomu 15 (p = 0.0448) i chromosomu 18 (p = 0.0103) w obszarzei (w).
(Wartosci z "~ roznice pomigdzy chromosomami)

Warto§¢ z ! byta znaczaco rézne w poréwnaniu z warto$ciami P3 (p = 0.0233) i P5 (p = 0.0378).
Warto$é z * byta znaczaco rézna w poréwnaniu z warto$ciami P3 (p = 0.0285) i P5 (p = 0.0041).
Warto$é z * byta znaczaco rézna w poréwnaniu z wartosciami P1 (p = 0.0322), P2 oraz P5 (p = 0.0497)
Wartos¢ z * byta znaczaco rézna w poréwnaniu z wartoscia P5 (p = 0.0110).

Wartoé¢ z ° byla znaczaco rézna w poréwnaniu z wartoéciami P1 (p = 0.0011) i P2 (p = 0.0338).
Warto$¢ z © byla znaczaco rézna w poréwnaniu z warto$ciami P1 (p = 0.0086) i P2 (p = 0.0184.
(Wartosci z ' ~®= roznice pomigdzy osobami dla danego chromosomu)

Tab. 28. Poréwnanie lokalizacji liniowej centromeréw chromosoméw 15, 18, X oraz Y w plemnikach z ejakulatu oraz z okreslone;j
jego frakcji. Oprocz niefrakcjonowanych plemnikéw z ejakulatu, badano takze frakcje plemnikéw ‘swim up’ oraz plemniki, ktore
odptukano z powierzchni oocytow chomiczych w trakcie wykonania testu SPA. Plemniki pochodzity od pacjenta P5 wg tabeli 25.
Podziat jadra komorkowego plemnika na trzy obszary: (a), (c) oraz (w): wg schematu na rycinie 5.

Tab. 28. Comparison of longitudinal centromere localization of chromosomes 15, 18, X and Y in spermatozoa from ejaculate and its
specific fractions. Apart from the non-fractionated sperm cells, also the 'swim up' fraction and sperm cells eluted from the surface of
hamster oocytes during the SPA procedure. The sperm cells were from the patient P5 in table 25. The division of the sperm cell
nucleus into three regions were labeled as follows: (a), (c) and (w): the areas were marked as in the scheme in figure 5.

Chromosom 15 18 X Y

a=blizej akrosomu; c=centrum

alc|lw]Ja|lc|w]a|c|w]a|c | |w
w = blizej witki

Plemniki: % % % %
z ejakulatu 16 (63 (21]20|54|26]31|60| 9] 29 |60 |11
frakcja ‘swim up’ 12|65|23|18|52|30]28|62|10]17° | 78?| 5*
z powierzchni oocytéw nie badano | nie badano [ 35|65 0" | 22 | 64 | 14

Dla kazdego badanego chromosomu analizowano pozycj¢ sygnatow FISH w obszarach (a, ¢, w) w 500 plemnikach.
Dla poréwnania wynikow zastosowano test Fishera na poziomie istotnosci o = 0,05 (wartos¢ p < 0,05 uznawano za istotna réznicg)

Warto$¢ z' byla znaczaco nizsza w poréwnaniu z innymi warto$ciami w grupie (w) (p < 0.0001)
Warto$é z* byta najwyzsza grupie (c) (p = 0.040)

Warto$¢ z* byta znaczaco nizsza w poréwnaniu z wartoscia 29% w grupie (a) (p < 0.021)
Warto$¢ z* byta znaczaco nizsza w poréwnaniu z wartoscia 14% w grupie (w) (p < 0.009)
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Ryec. 16. Liniowa lokalizacja centromeréw chromosomow 15, 18,
X 1Y w trzech obszarach (a), (c) oraz (w) jader komorkowych
plemnikow (podziat na obszary wg schematu na rycinie 5.). Dia-
gram przedstawia warto$ci K1-K4 oraz srednie K obliczone
dla grupy kontrolnej (dane z tabeli 22.) a takze wartosci dla
grupy z niepowodzeniami rozrodu (P1-P5) (dane z tabeli 27).
Strzatki wskazuja warto$ci istotnie rézne od $rednich warto$ci
K (czarne) lub/i réznice migdzyosobnicze.

Fig. 16. Linear localization of centromeres of chromosomes 15,
18, X & Y in three areas of sperm nuclei: (a), (c) oraz (w) (the
areas were separated according to the scheme in Fig.5.). The
diagram shows values K1-K4 and mean values K calculated for
the control group (the data from table 22) and also the values
for the group with reproductive failures (P1-P5) (the data from
table 27). The arrows indicate values that are considerable
different from mean values K (black) and/or intraindividual
differences.
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Ryec. 17. Poréwnanie liniowej lokalizacji centromeréw chro-
mosoméw 15, 18, X oraz Y w trzech obszarach (a), (¢) i (w)
(wg schematu na rycinie 5.) jader komérkowych plemnikow
o prawidlowym kariotypie (n = 23) oraz plemnikéw z hiperha-
ploidia (n+1). Jasne kulki ilustruja wartosci $rednie (K) doty-
czace liniowej lokalizacji centromeréw badanych chromoso-
méw w grupie kontrolnej (dane z tabeli 19.); szare kulki ilu-
struja wartos$ci $rednie (P) dla grupy pacjentéw (dane z tabeli
27.). Czarne kulki z ,,A” ilustruja wartosci $rednie dotyczace
lokalizacji centromeréow 15,15 lub 18,18 lub XX lub YY
w jadrach komoérkowych plemnikéw z hiperhaploidia (n = 24).
Wartosci ,,A” i K i/lub P, ktore wykazaty znaczace statystycz-
nie roznice (p < 0,05) potaczone sa linia.

Fig 17. The comparison of linear localization of centromeres
of chromosomes 15, 18, X & Y in three areas: (a), (c) oraz (w)
(the areas were separated according to the scheme in Fig.5.)
of sperm nuclei with a normal karyotype (n = 23) and sperm
cells with hyperhaploidy (n+1). The bright bullets illustrate the
mean values (K) that concern the longitudinal localization
of centromeres of examined chromosomes in the control group
(the data from table 19); the grey bullets illustrate the mean
values (P) for the gruop of patients (the data from table 27).
The blach bullets with ,,A” illustrate the mean values concern-
ing the localization of centromeres 15,15 lub 18,18 or XX
or YY in the nuclei of sperm cells with hyperhaploidy (n = 24).
The values ,,A” & K and/or P, which indicated considerable
statistical differences (p < 0,05) are connected by the line.
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4.2. Lokalizacja radialna
4.2.1. Plemniki mezczyzn z grupy kontrolnej

Wewnatrzjadrowa radialna lokalizacj¢ centromerow
chromosomow 7, 9, 15, 18, X i Y okres§lano w plemni-
kach megzczyzn z grupy kontrolnej (K1-K4) mierzac
parametry D/L oraz H/L wg schematu obja$nionego na
rycinie 6A [311]. Wartosci D/L oraz H/L zaréwno dla
indywidualnych mezczyzn, jak i srednie K przedstawio-
no w tabeli 29. Poréwnujac warto$ci D/L i H/L obliczo-
ne dla indywidualnych mezczyzn z grupy kontrolnej (K1
—K4) migdzy soba, a takze ze $rednia K, stwierdzono
roéznice migdzyosobnicze dotyczace radialnej lokalizacji
centromeré6w chromosoméw 9, X 1 Y, ale nie chromo-
somu 7 (tabela 29.). W przypadku chromosomu 9 wyniki
dla K1, a w przypadku chromosomu X wyniki dla K4
roznity si¢ od $redniej K. Najwigksze réznice zaobser-
wowano w lokalizacji centromeru chromosomu Y:
wszystkie indywidualne wyniki K1 — K4 réznily sie
miedzy soba, a wyniki dla K1, K3 oraz K4 byly rézne od
sredniej K. Dodatkowa ilustracja danych z tabeli 29.,
dotyczaca tylko $redniej (tzw. preferencyjnej) lokalizacji
radialnej centromerow badanych chromosomow jest
rycina 18. Srednia radialna lokalizacja centromerow
chromosomoéw 7, 9, 15, 18 1 Y byla podobna, aczkolwiek
lokalizacja centromeru chromosomu 18 byla bardziej
zblizona do peryferium jadra plemnika w poréwnaniu do
centromerow chromosoméw 9 i X zlokalizowanych
blizej centrum jadra plemnika. Jednocze$nie centromer
chromosomu X zlokalizowany byt najblizej cze¢sci akro-
somowej jadra plemnika.

Srednie
H/L0,20
0,18
18
0,16 @
150y
L 0 HH
0,14 0 X
L Y
0,12
0,10
0,08 T T T T
0,45 0,50 0,55 0,60 0,65 0,70 DIL

Ryc. 18. Srednia (preferencyjna) wewnatrzjadrowa radialna
lokalizacja centromeréw chromosomoéw 7, 9, 15, 18, X oraz Y
w plemnikach mgzczyzn z grupy kontrolnej (K1 — K4). Pozy-
cje czarnych kropek wyznaczono na podstawie wartoSci $red-
nich K z tabeli 25. (parametry D/L i H/L wg ryciny 6.).

Fig. 18. Mean (preferential) intranuclear radial localization of
centromeres of chromosomes 7, 9, 15, 18, X and Y within
sperm cells of men from the control group (K1 — K4). The
positions of the black spots were determined on the basis of
mean values K from table 25 (parameters D/L i H/L according
to Fig. 6).

4.2.2. Plemniki nosicieli translokacji chromoso-
mowych wzajemnych

Wewnatrzjadrowa radialng lokalizacj¢ centromerow
chromosoméw 7, der7, 9, der9, X 1 Y okreslano w plemni-
kach szesciu nosicieli TCW (T1-T6) [31]. Wartosci D/L
oraz H/L (wg ryciny 6A) obliczone dla indywidualnych
nosicieli translokacji T1 — T6 przedstawiono w tabeli 30.
Wyniki dla nosicieli T1-T6 poréwnano ze $rednimi K obli-
czonymi dla grupy kontrolnej (dane z tabeli 29.). U wszyst-
kich nosicieli stwierdzono réznice w poréwnaniu ze §red-
nimi K. W przypadku chromosoméw 7 oraz der7, tylko
wyniki dla T4 nie roznily si¢ od $redniej K. W przypadku
chromosoméw X wyniki dla T1 i T6 nie roznity si¢ od
sredniej K, a w przypadku chromosomu Y wyniki dla T4
nie roznity si¢ od $redniej K. Tlustracje danych z tabeli 29.
oraz z tabeli 30. dotyczacych réznic w radialnej lokalizacji
centromerow badanych chromosoméw migdzy grupa kon-
trolng (K1-K4) a grupa nosicieli translokacji (T1-T6) sta-
nowi rycina 19. Natomiast na rycinie 20. porownano sche-
matyczne obszary wewnatrz jadra komorkowego plemnika,
w ktorych zlokalizowano wszystkie badane centromery
w grupie kontrolnej (K1-K4) oraz w grupie nosicieli trans-
lokacji (T1-T6) (schemat wg ryciny 6B, wartosci D/L i H/L
z tabeli 29. i tabeli 30.). W obydwoch poréwnywanych
grupach centromery zlokalizowane byly na stosunkowo
niewielkim obszarze. Taki obszar potencjalnie stanowi frag-
ment chromocentrum, ktore tworzy zgrupowanie wszyst-
kich 23 centromeréow chromosomow plemnika. W pordw-
naniu z grupa kontrolna, obszar ten u nosicieli translokacji
byl rozszerzony w strong akrosomowej czgsci plemnika
1 nieco przesunigty w strong peryferyjng (rycina 20.).
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Rye. 19. Lokalizacja radialna centromeréw chromosomoéow 7, 9, X i Y w jadrach komdrkowych plemnikéw mezczyzn z grupy kon-
trolnej (K1-K4, i warto$¢ srednia K) oraz nosicieli translokacji (T1-T6). Schemat przedstawia jeden ze sposobow wizualizacji lokali-
zacji radialnej centromerdéw. Geometryczne parametry jadra plemnika: H, D, L wg ryciny 6. Wartosci H/L oraz D/L przedstawiono
w tabelach 25. i 26. Kotkami oznaczono wyniki istotnie r6zne w poréwnaniu z warto$cia Srednig K.

Fig. 19. Radial localization of the centromere of chromosomes 7, 9, X and Y in sperm cells nuclei of men from the control group
(K1-K4, and mean value K) and the carriers of translocations (T1-T6). The sheme shows one of the ways of visualizing a radial
localization of centromeres. The geometric parameters of sperm nucleus: H, D, L according to Fig. 6. H/L and D/L values are shown
in tables 25 i 26. Considerable differences from the mean value K are circled.

03 ccaddacccccccncccsmpeemmpscsccasssos lgrupa kontrolna|

nosiciele
translokacji

Y

0 0.5 1.0 DiL

Ryec. 20. Porownanie lokalizacji radialnej centromeréw chromosoméw 7 (lub der7), 9 (lub der9), X oraz Y w grupie kontrolnej (jasny
prostokat) oraz u nosicieli translokacji (szary prostokat). Kazdy z prostokatow ilustruje fragment chromocentrum (wraz z lustrzanym
odbiciem po drugiej stronie osi podtuznej), w ktérym zlokalizowano wszystkie badane centromery u wszystkich osob z danej grupy
(Geometryczne parametry jadra plemnika wg ryciny 6., warto$ci H/L i D/L z tabel 25. oraz 26.).

Fig. 20. Comparison of the radial localization of centromeres of chromosomes 7 (or der7), 9 (or der9), X & Y in the control group
(the white rectangular) and in translocation carriers (the grey rectangular). Each rectangular illustrates a fragment of the chromocen-
ter area (together with the mirror reflection at the side of the oblong axis), in which all the studied centromeres were localized (The
geometric parameters of sperm nucleus according to Fig. 6, H/L i D/L values from tables 25 and 26).
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4.2.3. Plemniki me¢zczyzn z niepowodzeniami roz-
rodu

Wewnatrzjadrowa radialng lokalizacj¢ centromerow
chromosoméw 15, 18, X 1 Y okres$lano w plemnikach pigciu
pacjentow z niepowodzeniami rozrodu (P1-P5) [283]. War-
tosci D/L oraz H/L (wg ryciny 6A) obliczone dla indywidu-
alnych pacjentow P1-P5 przedstawiono w tabeli 31. Wyniki
dla poszczegolnych pacjentdow poréwnano zaréwno ze sred-
nimi P dla calej grupy, jak i ze $rednimi K obliczonymi dla
grupy kontrolnej (dane z tabeli 29.). Srednie wartosci P dla
chromosoméw 15, 18 oraz X roznily sie istotnie od srednich
K. W przypadku indywidualnych wynikéw dla chromosomu
15 u wszystkich pacjentéw stwierdzono réznice w porowna-
niu ze $rednimi K. W przypadku chromosomu 18 wyniki dla
PS5 roznity sig¢ od $redniej K, dla chromosomu X wyniki dla
P1, P2 i P5 roznily si¢ od $redniej K, a dla chromosomu Y
wyniki P1 i P4 roznily sig od sredniej K.

[lustracja danych z tabeli 29. oraz z tabeli 31. doty-
czacych indywidualnych réznic w radialnej lokalizacji
centromerow badanych chromosoméw w grupie kontro-

Inej (K1-K4) oraz w grupie pacjentow (P1-P5) stanowi
rycina 21. Dodatkows ilustracja danych z tabeli 29. i ta-
beli 31., dotyczaca poréwnania tylko wartosci srednich P
oraz K stanowi rycina 22. Najwigksza rdznicg w porow-
naniu z kontrolg stwierdzono w przypadku $redniej P dla
centromeru chromosomu 15.

Natomiast na rycinie 23. porownano schematyczne
obszary wewnatrz jadra komorkowego plemnika, w kto-
rych zlokalizowano wszystkie badane centromery (chro-
mosomow 15, 18, X 1Y) w grupie kontrolnej (K1-K4)
oraz w grupie pacjentow (P1-P5) (schemat wg ryciny 6B,
wartosci D/L i H/L z tabeli 29. i tabeli 31.). W obydwodch
porownywanych grupach centromery zlokalizowane byly
na stosunkowo niewielkim obszarze, stanowiacym poten-
cjalnie fragment chromocentrum. Wielko$¢ i polozenie
tego obszaru u pacjentow roznily si¢ statystycznie w po-
réwnaniu z grupg kontrolng (rycina 23., tabela 31.), cho¢
W mniejszym stopniu niz réznice obserwowane u nosicieli
translokacji (rycina 20.).

Tab. 31. Lokalizacja radialna centromeréw chromosoméw 15, 18, X oraz Y w plemnikach mgzczyzn z niepowodzeniami rozrodu
(P1-P5) oraz poréwnanie z warto$cia Srednig K obliczona dla grupy kontrolnej (K1-K4) (dane z tabeli 29.). Inne dane o P1-P5: patrz

tabele 25. 1 26. Parametry D/L oraz H/L: wg schematu na rycinie 6.

Tab. 31. Radial centromere localization of chromosomes15, 18, X & Y within sperm cells of men with reproductive failures (P1-P5)
and its comparison with mean value K calculated, for the control group (K1-K4) (the data in table 29). The other data about P1-P5:
see tables 25 & 26. The D/L & H/L parameters: as in the scheme in Fig. 6.

Chromosom 15 18 X Y
P= nLi[;?(\;vdoL(Ijzema Srednia | SE |Srednia| SE ] Srednia SE Srednia SE
D/L 3d . P5 ]
P1 / nie badano nie badano 0.625 pa 0.005 0.533 P 0.009
H/L 0.167Y 0.007 0.169Y 0.006
P2 D/L , , 0.581Y 0.010 0.568 0.007
nie badano nie badano
H/L 0.138 0.006 0.134 0.005
D/L 0.532 0.011 0.532 0.007
P3 b 2 nie badano nie badano
H/L 0.122Y 0.006 0.157 0.006
P4 DIL 0.627%" | 0.012] o0518" |0.070] 0.618 0.010 | 0.613""" | 0.007
H/L 0_096'* 0.006 0.151 0.008 0.135 0.007 0.152 0.008
b5 DIL 0.506"" | 0.008] 0.530 |0.007|0575v% | 0,008 0.546° | 0.008
H/L 0.119 0.007 0.125Y | 0.008 0.098vP1 0.005 0.122 0.005
érednia D/L 0.554 0.006 0.527 0.005] 0.600Y 0.004 0.566 0.004
P H/L 0.113Y 0.004 0.145Y | 0.004 0.134 0.003 0.143 0.003
Srednia DIL 0.540 | 0.005| 0.538 [0.006] ge20° | 0005 | 0.561% | 0.005
K HIL 0156 | 0.004 | 0.165 |[0.004| 0.128® | 0.003 0.148 0.003

Srednia — érednie warto$ci D/L oraz H/L dla pozycji sygnatow FISH badanych centromeréw w 150 plemnikach; SE — blad standardowy. Znaczace

roznice pomiedzy warto$ciami oznaczone cyframi np. 0.100",

odnoszg sig do réznic pomiedzy osobami. Natomiast wartoci oznaczone literami np. 100°, odnosza si¢ do réznic migdzy chromosomami. Dla porow-

nania wynikow zastosowano jednokierunkowgq analiz¢ wariancji

(one-way ANOVA) oraz test U Manna-Whitneya na poziomie istotnosci a = 0,05 (warto$¢ p < 0,05 uznawano za rdznicg istotng statystycznie).

Wartosci z ¥ byly znaczaco rdzne w poréwnaniu z wartoscia $rednia K
Wartosci z° byly znaczaco rézne w poréwnaniu z wartoécia $rednia P

Wartosci z ' byly znaczaco rézne w pordwnaniu z reszta wynikow w tej grupie

Wartoé¢ z 2 byla znaczaco rézna w pordwnaniu z wynikiem dla P5
Warto$¢ z* byl znaczaco rézna w poréwnaniu z wynikami dla P2 i P5
Wartos¢ z * byta znaczaco rézna w poréwnaniu z wynikiem dla P4
Wartoé¢ z ° byta znaczaco rézna w poréwnaniu z wynikiem dla P2

roznice pomigdzy osobami dla poszczegolnych chromosomow
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Wartosci z * byly znaczaco rézne w poréwnaniu z wynikami dla pozostatych chromosoméw

Warto$ci z * byly znaczaco rozne w poréwnaniu z wynikami dla chromosomu 15

Wartosci z° byty znaczaco rézne w poréwnaniu z wynikami dla chromosomu 18 roznice pomigdzy chromosomami
Wartosci z ¢ byly znaczaco r6zne w poréwnaniu z wynikami dla chromosomu X

Wartoséci z ¢ byly znaczaco rézne w poréwnaniu z wynikami dla chromosomu Y

HIL
e chromosom 15 O*:’BL chromosom 15

016 @ p 0,16 K
T Kir@H &
0,14 M"é" 014

3
012 012 @, Q-

0,10 0,10 1 P4
0,08 T T T T 0,08 T T T T
045 050 0,55 060 0,65 070 DL 0.45 050 0,5 0,60 0,65 070DIL
HIL HL
Al chromosom 18 L chromosom 18
T om K
0,16 ¥ @ 0,16 ¥
+ ;_é_@—is
K1 @ P4
0.14 0,14
5
012 0,12 é
0,10 0,10
0,08 T T T T 0,08 T T T T
0,45 050 055 0,60 0,65 0,70 DIL 0,45 0.50 055 0,60 065 0,70 DIL
HIL
chromosom X HL chromosom X
0,18 0,18
0,16 0,16 i
K1
014 A#‘;—Qﬁz— 014 Pi\%_
{ @ K
K3+ H#K L 2
0,12 0,12
0,10 @7 0.10 / +P5
N
0,08 . . . . 0,08 ; . . .
0,45 050 055 060 065 0,70 DIL 0,45 0,50 0,55 060 0,65 0,70 D/IL
L chromosom Y HIL chromosom Y
0,18 0,18 @
046 (g‘\ K2 0,16
s, 4% 23 K
K HH P
0,14 0,14
K P5 '-@—'
@ ) FO— P2
0,12 012 9,
0,10 0,10
0,08 ; ; ; : 0,08 . y . ;
0,45 050 055 0,60 0,65 070 DIL 0,45 050 055 060 0,65 0,70 DIL

Ryec. 21. Lokalizacja radialna centromeréw chromosoméw 15, 18, X i Y w jadrach komorkowych plemnikow mezczyzn z grupy
kontrolnej (K1-K4, i warto$¢ Srednia K) oraz mezczyzn z niepowodzeniami rozrodu (P1-P5). Geometryczne parametry jadra plem-
nika: H, D, L wg ryciny 6. Schemat ilustrujacy sposob wizualizacji lokalizacji radialnej centromerow wg [92]. Wartosci H/L oraz
D/L przedstawiono w tabelach 29. i 31. Kétkami oznaczono wyniki istotnie rézne w poréwnaniu z wartoscia Srednia K.

Fig. 21. Radial centromere localization of chromosomes 15, 18, X & Y sperm cells nuclei of the men from control group (K1-K4,
and mean value K) and the men with reproductive failures (P1-P5). The geometric parameters: H, D, L according to Fig. 6. The
scheme illustrating the radial localization of centromeres according to [92]. H/L and D/L values were presented in tables 29 i 31.
Considerable differences from the mean value K are circled.
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Rye. 22. Poréwnanie wewnatrzjadrowej radialnej lokalizacji cen-
tromeréw chromosomow 15, 18, X oraz Y w plemnikach mez-
czyzn z grupy kontrolnej (K) (czarne kropki) oraz pacjentow
z niepowodzeniami rozrodu (P) (jasne kropki). Pozycje czarnych
i jasnych kropek wyznaczono na podstawie wartosci $rednich K
oraz P z tabeli 30. (parametry D/L i H/L wg ryciny 6.).

Fig. 22. Comparison of the radial localization of centromeres of
chromosomes 15, 18, X and Y in sperm cells of men from the
control group (K) (the black spots) and in the patients with repro-
ductive failure (P) (the bright spots). The positions of black and
bright spots weredetermined on the basis of mean values K and P
in table 30 (the D/L i H/L parameters according to Fig. 6).

HIL

lgrupa kontrolna

niepowodzenia
rozrodu

0 0.5 1.0 DiL

Ryc. 23. Porownanie lokalizacji radialnej centromeréow chro-
mosoméw 15, 18, X oraz Y w grupie kontrolnej (K) (jasny
prostokat) oraz w grupie pacjentdw z niepowodzeniami rozro-
du (P) (szary prostokat). Kazdy z prostokatow ilustruje frag-
ment chromocentrum (wraz z lustrzanym odbiciem po drugiej
stronie osi podtuznej), w ktérym zlokalizowano wszystkie
badane centromery u wszystkich badanych osob z danej grupy
(geometryczne parametry plemnika wg ryciny 6., wartosci H/L
i D/L z tabel 29.131.).

Fig. 23. Comparison of the radial centromeres localization of
chromosomes 15, 18, X & Y in control group (K) (the bright
rectangular) and in the group of patients with reproductive
failures (P) (the gray rectangular). Each rectangular illustrates a
fragment of the chromocenter area, in which all the examined
centromeres in all subjectes from a given group were localized
(the parameters of the sperm according to Fig.6. The H/L and
D/L values from tables 29 i 31).

4.2.4. Miedzyosobnicze réznice w radialnej lokali-
zacji centromerow

W tabeli 32. przedstawiono podsumowanie danych
dotyczacych radialnej lokalizacji centromerow wybra-
nych chromosoméw wskazujace na wystgpowanie istot-
nych statystycznie roznic w indywidualnych wynikach

(w tabeli 32. brak réznic okre§lono znakiem ‘minus’,
roznice okreslono znakiem ‘plus’) (na podstawie wyni-
kow z tabel 29-31 oraz rycin 19. 1 20.). Z tego zestawie-
nia wynika, iz migdzyosobnicze roznice w lokalizacji
centromeru danego chromosomu w obrgbie chromocen-
trum wystgpuja nawet w grupie kontrolnej (K1-K4),
cho¢ w réznym stopniu dotycza réznych chromosomow.
Topologia centromeru chromosomu 7 w chromocentrum
plemnikow u wszystkich mgzczyzn z grupy kontrolnej
byla identyczna, to znaczy bez statystycznie istotnych
réznic mig¢dzyosobniczych. Natomiast w przypadku
topologii centromeru chromosomu Y odwrotnie: wigk-
szo$¢ mezezyzn (K1-K4) wykazywata znaczace réznice
migdzyosobnicze w poréwnaniu z grupa kontrolna, mig-
dzyosobnicze roznice w topologii centromeréw w chro-
mocentrum plemnikow u nosicieli translokacji (T1-T6)
oraz me¢zezyzn z niepowodzeniami rozrodu (P1-P5) byty
niemal regula i dotyczyly wszystkich badanych chromo-
somow (w tabeli 32. procent wszystkich ‘plusow’ w grupie
kontrolnej, w grupie nosicieli translokacji oraz w grupie
z niepowodzeniami rozrodu wynosit odpowiednio 38%,
75% 1 64%).

Tab. 32. Migdzyosobnicze znaczace roznice w radialnej loka-
lizacji centromeréw chromosomoéw 7, 9, 15, 18, X oraz Y w
plemnikach me¢zczyzn z grupy kontrolnej (K1-K4), nosicieli
translokacji (T1-T6) oraz grupy (P1-P5) = podsumowanie
danych przedstawionych na rycinach 19. i 21. (na podstawie
wartosci z tabel 29., 30. i 31.) (“+” oznacza statystycznie istot-
ng réznicg, “-“ oznacza brak takiej réznicy)

Tab. 32. Significante interindividual differences in radial cen-
tromere localization of chromosomes 7, 9, 15, 18, X and Y in
sperm nuclei of men from control group (K1-K4), carriers of
translocations (T1-T6) and (P1-P5) group = the summary of the
data presented in Fig. 19 & 21 (on the basis of the values in
tables 29, 30 & 31) (“+” means significante difference, “-
means the lack of difference)

R&zZnice w poréwnaniu

do $redniej wartosci K
chromosom | 7 | 9 | 156 |18 | X | Y
K1 - |+ - + - |+
K2 - + - - | -
K3 - - - + - |+
K4 - - + |+
T t(1;7) + - |+
T2 (2;7) +
T3 t(7;13) | + + | +
T4 (7;9) -+ + |+
T5 1(9;14) + + | -
T6 t(4;13) - |+
P1 + |+
P2 + | -
P3 + -
P4 + - - |+
P5 + + |+ | -
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4.2.5. Wzajemna lokalizacja regionow subtelome-
rowych ramion p i q chromosoméw X oraz Y

wzajemnej lokalizacji subtelomeréw ramion p oraz q,
oprocz odpowiednich sond subtelomerowych, zastosowano

sondg znakujaca region gh12 (spis sond w tabeli 3.). Tlustru-
jace te badania, przyktadowe zdjgcia plemnikow z sygna-
fami zastosowanych sond, przedstawiono na rycinie 24.
Stwierdzono, ze sygnaty FISH sond subtelomerowych
ramion p i q chromosomu X sa zlokalizowane bardzo blisko
siebie w 78% plemnikow (rycina 24A), natomiast chromo-
somu Y w 69% plemnikow (rycina 24C).

Dla chromosoméw X oraz Y wykonano badania me-
toda FISH (w 100 jadrach komorkowych plemnikow
ptodnego mezczyzny) dotyczace polozenia wzglegdem
siebie regionow subtelomerowych (ramion p oraz q tego
samego chromosomu). W przypadku chromosomu X
stosowano sondg centromerowa i dwie sondy subtelome-
rowe. W przypadku chromosomu Y dla uwidocznienia

Ryec. 24. Lokalizacja centromeru i regiondéw subtelomerowych (ramion p oraz q) w plemniku (A oraz B dotycza chromosomu X, natomiast
C — F chromosomu Y). A. Identyfikacja metoda FISH regionoéw subtelomerowych (sonda czerwona) oraz centromeru (sonda zielona) chro-
mosomu X w plemniku. B. Schemat (na podstawie zdjgcia A) ilustrujacy przypuszczalna wzajemna lokalizacje telomerdéw (T) oraz centro-
meru (C) chromosomu X w plemniku na zdjgciu A. C. Identyfikacja metoda FISH regionéw subtelomerowych ramion p i q (sonda zielona)
oraz regionu chromosomu Yqh12 (sonda czerwona) w plemniku. D. Schemat (na podstawie zdjgcia C) ilustrujacy przypuszczalng wzajemna
lokalizacjg telomerow (T) oraz centromeru (C — kolor z6tty) chromosomu Y w plemniku na zdjgciu C. E. Identyfikacja metoda FISH dwoch
chromosoméw Y w plemniku (hiperhaploidia chromosomu Y') (analogicznie do zdjgcia C: obydwa regiony subtelomerowe — sonda zielona,
region gh12 — sonda czerwona). Prawdopodobnie w obydwoch chromosomach Y telomery ramion p i q zlokalizowane sa obok siebie (wg
schematu D), stad sondy subtelomerowe ramion p i q daja jeden wspdlny zielony sygnat. F. Przyktad plemnikowego chromosomu Y,
w ktorym regiony subtelomerowe ramion p oraz q nie sa do siebie zblizone (metoda FISH, sonda zielona — subtelomery p i q; sonda czerwo-
na - region gh12 chromosomu Y) (spis sond w tabeli 3.).

Fig. 24. Localization of the centromere and the subtelomeric regions (p and q) in the sperm cell (A and B concern chromosome X, C — F
concern chromosome Y). A. FISH identification of subtelomeric regions (red probe) and the centromere (green probe) of chromosome X in
sperm cell. B. The scheme, produced on the basis of picture A, illustrating an estimated mutual localization of telomeres (T) and the centro-
mere( C) of the chromosome X in the sperm cell in the picture A. C. FISH identification of the subtelomeric regions of arm p i q (green
probe) and chromosom Yqh12 (red probe) in the sperm cell. D. The scheme, produced on the basis of the picture, illustrating the estimated
mutual position of telomeres (T) and the centromere (C — yellow) of the chromosome Y in sperm cell in the picture C. E. FISH identification
of two chromosomes Y in the sperm cell (hyperhaploidy of the chromosome Y) (analogically to the picture C: both subtelomeric regions —
green probe, the region ghl2 — red probe). Probably, the telomeres of arms p and q are located next to each other in both chromosomes Y
(according to the scheme D), hence the subtelomeric probes of arms p and q produce a common green signal. F. Example of a sperm chro-
mosome Y in which subtelomeric regions of arms p and q are not closed to each other (FISH method, the green probe — subtelomere p i q;
red probe - the gh12 region of chromosome Y) (the list of probes in table 3).
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Ryec. 25. Ilustracja ,,topologii” czterech zagadnien badanych w pracy na tle zmodyfikowanego schematu spermatogenezy wg [325].
Zdjecia przedstawiaja spenetrowany oocyt chomiczy (patrz objasnienia przy rycinie 2.) oraz sygnaty FISH w jadrze komérkowym
plemnika i na chromosomach plemnika (patrz objasnienia przy rycinie 10B i C).

Fig. 25. Illustration of the "topology" of the four issues studied in the monography against a modiefied scheme of spermatogenesis
according to [333]. The pictures show a penetrated hamster oocyte (see the descriptions for Fig. 2) and FISH signals in sperm nu-
cleus and on sperm chromosome complements (see the description for Fig. 10B & C).

Na rycinie 25. zilustrowano ogoélna koncepcje, ktora
przyjeto podejmujac badania. Glownym ,,bohaterem” ba-
dan byly chromosomy plemnika. Eufemizujac mozna po-
wiedzie¢, ze plemnik swoje chromosomy ,,chowa i otacza
tajemnica”, ktora nie jest tatwo zglebi¢. Chromosomy
plemnika sa koncowym produktem mejozy zatem analiza
aberracji tych chromosoméw dostarcza przede wszystkim
informacji o bledach, ktore unikngly wyeliminowania w
trakcie mejozy. U mezczyzn z rdznego typu niepowodze-
niami rozrodu §rednia czgsto$¢ aberracji jest istotnie wyzsza
niz u ptodnych mezczyzn stad uwaza sig, ze np. podwyz-
szona czgsto$¢ aneuploidii w plemnikach moze by¢ jednym
z wykladnikéw zaburzonego procesu spermatogenezy.
W rozdziale 1V.2.1. (‘Analiza wystgpowania aneuploidii
w plemnikach i limfocytach') badano wybrane aspekty
mitotycznej/mejotycznej niestabilnosci w spermatogenezie.
W tych badaniach poszukiwano ewentualnych asocjacji
pomigdzy poziomem aneuploidii chromosomow w jadrach
komorek somatycznych w interfazie a poziomem aneuplo-
idii chromosomoéw w plemnikach. Cho¢ zjawisku podwyz-
szonej czgstosci aneuploidii chromosoméw plemnikowych
przypisuje si¢ duza rolg w etiologii niepowodzen rozrodu,
to jednoczesnie z samego tego faktu wyciaganie jedno-
znacznych wnioskow diagnostycznych jest nie do konca
wiarygodne. Trudno jest bowiem zaobserwowac proste
korelacje pomigdzy kariotypem pojedynczego plemnika
a jego morfologia i/lub ruchliwoscia, a w konsekwencji
takze migdzy czgstoscia i rodzajem aberracji chromosomow

plemnikowych a okreslonym typem nieptodnosci. W roz-
dziale TV.2.1.1. ('Chromosomy plemnikéw barwione meto-
da GTG') przedstawiono przyklady takiej wiasnie sytuacji:
podobnie wysoka czgstos¢ aberracji chromosoméw stwier-
dzano w plemnikach o prawidlowych cechach bez bezpo-
sredniego zwiazku z kariotypem somatycznym pacjentow.
Jednoczesnie plemniki te miaty zachowana zdoIlno$¢ pene-
tracji in vitro oocytdow chomiczych w tescie SPA (tabela 5.,
pacjenci Nr 4, 29 i 39). Wydaje si¢, Ze na etapie penetracji
oocytu réwniez nie ma jednoznacznej korelacji wynikéw
ani wobec selekcji plemnikéw z aberracjami chromosomo-
wymi, ani z okreSlonym parametrem nasienia. Rezultaty
badan dotyczacych zwiazku funkcji plemnika i kariotypu
przedstawiono w rozdziale IV.1. ("Wyniki testu penetracji
i analizy kariotypéw somatycznych'). W doswiadczeniach
tych oceniano testem SPA zdolnos$¢ plemnikéw do penetra-
cji in vitro oocytow chomiczych w powiazaniu z karioty-
pem somatycznym oraz podstawowymi parametrami nasie-
nia. Konsekwencja braku prezygotycznej selekcji plem-
nikéw z aberracjami chromosomowymi sa typowe dla
nosicieli translokacji (TCW) niepowodzenia rozrodu pole-
gajace na eliminacji, nawet na najwczesniejszych etapach
rozwoju, niezrownowazonych genetycznie zarodkow.
W rozdziale 1V.3. ('Wzory segregacji mejotycznej u nosi-
cieli translokacji chromosomowych wzajemnych') opisano
wzory segregacji chromosoméw plemnikowych u nosicieli
kilku niebadanych wczes$niej pod tym katem translokacji
oraz sprawdzano, jaki jest zwiazek pomiedzy wzorem se-
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gregacji a prognoza niepowodzen rozrodu oceniang na
podstawie danych z rodowodu. Porownano takze wzory
segregacji mejotycznej u nosicieli tej samej translokacji
rodzinnej oraz, w jednym przypadku, z wynikami diagno-
styki przedimplantacyjnej. Opisano takze segregacj¢ mejo-
tyczng chromosomu markerowego w przypadku kariotypu
46,XY[96]/47,XY ,+mar[4].fish der20 (Rozdzial IV.2.2.).

Chromosomy plemnika zajmuja prawdopodobnie nie-
przypadkowa, okreslona pozycj¢ w architekturze wewnatrz-
jadrowej plemnika. Spekuluje sig, ze specyficzna architek-
tura wewnatrzjadrowa plemnika odgrywa istotna rolg
w prawidtowym ksztaltowaniu si¢ przedjadrza meskiego,
a w konsekwencji, w prawidlowym rozwoju zygoty. W kon-
tekscie tych sugestii interesujace wydawalo si¢ podjecie
badan przedstawionych w rozdziale IV.4. (‘Wyniki analizy
topologii chromosomow w jadrze komorkowym plemnik-
a'). Przedmiotem tych badan byta analiza wplywu niepra-
widlowej spermatogenezy (typowej dla nosicieli transloka-
cji chromosomowych wzajemnych lub objawiajacej si¢ wy-
sokim poziomem aneuploidii) na pozycj¢ centromeréw
wybranych chromosomoéow plemnikowych w chromocen-
trum. Ponadto, na rycinie 24E (rozdziat IV.4.2.5.) przed-
stawiono zdjecie jadra komoérkowego plemnika, na ktéorym
pokazano, ze chromatyna w obrgbie terytorium chromoso-
mu Y moze przyjmowaé konfiguracj¢ ,,wsuwki do wio-
s6w”. Tlustracjg t¢ mozna by zatytutowac jako ,,brakujacy
chromosom”, bowiem dane literaturowe dotyczyly w tej
kwestii tylko duzych chromosomow [10].

1. Badanie potencjalnej zdolnosci plemni-
kow do zaplodnienia w powigzaniu z kario-
typem somatycznym oraz podstawowymi
parametrami nasienia

Stosunkowo liczne dane literaturowe dostarczyly in-
formacji o czgstosci wystgpowania aberracji chromosomo-
wych w limfocytach krwi obwodowej u mezczyzn z nie-
powodzeniami rozrodu (rozdziat 1.2.). Wigkszo$¢ tych
badan dotyczyta pacjentéw z nieprawidlowymi parametra-
mi ejakulatu, jedynie nieliczne pacjentdéw z normozoosper-
mia [112, 114, 115, 326]. Podawane przez réznych autoréw
wyniki dotyczace czgstosci wystgpowania okreslonych
rodzajow aberracji chromosomowych wykazujg roznice, co
prawdopodobnie wynika z rdéznej liczebnosci badanych
grup i faktu, Zze czg$¢ danych dotyczyta nieselekcjonowa-
nych grup pacjentow. Pomimo pewnych rozbieznosci,
badania te dostarczyly waznych informacji wskazujacych
na zwiazki pomigdzy geneza mgskiej nieptodnosci a aber-
racjami chromosomowymi [4, 111]. W wigkszosci tych
prac analiza ograniczata si¢ tylko do badania kariotypow
somatycznych i analizy seminologicznej. Z kolei w pra-
cach, w ktorych oceniano wtasnosci plemnikow za pomoca
jednego z testow funkcjonalnych, wyniki korelowano
przede wszystkim z cechami ejakulatu a nie z wynikami
kariotypowania [327, 328]. W przedstawionych niniejszych
badaniach (Rozdziat IV.1.) sprawdzano, czy mozna zaob-
serwowaé ewentualne korelacje pomigdzy kariotypem
somatycznym a ,,potencjalng zdolnoscia plemnikéw do

zaptodnienia” oceniang in vitro testem funkcjonalnym SPA,
W powigzaniu z podstawowymi parametrami nasienia.
W zwiazku z tym, badaniami objgto zarowno pacjentow
z normozoospermia (I) (tabele 5. 1 6.), jak i z zaburzeniami
spermatogenezy (O;A;T) (tabele 8. i 10.). Trzeba zazna-
czy¢, ze w przypadku pierwszej grupy (pary malzenskie
z tzw. nieplodnoscia idiopatyczna) mozna bylo jedynie
domniemywac¢ meska nieptodnosé, natomiast mezczyzni ci
nie spehiali w sposob jednoznaczny kryterium ,,meskiej
nieptodnosci idiopatycznej”, bowiem ich partnerki nie po-
dejmowaly wczesniej prob zajscia w ciaz¢ (a tym samym
nie miaty dzieci) z innymi partnerami.

Cho¢ stwierdzenie, ze test SPA ocenia ,,potencjalng
zdolno$¢” plemnikéw do zaptodnienia in vitro jest okre-
$leniem umownym wydaje sig, ze dla zalozonych celow
badawczych test ten spetniat swoje zadanie. Prawidtowo
wykonywany test SPA pozwala oceni¢ zdolnos¢ plemni-
kow do kapacytacji, reakcji akrosomowej, fuzji z oolemma,
penetracji ooplazmy i dekondensacji wlasnego DNA [329].
Ograniczeniem tego testu jest fakt, iz wykonywany jest
na oocytach (chomiczych) pozbawionych enzymatycznie
ostonki przejrzystej (celem usunigcia bariery migdzyga-
tunkowej), co stanowi znaczne ,,ulatwienie” dla wyko-
nywania funkcji przez plemnik. Najistotniejsza zaleta
testu SPA (przynajmniej z punktu widzenia badan gene-
tycznych) jest mozliwo$¢ obserwacji ksztattowania sig
meskich przedjadrzy. Natomiast z punktu widzenia prak-
tyki klinicznej, warto$¢ prognostyczna testu SPA w sto-
sunku do faktycznych sukceséw reprodukcyjnych (ciaz
spontanicznych lub wyniku zaptodnien IVF i/lub ICSI)
jest dyskusyjna: w licznych publikacjach dotyczacych
takiego poroéwnania autorzy uzyskiwali zar6wno pozy-
tywna, jak i staba korelacje [328, 330, 331, 332]. Na
pewno jedna z przyczyn tych rozbieznosci byt brak stan-
daryzacji testu. W konsekwencji, cz¢§¢ nieprawidtowych
wynikow testow SPA byla rezultatem zbyt krotkiej ka-
pacytacji i/lub zbyt matej (ponizej 0,5 mln/ml buforu)
koncentracji plemnikow [190]. Przewaza opinia, Zze w prak-
tyce klinicznej test SPA moze by¢ uzyteczny przede
wszystkim w rozroéznianiu pomigdzy parami z wysokim
prawdopodobienstwem uzyskania ciazy w wyniku za-
ptodnienia IVF a bardzo niskim prawdopodobienstwem,
kiedy to od razu wskazana bytaby metoda ICSI [333].
Wynika to z obserwacji, ze przy prawidtowo wykony-
wanym teScie SPA odsetek falszywie negatywnych wy-
nikoéw jest bardzo maty (< 0,03% wg [334]). Sposrod
pacjentéw, dla ktéorych w niniejszych badaniach wyko-
nywano test SPA (tabele 5. i 8.), udato si¢ uzyskac in-
formacje o wynikach zaptodnien in vitro jedynie od
niewielkiej grupy (34 pary/164 pary, dla ktorych wyko-
nano test SPA). Zestawienie tych danych (tabela 12.)
potwierdzito sugestie innych autorow, ze odsetek fal-
szywie negatywnych wynikow (2,9%) byl w tym teécie
istotnie mniejszy w pordwnaniu do wynikow falszywie
pozytywnych (okoto 30%). Dotyczylo to zaréwno pa-
cjentdéw z normozoospermia (I), jak i z obnizonymi ce-
chami ejakulatu (O;A;T).
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Z zestawienia danych dotyczacych testu SPA i kario-
typow somatycznych (tabela 33.) wynika, ze w obu gru-
pach pacjentow (I oraz O;A;T) odsetek kariotypow
46,XY byt podobny (odpowiednio 71% i 74%). Jedno-
cze$nie niemal o polowg wigcej pacjentow z O;A;T
wykazywato uposledzona funkcjg penetracyjna plemni-
kéw (jednoznacznie negatywny wynik testu SPA) w
stosunku do grupy I (odpowiednio 31% i 17%). Mimo iz
podgrupy pacjentéw z okre§lona wada plemnikow byly
roznej liczebno$ci i/lub mato liczne (tabele 8., 9. 1 10.)
mozna powiedzie¢, ze u pacjentow O;A;T z kariotypem
46,XY (tzn. bez jakiejkolwiek anomali kariotypu) nie
zauwazono bezposredniego zwiazku pomigdzy wyni-
kiem testu SPA a okreslona wada plemnikow.

We weczesniejszych doniesieniach literaturowych u pa-
cjentow z O;A;T (bez badania kariotypow) czgsto opisy-
wano korelacje pomigdzy potencjalng zdolnoscia do pro-
kreacji a koncentracja [173, 335], ruchliwoscia [173, 336]
lub normalna/nieprawidtowa morfologia plemnikow [337].
Bardziej szczegélowe analizy wskazywaly na korelacje
pomigdzy dobra morfologia plemnikéw a zdolnoscia do
wigzania si¢ z ostonka przejrzysta oocytow oraz pomigdzy
ruchliwoscia plemnikéw a zdolnos$cia penetracji do oocytu
[338].

z grupa I (tabela 33.). Zestawiajac te wyniki trzeba jednak
uwzgledni¢ istotnie mniejsza liczebno$¢ analizowanych
przypadkow w poréwnaniu z meta-analiza. Poza tym, dane
literaturowe sa niejednorodne w tym sensie, ze wigkszo$¢
autoréw jako kariotypy 46,XY opisuje rowniez warianty
(heteromorfizmy) oraz niskoprocentowy (< 10%) moza-
icyzm dotyczacy liczby chromosoméw lub chromosomow
markerowych. Wynika to migdzy innymi z faktu, ze wy-
krycie niskoprocentowego mozaicyzmu wymaga analizo-
wania 50 zamiast rutynowo analizowanych 20 ptytek meta-
fazowych [344]. Ponadto, szczegdlnie w przypadku
chromosomu markerowego, wymaga to pewnego wyczule-
nia osoby analizujacej preparaty. By¢ moze wilasnie z tych
wzgledoéw odsetek pacjentow (12%), u ktorych wykrywano
chromosomy markerowe byt duzo wyzszy, nizby nalezato
oczekiwaé na podstawie danych literaturowych (patrz roz-
dziat 1.6.4.) [326]. Jednoczesnie, z danych literaturowych
wiadomo, ze wptyw chromosomow markerowych na nie-
plodnos¢ nie jest jednoznacznie okreslony (rozdziat 1.6.4).
Tym trudniej doszukiwaé si¢ zwiazku z niepowodzeniami
rozrodu u nosicieli chromosoméw markerowych wystepu-
jacych w niewielkim tylko odsetku komoérek somatycznych
(tabela 5.). Na podstawie uzyskanych wynikow mozna
jedynie stwierdzi¢, ze obecnos$¢ chromosoméw markero-

Tab. 33. Zestawienie wynikow testu penetracji plemnikéw (SPA) i analizy chromosoméw w dwoch grupach pacjentow: z nor-

mozoospermig (I) oraz z (O;A;T)

Tab. 33. Comparison of the results of (SPA) assay and of the karyotyping in two groups of patients with normozoospermia (I)

and with (O;A;T)

Typ * i Wyniki SPA

H 0,
nieptodnosci Srednia SPA (%) Pozytywny > 30% | Negatywny <20%
Kariotyp | O;A;T O;A;T I O;A;T I O;A;T
46,XY 71% | 74% |45+23 [ 34+21] 70% 49% 17% 31%
heteromorfizmy 9% | 24% |37+15[28+18 | 50% 37% 17% 26%
aberracje struktury 6% | 25% |29+14 | 266 | 50% 50% 50% 50%
chromosomy markerowe 12% - 53 +20 - 88% - 0% -
aberracje liczby chromosoméw | 3% - 34+6 - 50% - 0% -

*typ nieplodnosci (I): mezczyzni z par matzenskich z nieptodnoscia idiopatyczng (tabela 6.); (O;A;T): mgzczyzni z nieprawidtowymi parame-

trami ejakulatu (tabela 10.)

** dane dotycza tylko pacjentow, dla ktorych wykonano zarowno test SPA, jak i badanie kariotypu

Z licznych prac wynikalo, ze u pacjentow z O;A;T
spos$rod podstawowych parametréw ejakulatu morfolo-
gia zdaje si¢ by¢ najlepszym indykatorem funkcji plem-
nika [310, 327, 339, 340]. Jednak pozniejsze badania
raczej tego nie potwierdzity [341, 342]. Biorac pod uwa-
ge zardbwno dane literaturowe, jak i uzyskane wyniki
wlasne uwzgledniajace badanie kariotypow (tabele 8., 9.
i 10.) mozna stwierdzi¢, ze w przypadku nieptodnych
mezezyzn ani kariotyp 46,XY (tzn. bez jakichkolwiek
anomalii lub/i heteromorfizméw) ani okreslona wada
nasienia nie odzwierciedlaja jednoznacznie funkcjonal-
nych kompetencji plemnika [343].

Na podstawie informacji z meta-analizy [110] nalezato-
by oczekiwa¢, ze w grupie pacjentow O;A;T odsetek pa-
cjentow z kariotypem 46,XY bedzie nizszy w poréwnaniu

wych w Zadnym przypadku nie upo$ledzata zdolnosci
plemnikéw do penetracji oocytow in vitro (tabele 5. 1 6.).
Jednoczes$nie zwraca uwage nietatwy do wyjasnienia fakt,
iz tak czgsto (12%) przypadki z niskoprocentowym moza-
icyzmem chromosomoéw markerowych wykrywano tylko
wérod badanych pacjentdw z normozoospermia (I) (3%
u ich partnerek — tabela 5.). Trudno jednak, jedynie na tej
podstawie, domniemywa¢ istnienia zwigzkow przyczyno-
wych z nieptodnoscia u pacjentow z normozoospermia (1),
szczegblnie w kontekscie obserwacji o nieobnizonej funkcji
penetracyjnej plemnikéw (tabele 5. i 6.). W wigkszosci
przypadkow wykrywanych mozaicyzméw w komorkach
somatycznych brak jest badan i/lub rownoleglej informacji
o ewentualnej obecnosci chromosomu markerowego w
tkance gametogenicznej [344]. Dotychczas opisano segre-
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gacje¢ mejotyczng chromosomu markerowego jedynie
u dwoch plodnych mezezyzn nosicieli chromosomoéw mar-
kerowych bi-satelitarnych nieznanego pochodzenia [184]
oraz w trzech przypadkach chromosoméw markerowych
der(15) [274, 278, 287]. W tych pigciu przypadkach chro-
mosom markerowy wykrywano w 100% limfocytow krwi
obwodowej. U trzech sposrod pigeiu nosicieli stwierdzono
segregacje mejotyczna chromosomu markerowego réwna
lub zblizona do 1:1, zatem zgodna z oczekiwaniami. U jed-
nego z nosicieli chromosomu markerowego der(15), ktore-
go partnerka miata trzy wczesne poronienia wykryto chro-
mosom markerowy tylko w 6,3% plemnikéw [287]. Réw-
niez u kolejnego nosiciela chromosom markerowy inv
dup(15) wykryto tylko w 26% plemnikéw [278]. Zdaniem
autoréw moze to wskazywac na og6lny tkankowo-specy-
ficzny mozaicyzm lub by¢ skutkiem selekcji chromosomu
markerowego tylko podczas spermatogenezy [287]. Moza-
icyzm 1 niestabilno$¢ chromosoméw markerowych moze
wynika¢ z mniej wydajnej replikacji w stosunku do prawi-
dtowych chromosoméw i/lub ze spowolnionego cyklu
komoérkowego. Najlepiej udokumentowanym zjawiskiem
jest mozaicyzm bedacy konsekwencja przypadkowej utraty
chromosomu markerowego w kolejnych podziatach mito-
tycznych zachodzacych w trakcie zycia osobniczego [345].
U pacjentow Nr 39 i Nr 15 (tabela 5.) analizowano se-
gregacje mejotyczna chromosoméw markerowych wykry-
tych, w obydwoch przypadkach, w 4% limfocytow krwi
obwodowej. U pacjenta Nr 39 nie udato si¢ ustali¢ pocho-
dzenie chromosomu markerowego co uniemozliwito analize
chromosoméw plemnikowych metoda FISH. Zatem badano
chromosomy plemnikowe barwione metoda GTG, uzyskane
z meskich przedjadrzy w wyniku ksenogenicznej penetracji
do oocytow chomiczych (rycina 18.). Ograniczeniem tego
podejécia metodycznego bylo tylko sto zanalizowanych
kariotypéw plemnikowych, natomiast zaleta byto uwidocz-
nienie innych, poza chromosomem markerowym, aberracji
chromosomowych (Nr 39, tabela 15.). Stwierdzona w 7%
plemnikow obecnos$¢ chromosomu markerowego wskazuje,
ze w diploidalnej tkance gametogenicznej chromosom mar-
kerowy wystgpowat w minimum 14% komorek. W porow-
naniu z limfocytami oznacza to ponad 3-krotna kumulacje w
tkance gametogenicznej, co potwierdza sugestie, ze wyste-
powaniu chromosoméw markerowych czgsto wspoitowa-
rzyszy tkankowo-specyficznym mozaicyzm [345]. W przy-
padku pacjenta Nr 15 (tabele 5. i 15.), ktérego kariotyp
opisano jako
46,XY[961/47,XY, +mar[4].fishder(20)(wcp20+,D20Z1+)
bezposrednia przyczyna badania kariotypu byly wczesne
poronienia u partnerki (kariotypow plodow nie badano)
(opis przypadku w rozdziale IV.2.2.). Chromosom marke-
rowy der(20) zostat ,,0dziedziczony” po matce pacjenta,
u ktorej wystepowatl w 3% limfocytow krwi obwodowe;.
U pacjenta stwierdzono 8% plemnikéw z wykrytym (meto-
da FISH) chromosomem markerowym der(20) co wskazuje,
ze proporcja komorek gametogenicznych z chromosomem
markerowym wynosita minimum 16%. W poréwnaniu
z limfocytami oznaczato to 4-krotna kumulacj¢ w tkance
gametogenicznej. Jednoczesnie w plemnikach pacjenta

stwierdzono podwyzszona czgsto$é plemnikow 24,XY, co
jest czgstym zjawiskiem u mezczyzn ze wszystkimi typami
nieplodnosci (patrz rozdziat 1.5., [158, 199]). W literaturze
dotychczas opisano 14 przypadkéow nosicielstwa chromo-
somu markerowego der(20), ale tylko jeden pacjent byt w
wieku reprodukcyjnym [283, 315]. Stwierdzono u niego
azoospermig, a chromosom markerowy wykryto w 80%
limfocytow [283].

Nie mozna wykluczy¢, ze w przypadku badanego
pacjenta Nr 15 (tabele 5. i 15.) z normozoospermia
wczesne poronienia u partnerki byly jedynie koincyden-
talne wobec obecno$ci chromosomu markerowego w 8%
plemnikéw. Biologiczna rola chromosoméw markero-
wych w poronieniach jest niejasna, ale przyjmuje sig, ze
ryzyko poronien u nosicieli jest bardzo niskie [346, 347].
Jednoczes$nie wiadomo, ze dla partneréw kobiet z kilko-
ma poronieniami charakterystyczna jest podwyzszona
czesto$¢ disomii chromosoméw w plemnikach [348,
349]. Znane sa rowniez przypadki par o podwyzszonym
ryzyku poronien wspottowarzyszacym mozaicyzmowi w
gonadach [350]. Ocenia si¢, ze wsrod nieptodnych mez-
czyzn tzw. przypadkéw ,,mozaicyzmu germinalnego”
moze by¢ 1%—17% [351, 352]. W rozdziale 1V.2.2.
opisano doswiadczenia, ktére podjgto celem wykazania,
ze plemniki pacjenta Nr 15 ze zidentyfikowanym chro-
mosomem markerowym der(20) posiadaly zdolnos¢
penetracji oocytow (w tescie SPA) oraz rozwoju chro-
matyny przedjadrza meskiego do chromosomow w sta-
dium metafazy (rozdzial 1V.2.2). Uzyskanie tylko
osiemdziesigciu plytek metafazowych byla przypusz-
czalnie przyczyna, z powodu ktorej, ku pewnemu roz-
czarowaniu, chromosomu markerowego der(20) ... nie
znaleziono (rycina 10.). Jednak potencjalne ryzyko nie-
powodzen rozrodu w opisanych przypadkach mozaicy-
zmu komodrkowego, cho¢ prawdopodobnie bardzo mate
i niemozliwe do precyzyjnego okreslenia, wystepuje i nie-
zmiennie stanowi istotny problem dla poradnictwa gene-
tycznego.

W wynikach dotyczacych nieptodnych pacjentow
z normozoospermig (1), z ktorych az 69% miato prawidto-
we wyniki testu SPA 1 tylko 17% negatywne (tabele 5.16.),
zwraca jednocze$nie uwage obserwacja, ze wsrdd ich parte-
rek przeciwciala w $luzie szyjkowym wykrywano znacznie
czesciej niz w grupie O;A;T (odpowiednio 15% 1 1%)
(tabela 8.). Obserwacja ta uzupelnia wczesniejsze dane
literaturowe, ktorych analiza prowadzita do wniosku, ze w
przypadkach nieptodnosci idiopatycznej relatywnie bardzo
czesto o braku koncepcji decydowaé mogt nie domniemy-
wany ,,czynnik” meski, ale wspotwystepowanie obnizonej
(w niewielkim stopniu?) ptodnosci (ang. subfertility) u oby-
dwoch partnerow [353, 354, 355, 356]. W konsekwencji
mozna przypuszczaé, ze w tych przypadkach naturalna
koncepcja mogtaby mie¢ miejsce z partnerem biologicznym
o bardzo dobrej ptodnosci.

W grupie pacjentow z O;A;T (tabela 8.) odsetek wykry-
tych nosicieli translokacji (1,5%) byt nizszy niz w grupie
z normozoospermia (6%) (tabela 5.). Ponadto dwdch nosicie-
li translokacji wykryto w grupie pacjentdéw z azoospermia
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(10%) (tabela 8.). Lacznie, spos$rod wykrytych siedmiu
translokacji (tabele 5. i 8.) cztery nalezaly do translokacji
wzajemnych (TCW) a trzy byly translokacjami robertso-
nowskimi (TR) t(13;14), ktore sa najczgsciej spotykana
translokacja wsrdd pacjentéw z niepowodzeniami rozrodu
[357]. Nie stwierdzono jednoznacznej asocjacji migdzy
nosicielstwem translokacji i/lub obnizona warto$cia testu
SPA i cechami nasienia (tabela 33.). Wyniki te potwierdza-
ja dane literaturowe wskazujace, ze niezaleznie od proble-
mu poronien niezrownowazonych genetycznie plodow,
zwiazek nosicielstwa translokacji z nieplodnoscia (w zna-
czeniu braku koncepcji) jest trudny do ustalenia (patrz
rozdziat 1.6.1.). Dobrze ilustruje to przyktad trzech pacjen-
tow, nosicieli translokacji t(13;14)(q10;q10) (Nr 33 w tabe-
li 5., Nr 56 oraz Nr 93 w tabeli 8.). Ta sama translokacja
wspotwystepowata w przypadkach z normozoospermia i pra-
widlowa wartoscia testu SPA (Nr 33), z asthenoteratozo-
ospemia i obnizona wartoscia testu SPA (Nr 56) oraz z azoo-
spermia (Nr 93).

W grupie pacjentow z O,A,T odsetek wszystkich wy-
krytych wariantéw (heteromorfizméw) chromosoméw byt
blisko trzykrotnie wyzszy w poréwnaniu z nieptodna grupa
z normozoospermia (I) (tabela 33.). W obydwodch grupach
pacjentdw wykryto zardwno warianty bedace inwersjami
pericentrycznymi, jak i wydtuzonymi blokami heterochro-
matyny oraz warianty dtugosci ramion krotkich chromoso-
mow akrocentrycznych (tabele 7 1 11). Wigkszo$¢ klinicy-
stow nie wigze z ich wystgpowaniem zadnych efektow
genotypowych, ale jest szereg badan wskazujacych na
korelacj¢ z niepowodzeniami rozrodu [358, 359, 360, 361,
362, 363]. Sa dane wskazujace, ze konjugacja dwdch ho-
mologicznych chromosomow, takich jak 1 czy 9, z ktorych
jeden ma heteromorfizm w heterochromatynowym regio-
nie, moze by¢ zaburzona [364, 365]. Wsrdd duzej grupy
pacjentéw poddawanych zabiegowi IVF opisano 29%
mezezyzn oraz 17% kobiet z wariantami chromosoméw
[366]. W grupie z niepowodzeniami rozrodu badanej przez
Teo i wsp. odsetek nosicieli wariantow wynosit az 36%
[361]. Podobnie wysoki odsetek (34%) nosicieli wariantow
roznych chromosoméw stwierdzili w 84 osobowej grupie
nieptodnych me¢zczyzn Penna i wsp. [367]. Szacuje sig, ze
w populacji ogdlnej najczgSciej rozpoznawana inwersja
pericentryczna inv(9)(p11q12) wystgpuje z czgstoscia 1%—
2%, natomiast wsrod mezczyzn z niepowodzeniami rozro-
du réznego typu czgstos¢ szacowana jest na 3,8%—4,2 [358,
362]. Z badan Collodela wynika, ze wplyw tej inwersji na
spermatogenez¢ jest zroznicowany [358]. W populacji
ogolnej wydtuzony blok heterochromatyny 9qh+ wystepuje
z czgstoscia 6%-8% [362]. Eiben 1 wsp. [368] w badaniach
dotyczacych wystgpowania heteromorfizméw u pacjentow
7 teratozoospermig okreslit czestos¢ tego wariantu na 25%
i spekulowat, ze obecnos¢ heterochromatynowych warian-
tow chromosoméw moze by¢ jednym z wielu nierozpozna-
nych dotad czynnikdéw zaburzajacych normalna spermato-
genezg. Z kolei w badaniach Nakamury i1 wsp. [369] wsrod
1790 nieptodnych mezczyzn najczgstszym wariantem
(1,6%) byt blok heterochromatyny 1gh+ wykrywany za-

réwno wsrdd pacjentdw z azoospermia, jak i normozo-
ospermig [369].

Zaréowno w grupie badanych pacjentow z normozo-
ospermig (I), jak i z O;A;T odsetek nosicieli wariantow
z jednoznacznie negatywnym wynikiem testu SPA byt
podobny do przypadkéow z kariotypem 46,XY (odpowied-
nio 17% 1 17% oraz 31% 1 26%) (tabela 33.). Jednoczesnie,
w obydwoch grupach $rednia warto$¢ testu SPA dla nosi-
cieli wariantow byla nizsza (o okolo 20%) w poréwnaniu
z przypadkami z kariotypem 46,XY (tabela 33.). Wskazuje
to, ze warianty chromosomow faktycznie uposledzaty zdol-
nos$¢ plemnikéw do penetracji oocytdw in vitro cho¢ tylko
w niewielkim stopniu i bez jednoznaczengo zwiazku z okre-
slong wada nasienia.

Interesujaca wydaje si¢ dodatkowa obserwacja, ze odse-
tek wszystkich wykrytych wariantow u partnerek pacjentow
zarowno z grupy L, jak 1 O;A;T (odpowiednio 8% i1 10%)
byt wyzszy niz w ogolnej populacji (okoto 2%). Wobec tej
obserwacji ponownie nasuwa si¢ przypuszczenie, ze przy-
czyna bezdzietnoéci u wielu sposréd badanych par bylo
wspotwystgpowanie obnizonej ptodnosci (ang. subfertlity)
u obydwoch partnerow. Stad juz tylko krok do byé moze
kontrowersyjnej spekulacji, ze mezczyzni i kobiety o obni-
zonej plodnosci zawieraja migdzy soba zwiazki czesciej
nizby to wynikato jedynie ze zdarzen losowych.

2. Badanie wplywu mitotycznej niestabil-
nosci na poziom aneuploidii chromosomow
w plemnikach

Uwaza sig, ze jednym z wyktadnikéw zaburzonego
procesu spermatogenezy, mogacym mie¢ zwiazek z etio-
logia niepowodzen rozrodu, jest podwyzszona czgstosé
aneuploidii chromosomow w plemnikach. Podwyzszona
czestos¢ aneupolidii (okoto 2-10 razy w poréwnaniu
z kontrolg) obserwowano u mezczyzn z réznymi typami
nieptodnosci. Przewaza jednoczesnie poglad, ze nie ma
prostych korelacji pomigdzy czgstoscia aneuploidii w
plemnikach a okreSlona wada ejakulatu [158, 199]. Wia-
domo jednak, Ze u pacjentéw z bardzo silna oligoastheno-
zoospermia, a szczegolnie teratozoospermia, podwyzszo-
na czgsto$¢ aneuploidii w plemnikach jest reguta [117,
218, 219, 370].

Przedstawione w tabeli 14. (rozdziat IV.2.1.) wyniki
dotyczace poziomu aneuploidii chromosomoéw plemni-
kowych w grupie pacjentdow z niepowodzeniami rozrodu
sa zblizone do danych literaturowych: wartosci $rednie
(P) dla poszczegolnych chromosoméw (oraz poziomu
poliploidii) byly od 1,8 do 4,6 razy wyzsze w porowna-
niu do $rednich dla grupy kontrolnej (K) [191, 199].
Najwigksza roznica dotyczyla wzrostu czgstosci ane-
uploidii chromosomu 21 (4,6 razy), a najmniejsza plem-
nikéow o Kkariotypie 24,XY (1,8 razy), pomimo iz w
plemnikach grupy kontrolnej ten rodzaj aneuploidii byt
najczestszy. W wynikach z tabeli 14. zwraca uwage
obserwacja, ze spos$rod badanych chromosoméw $rednia
czgsto§¢ disomii chromosomu X w plemnikach pacjen-
tow z niepowodzeniami rozrodu byta jedyna, ktora nie
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byla statystycznie wyzsza w porownaniu z kontrola (K)
[199, 371]. Jednoczesnie, poziom disomii chromosomu
Y, ktory w plemnikach grupy kontrolnej nie r6znit sie od
disomii X, w grupie pacjentdw z niepowodzeniami roz-
rodu byl statystycznie wyzszy w porOwnaniu z grupa
kontrolna (tabela 14.). W niektérych wczesniej opubli-
kowanych pracach ich autorzy wykazywali kilkukrotnie
wyzszy poziom disomii chromosomu Y w poréwnaniu
z disomig X [192]. W zwiazku z tym, Ze obserwacje te
dotyczyly takze zdrowych mezczyzn kontrolnych mozna
wykluczy¢, aby w tych przypadkach zachodzita asocja-
cja ze wspotwystepowaniem mikrodelecji Yq.

Podobnie do doniesien innych autoréw stwierdzono
(tabela 14.) istotne réznice w indywidualnych wynikach:
np. u pacjenta Nr 1 z oligoasthenozoospermia poziom
disomii chromosoméw X oraz Y byt najwyzszy w grupie
(odpowiednio 3,4 razy oraz 5,3 razy wigcej w porowna-
niu do $redniej K). U drugiego pacjenta z oligoastheno-
zoospermig (Nr 3) takiej rdznicy nie bylo (tabela 14.).
Powyzsze dane wskazuja, ze na wzrost poziomu ane-
uploidii w plemnikach moga mie¢ wptyw rozne czynniki
i mechanizmy (trzeba tez uwzglgdnia¢, ze plemniki o ka-
riotypie 24,XY powstaja w wyniku btedow w mejozie I,
natomiast disomia X lub Y w mejozie IT) [371].

W nielicznych badaniach wykazano, ze takze u niekto-
rych mtodych, zdrowych mezczyzn o prawidtowych para-
metrach ejakulatu (i kariotypie somatycznym 46,XY) wy-
krywa si¢ w plemnikach podwyzszona czestos¢ aneuploidii
chromosomoéw [192, 193, 372, 373]. Zjawisko to okreslono
jako ,,state warianty aneuploidii” dla podkreslenia, ze u tych
mezezyzn podwyzszony poziom aneuploidii w plemnikach
utrzymywatl si¢ w badaniach powtarzanych na réznych
probkach ejakulatu przez kolejnych kilka lat [192, 193].
Szacuje sig, ze ,,state warianty aneuploidii” moga wystgpo-
waé nawet u 20% megzczyzn z grup kontrolnych [192].
Badania te wykonano tylko dla chromosomoéw 8, 13, 18,
21, X i Y oraz plemnikow diploidalnych. W niniejszych
badaniach wilasnych (tabela 14.) uwzgledniono takze chro-
mosom 15 (nie badano chromosomu 8). U dwoch mez-
czyzn z grupy kontrolnej (Nr 2 i Nr 7 w tabeli 14.) réwniez
obserwowano podwyzszony poziom aneuploidii chromo-
somow w plemnikach; u mgzczyzny Nr 7 dotyczyt tylko
chromosomu 15, natomiast u mgzczyzny Nr 2 wszystkich
badanych chromosoméw (nie dotyczyt plemnikéw diplo-
idalnych). Wyniki te potwierdzily si¢ w dwoch analizach,
ale byly one powtdérzone w stosunkowo krétkim odstepie
czasowym. Jednak fakt, iz poziom aneuploidii w plemni-
kach mezczyzny Nr 2 byt zblizony do wynikéw pacjentow
z grupy z niepowodzeniami rozrodu sugeruje, iz przynajm-
niej w jego przypadku moze zachodzi¢ zjawisko ,,statych
wariantow aneuploidii”. W badaniach Rubesa i wsp. [192]
,,State warianty aneuploidii” wykryte w plemnikach jednego
zdrowego mezczyzny dotyczyly chromosoméw XY, diso-
mii X, disomii Y, disomii 8 oraz plemnikéw diploidalnych.
W plemnikach kolejnych trzech zdrowych m¢zczyzn Rubes
i wsp. wykryli ,,state warianty aneuploidii” tylko dla jedne-
go z badanych chromosomoéw: disomii 8, ub disomii X, lub
plemnikéw XY [192]. Natomiast w badaniach Tempest

i wsp. [373] w plemnikach od trzech zdrowych mezczyzn
zidentyfikowano ,,stale warianty aneuploidii”, ktére doty-
czyly nullisomii chromosoméw X lub Y, disomii 13 oraz
plemnikoéw diploidalnych, ale nie dotyczyly plemnikow
z disomig chromosomu X, Y lub 13.

Funkcjonalne znaczenie ,,statych wariantow aneuplo-
idii” w aspekcie ewentualnych niepowodzen rozrodu nie
byto przedmiotem oddzielnych badan. Jest jednak praw-
dopodobne, ze wérdd tych mezezyzn wystepuje podwyz-
szone ryzyko udziatu w zaptodnieniu wlasnie plemnika
z aneuploidia [193]. Przypuszczenie, ze moze zachodzic¢
asocjacja pomigdzy podwyzszona czgsto$cia aneuploidii
w plemnikach a trisomia pochodzenia ojcowskiego wy-
nika z analogii do wynikow badan dotyczacych poziomu
aneuploidii w plemnikach ojcéw dzieci (lub plodow)
z zespotem Downa, zespotem Klinefeltera i zespotem Tur-
nera [194, 196, 197, 274, 374, 375, 376]. U wielu z tych
ojcow stwierdzano podwyzszona czgstos¢ aneuploidii chro-
mosomow 13, 21, 22, X, 'Y i/lub plemnikéw diploidalnych,
co interpretowano jako konsekwencje ,,podatnosci” do non-
dysjunkcji chromosoméw podczas mejozy [196, 377].
Takze w przypadku pacjenta Nr4 (tabele 13. 1 14.), ktory
byt ojcem jednego dziecka z trisomia 13 oraz drugiego
z trisomia 21, stwierdzono w plemnikach podwyzszong
(i wigksza niz $rednia grupy P) czestos¢ aneuploidii chro-
mosoméw 13 1 21. Jednocze$nie w plemnikach pacjenta
Nr 4 czgsto$¢ aneuploidii chromosoméw 15 i 18 byla na
poziomie wartosci grupy kontrolnej (tabela 14.).

Teoretycznie, podwyzszony poziom aneuploidii chro-
mosomow plemnikowych moze by¢ pochodna zmienione-
go wewnatrzgonadowego mikrosrodowiska, prowadzacego
do zaklocenia przebiegu mejozy (np. rekombinacji) i w
konsekwencji mechanizmow kontrolujacych segregacje
chromosoméw mejotycznych. Do takiej interpretacji skla-
niala si¢ wczesniej wigkszos$¢ autoréw, przede wszystkim w
oparciu o obserwacje, ze w spermatocytach w pachytenie
najczestsza utrata miejsc rekombinacji dotyczyla wiasnie
chromosoméw o najwyzszym poziomie aneuploidii w
plemnikach (chromosomy 21, 22, X i Y ) [158, 159, 160,
161, 162, 166]. Kiedy jednak po raz pierwszy wykonano
badania, w ktorych bezposrednio poréwnano czgsto$é re-
kombinacji chromosomow (1, 9, 13, 21, X 1Y) i czgstosé
aneuploidii w plemnikach u tych samych me¢zczyzn z pra-
widlowa spermatogeneza okazato sig, ze oczekiwanej kore-
lacji nie stwierdzono (spermatocyty i plemniki pochodzity
z biopsji gonad) [166]. Postawiono wowczas hipoteze
»efektu progowego” zakladajaca, ze korelacja pomigdzy
rekombinacja mejotyczna a aneuploidia w plemnikach
zachodzi po przekroczeniu pewnego poziomu anomalii
[170]. Natomiast taka korelacje dla disomii YY oraz sumy
aneuploidii chromosoméw X 1 Y potwierdzono u pacjentow
z nieobstrukcyjna azoospermia (w analogicznie przeprowa-
dzonych badaniach na komérkach z biopsji jader) [170].
Badania te jednoczes$nie pokazaly, ze konsekwencja zabu-
rzen w przebiegu mejozy moga by¢ zardwno zatrzymanie
podziatu i eliminacja komorki, jak i uniknigecie tego, co
skutkuje aneuploidia.
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W ostatnich latach coraz wigcej danych wskazuje, ze
alternatywnie, podwyzszony poziom aneuploidii w ga-
metach moglby wynikaé¢ z niestabilnosci w mechani-
zmie(ach) kontrolujacym podziaty komorkowe. Poprzez
interferencj¢ np. z organizacja mikrotubul wrzeciona
podziatowego 1 ich wiazania z kinetochorem prowadzi-
loby to do btedow w segregacji chromosoméw zaréwno
podczas mitozy, jak i mejozy [379, 380, 381, 382]. Jest
réowniez prawdopodobne, ze w czgsci przypadkdéw etio-
logia podwyzszonej aneuploidii chromosomoéw w plem-
nikach jest ztozona; moze by¢ np. konsekwencja wspot-
wystgpowania zaburzen w organizacji mikrotubul i re-
kombinacji.

Wyniki wskazujace na wystgpowanie asocjacji po-
migdzy predyspozycja do nondysjunkcji chromosomow
mitotycznych w komodrkach somatycznych (limfocytach
krwi obwodowej) i chromosoméw mejotycznych u nie-
ptodnych mezczyzn po raz pierwszy przedstawili Ga-
zvani 1 wsp. [383, 384]. Badajac u pacjentéw z silna
oligoasthenozoospermia poziom aneuploidii chromoso-
mow 18, 21 X 1 Y rownocze$nie w plemnikach oraz
w limfocytach stwierdzili, ze podwyzszona czgstos¢
aneuploidii chromosoméw X i Y w plemnikach byta
skorelowana z podwyzszona czgsto$cig aneuploidii tych
chromosomoéw w limfocytach (sygnaty FISH liczono
w 5000 jader komorkowych w interfazie) [360, 383].
Najsilniejsza korelacje stwierdzono dla chromosomu Y,
w przypadku chromosomu 21 korelacja byta mniejsza w
poréwnaniu z X i Y, natomiast w przypadku chromoso-
mu 18 nie zostata stwierdzona [383]. Rdznice te mogty-
by wynika¢ z niejednakowej dla wszystkich chromoso-
moéw ,.tendencji” do nondysjunkcji podczas mitozy [383,
384]. Na podstawie tych wynikdéw przedstawiono wow-
czas hipotez¢ mowiaca, ze jesli w komorkach somatycz-
nych zachodzi niestabilno$¢ mitotyczna, to dotyczy ona
réwniez komoérek germinalnych dzielacych si¢ mitotycz-
nie (spermatogonii), powodujac tym samym wzrost
czestosei aneuploidii chromosoméw w plemnikach [383,
384]. W zwiazku z tym, ze badana grupg stanowili pa-
cjenci z oligozoospermig Gazvani i wsp. [383, 384]
ocenili, ze w ich przypadku utrata okoto 10% plemnikow
mogtaby wynika¢ z selektywnej degeneracji aneuplo-
idalnych spermatocytow w konsekwencji ,,blokowania”
podziatéw komorkowych w ,,checkpoint” podzialu ko-
morkowego.

Zestawione w tabeli 14. dane dotyczace limfocytow
oraz plemnikéw zasadniczo potwierdzaja obserwacje
Gazvani’ego i wsp. [383, 384]. U pacjentéw z niepowo-
dzeniami rozrodu (Nr 1 — Nr 7) podwyzszonej czgstosci
aneuploidii chromosoméw w plemnikach towarzyszyta
podwyzszona czgsto$¢ aneuploidii w limfocytach krwi
obwodowej. Porownujac wartosci $rednie (P) dotyczace
poziomu aneuploidii chromosoméw w plemnikach i lim-
focytach u tych pacjentéw, stwierdzono asocjacjg w
wystegpowaniu podwyzszonej (w porownaniu do warto-
Sci $redniej grupy kontrolnej K) czgstosci aneuploidii
chromosomow 13, 15, 18, 21. Y oraz sumy aneuploidii
chromosoméw X i Y. Podwyzszona czgsto$¢ disomii

chromosomu X, ktora stwierdzono tylko u dwoch pa-
cjentow (Nr 1 oraz Nr 6), takze byta skorelowana z pod-
wyzszong aneuploidia chromosomu X w limfocytach.
Sposrod tych pacjentow z grupy z niepowodzeniami
rozrodu, ktérych indywidualne wyniki byly najwyzsze
w grupie, (czyli istotnie wyzsze niz wartosci $rednie P),
w dwoch przypadkach (Nr 4 i Nr 5), wyjatkowo wyso-
kiej czgstosci aneuploidii badanych chromosoméow w
plemnikach towarzyszyta roéwnie wysoka czgsto$¢ ane-
uploidii w limfocytach krwi obwodowej. U pacjenta
Nr 4 dotyczyto to aneuploidii chromosomow 13 oraz 21,
natomiast u pacjenta Nr 5 chromosomu 15 (tabela 14.).

Obserwacja méwiaca, ze u pacjentow z zaburzeniami
spermatogenezy moze jednocze$nie wystgpowac predyspo-
zycja do nondysjunkcji chromosoméw w limfocytach zna-
lazta poparcie w wynikach przedstawionych przez De Pal-
ma i wsp. [385]. Badali oni poziom aneuploidii chromo-
somow X, Y i 12 w jadrach komodrkowych limfocytow
w interfazie u pacjentow z oligoasthenozoospermia (OAT),
z azoospermig oraz w trzech przypadkach azoospermii ze
stwierdzonymi mikrodelecjami w chromosomie Y (w re-
gionie Yq) [385]. W poréwnaniu z grupa kontrolna, w lim-
focytach pacjentow z OAT stwierdzono 5-krotnie, a u pa-
cjentow z azoospermia 8-krotnie wyzsza czgsto$¢ aneuplo-
idii chromosomow pici. Poziom aneuploidii chromosoméw
X 1Y w limfocytach trzech pacjentow z mikrodelecjami
w regionie Yq byt taki sam, jak w przypadkach azoospermii
bez takich mikrodelecji. Ten wynik wskazuje, ze w przy-
padku trzech badanych pacjentéw z azoospermia mikrode-
lecje w regionie Yq nie byly bezposrednia przyczyna pre-
dyspozycji chromosomu Y do nondysjunkcji w komérkach
somatycznych. Wezesniejsze donie$nienia wskazywaly na
asocjacj¢ pomigdzy znaczaco podwyzszonym poziomem
limfocytow z kariotypem 45,X a obecno$cia mikrodelecji
w chromosomie [148].

Przedstawione w tabeli 11. wyniki dotyczace pacjen-
tow z azoospermig (Nr 8 — Nr 16, rowniez w tabeli 10.)
(bez mikrodelecji w regionie Yq) sa tylko w czegsci
zbiezne z rezultatami De Palma i wsp. [385] dotyczacy-
mi pacjentdow z azoospermia. Podobnie do wynikéw De
Palma 1 wsp. [385] stwierdzono, ze w grupie pacjentow
azoospermia (Nr 8 — Nr 16) $rednia czgsto$¢ limfocytow
o kariotypach 47,XXY Iub 47,XYY byla istotnie wyzsza
w porownaniu z grupa kontrolna (tabela 11.). Natomiast
w przeciwienstwie do wynikow De Palma i wsp. [385]
nie stwierdzono roéznic z warto§ciami $rednimi (P) uzy-
skanych dla grupy pacjentdw z niepowodzeniami rozro-
du (tabela 14.). Ponadto, w grupie z azoospermia $redni
poziom disomii chromosoméw 13, 15, 18 i 21 réwniez
byt podobny do grupy z niepowodzeniami rozrodu, co
jednoczesnie oznacza, iz byt istotnie wyzszy w porow-
naniu z grupa kontrolna. Zwraca rowniez uwage fakt
znacznych réznic w indywidualnych wynikach pacjen-
tow z azoospermig (tabela 14.). Na przyktad, wigkszo$¢
wynikoéw pacjenta Nr 12 (tabela 14.) nie roznita si¢ od
wynikoéw grupy kontrolnej. Pacjent Nr 14 byt jedynym,
u ktorego zdiagnozowano catkowity brak podziatow mito-
tycznych w kanalikach nasiennych (tabela 13.). Teore-
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tycznie, wladnie u tego pacjenta mozna by oczekiwaé
najwyzszego poziomu aneuploidii chromosomow w lim-
focytach. Tego jednak nie stwierdzono; suma hiperha-
ploidii badanych chromosomoéw faktycznie byta wyzsza
od $redniej (A) dla catej grupy pacjentéw z azoospermia,
jednak nie odbiegata od wynikéw pacjentow z grupy
z niepowodzeniami rozrodu (tabela 14.). Spos$rod wszyst-
kich pacjentow (Nr 1 — 16) najwyzsze czestosci dotyczace
aneuploidii w limfocytach wszystkich badanych chromo-
somow (wyjatkowo wysokie dla chromosoméw 18 i 21)
stwierdzono u pacjenta Nr 13, u ktoérego zdiagnozowano
zatrzymanie spermatogenezy na poziomie spermatogonii
(tabela 13.). Wydaje sig, iz szczegodlnie u pacjenta Nr 13
mogloby znalez¢ potwierdzenie przypuszczenie, ze etiolo-
gia czgsci przypadkéw niepowodzen rozrodu/zaburzonej
spermatogenezy moze wynikac z niestabilno$ci w mechani-
zmach kontrolujacych podziaty komorkowe, co powoduje,
ze mitotyczna niestabilno§¢ w komoérkach somatycznych
dotyczy roéwniez komorek germinalnych dzielacych sig
mitotycznie [383, 384].

Bodaj najbardziej interesujace wyniki pochodza z ba-
dan (na chromosomach 8, X i Y) Rubesa i wsp. [192] kto-
rzy wykazali, ze takze u tych m¢zczyzn z normozoosper-
mia, u ktérych stwierdzono ,,stale warianty” aneuploidii
w plemnikach, wystgpowala korelacja z podwyzszonym
poziomem aneuploidii w limfocytach. Istotna korelacje
stwierdzono migdzy plemnikami o kariotypie 24,XY a aneu-
ploidia chromosoméw plci w limfocytach. Natomiast nie
stwierdzono istotnej korelacji pomigdzy disomia chromo-
somow X lub Y lub 8 w plemnikach a aneuploidia tych
chromosoméw w limfocytach [192]. Wyniki te wskazy-
waly, ze korelacja nie dotyczyla blgdow powstalych w me-
jozie II. Ponadto fakt, iz mgzczyzni ze ,,statymi wariantami”
aneuploidii w plemnikach mieli prawidlowa liczbg plemni-
kow w ejakulacie posrednio potwierdza, ze obecno$¢ do-
datkowego chromosomu X lub Y podczas podzialu mejo-
tycznego niekoniecznie musi oznacza¢ zahamowanie tego
procesu. Na mozliwo$¢, ze komorki zawierajace dodatkowe
chromosomy X lub Y sa zdolne do podziatéw mejotycz-
nych juz wczesniej zwracali uwagg inni autorzy [265, 386].

Z danych przedstawionych w tabeli 14., dotyczacych
mezczyzn Nr 2 i Nr 7 z grupy kontrolnej, wynika, ze takze
w ich przypadku podwyzszony poziom aneuploidii chro-
mosomow w plemnikach wspotwystepowatl z podwyzszo-
nym poziomem aneuploidii w limfocytach. U mezczyzny
Nr 7 podwyzszony poziom aneuploidii dotyczyt tylko
chromosomu 15. W przypadku mezczyzny Nr 2 asocjacja
dotyczyta aneuploidii wszystkich badanych autosomow,
disomii chromosomu X oraz sumy aneuploidii chromoso-
mow X 1Y. Podobnie do wynikéw Rubesa i wsp. [192] nie
zaobserwowano korelacji migdzy disomig chromosoméw Y
w plemnikach i w limfocytach (tabela 14.). Natomiast wy-
soki poziom disomii chromosomu X w limfocytach wska-
zuje, ze korelacja moze dotyczy¢ takze bledow powstatych
w mejozie II.

Interpretujac wyniki dotyczace wystgpowania ,,statych
wariantow” aneuploidii chromosomoéw X 1 Y w plemnikach
oraz w limfocytach u zdrowych mezczyzn z normozoo-

spermia Rubes 1 wsp. [192] sugerowali, ze osoby te mogty-
by by¢ nosicielami wariantow (polimorfizmow) genow
kontrolujacych wspolne czynniki w ,.checkpoints” cyklu
komorkowego lub segregacji chromosomoéw mitotycznych
i mejotycznych. Nie mozna rowniez wykluczy¢, ze mecha-
nizmem prowadzacym do ,,statych wariantow” aneuploidii
jest podwyzszona indywidualna wrazliwo$¢ na czynniki
srodowiskowe [192]. Z wczesniejszych badan Rubes i wsp.
rowniez wynikato, ze wptyw pewnych czynnikéw ($rodo-
wiskowych) na wzrost poziomu aneuploidii moze by¢
ograniczony tylko do niektorych chromosomow: np. pale-
nie papierosow powoduje wzrost disomii tylko chromoso-
mu 'Y [387].

Jest bardzo prawdopodobne, ze w czgsci przypadkoéw
etiologia podwyzszonej aneuploidii chromosomow w plem-
nikach jest zlozona; to znaczy moze by¢ konsekwencja
wspotwystepowania zaréwno niestabilnosci w mechani-
zmie(ach) kontrolujacym podzialy komorkowe (np. organi-
zacj¢ mikrotubul) jak i zaburzen w rekombinacji.

3. Badanie wzoru segregacji mejotycznej
u nosicieli translokacji chromosomowych
wzajemnych

Sposrod anomalii chromosomowych wykrywanych
u mezczyzn z niepowodzeniami rozrodu, kluczowa rolg
odgrywaja translokacje wzajemne (zréwnowazone) (TCW).
U nosicieli TCW bezdzietno$¢ najczesciej nie wiaze si¢
z brakiem koncepcji. Dla nosicieli TCW typowe sa niepo-
wodzenia rozrodu wynikajace przede wszystkim z elimi-
nacji niezcownowazonych genetycznie zarodkow, poronien
samoistnych i wezesnych zgondéw noworodkéw. W niniej-
szych badaniach cata grupe nosicieli TCW stanowilo trzy-
nastu mezczyzn (tabele 5., 8.1 17.). W tej grupie nieptod-
no$¢ z powodu braku koncepcji wystgpowata w pigciu
przypadkach (39%), w jednym przypadku wiazato sig to
z azoospermia (tabela 8.). Wsrod dziewigciu nosicieli
TCW, u ktérych badano wzor segregacji mejotycznej nie
bylo nosiciela z brakiem koncepcji (tabela 17.). Z prac
dotyczacych analizy kariotypéw u potomstwa nosicieli
TCW wynikalo, ze w potomstwie wykrywane sa tylko
niektore typy chromosomowego niezrownowazenia [cyt.
za 226, 236]. Opublikowane dotychczas wzory segregacji
mejotycznej od okolo stu czterdziestu nosicieli TCW wy-
kazaty, Zze powstawanie niezrOwnowazenia genetycznego
podczas mejozy jest wysoce zmienne w roznych transloka-
cjach a nosiciele TCW zawsze produkuja wszystkie typy
niezrownowazonych gamet, cho¢ w rdznej proporcji (patrz
rozdziat 1.6.1.1.). Pewne watpliwosci moze budzi¢ jedynie
kwestia segregacji 4:0, ktora zachodzi rzadko i stad jest
trudna do stwierdzenia (patrz rozdziat IV.3.). Zgodnie z
oczekiwaniami, rowniez w przypadku badanych nosicieli
T1-T9 znaleziono segreganty nalezace do wszystkich
typdw segregacji (tabela 18.). Typowa dla nosicieli TCW
wysoka czestos¢ powstawania niezrownowazonych gene-
tycznie zarodkdéw jest prawdopodobnie konsekwencja
braku prezygotycznej selekcji przeciwko plemnikom z nie-
prawidlowym kariotypem [237, 238, 239, 240]. Braku
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takiej selekcji posrednio dowodza podobne wzory segrega-
cji mejotycznej uzyskiwane na plemnikach tego samego
nosiciela zardbwno z ejakulatu, jak i po ksenogenicznej
penetracji do oocytow [238, 239, 240]. Z badan wzoréw
segregacji mejotycznej wynika, ze kazda translokacja
TCW ma swoj specyficzny wzor segregacji mejotycznej
(patrz rozdziat 1.6.1.1.). Badania te nie przyniosty jednak
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy dla pewnych
TCW moze wystgpowac wspolny wzor segregacji nieza-
leznie od zaangazowanych chromosoméw. Badanie chro-
mosoméw plemnikowych nie przynosi informacji o czg-
stosci chiazm w chromosomach tworzacych kwadriwalent,
co jest niezbedne do tworzenia uktadow modelowych
(prognostycznych) [238, 239, 240]. W konsekwencji nie
mozna np. stwierdzi¢, czy normalny i zrownowazony
kariotyp plemnika jest produktem segregacji naprzemien-
nej lub przyleglej I (patrz rozdziat IV.3.). Natomiast ewen-
tualne teoretyczne zatozenia co do czgstosci chiazm w chro-
mosomach zaangazowanych w kwadriwalent sa utrudnione
przez to, ze czgstos¢ powstawania chiazm dla tego samego
chromosomu wykazuje duza zmienno$¢ mi¢dzyosobnicza
i dodatkowo jest zmienna w réznych translokacjach [161,
388, 389, 390]. Z niektorych badan przeprowadzanych na
materiale z biopsji jader, w ktorych byla mozliwos¢ ob-
serwacji korelacji pomigdzy konfiguracja kwadriwalentow
a typem segregacji, mozna wnioskowa¢, ze translokacje
bywaja ,,nieprzewidywalne” [388, 391]. Mimo powyzszych
ograniczen wzor segregacji mejotycznej uzyskany droga
badania chromosoméw plemnikowych dostarcza waznych
danych kliniczno/prognostycznych. U tych nielicznych
nosicieli translokacji, u ktorych byta mozliwo$¢é poréwna-
nia produktéw segregacji mejotycznej poprzez badanie
zardbwno mejozy na materiale z biposji jadra, jak i poprzez
kariotypowanie plemnikéw, wyniki byly ze soba zgodne
[239, 240, 388].

Z analizy wzoroéw segregacji mejotycznej wszystkich
dotychczas zbadanych pod tym wzgledem translokacji
wynika, ze wigkszos¢ TCW prowadzi do produkcji oko-
fo 35%—-50% normalnych/zrownowazonych plemnikow,
co jednoczesnie oznacza, ze w wigkszosci translokacji co
najmniej potowa segregantdow moze by¢ niezrownowa-
zona [228, 231]. Sposrod przedstawionych w tabeli 18.
wzorow segregacji tylko w przypadku nosiciela T1 t(1;7)
odsetek plemnikéw normalnych/zréwnowazonych byt
wyraznie wyzszy i wynosit 68%. Analiza wzorow segre-
gacji potwierdzita ponadto, ze zgodnie z teoretycznymi
oczekiwaniami, wigkszo$¢ segregantow nalezy do segre-
gacji naprzemiennej i przylegtej I [228, 232]. Tak byto
réwniez w przypadku wszystkich nosicieli w tabeli 18.
Natomiast z analizy wszystkich znanych wzorow segre-
gacji wynika, ze Srednia czgsto$¢ plemnikow po segre-
gacji przylegtej 11 oraz 3:1 jest wyzsza, niz mozna byto
teoretycznie przewidywac [392, 393]. W tabeli 18. tylko
w przypadku nosiciela TS5 t(9;14) stwierdzono wyzszy
odsetek plemnikow po segregacji przyleglej II w porow-
naniu z przylegta I. Wg Farauta i wsp. [392] wysokiej
czgstosci tych segregantow sprzyja¢ moze obecnosc¢
kroétkich odcinkéw interstycjalnych. Z kolei we wzorze

segregacji u nosiciela T3 t(7;13) charakterystyczny byt
wysoki (29,4%) odsetek plemnikow po segregacji 3:1.
Podobna segregacj¢ opisano wczesniej tylko kilkakrotnie
[394, 395, 396, 397, 398]. Wg Jalberta i wsp. [393] se-
gregacji 3:1 sprzyja¢ moze bardzo asymetryczna konfi-
guracja kwadriwalentu, czgsto z udzialem chromosomow
akrocentrycznych.

Badania wzoru segregacji mejotycznej w plemnikach
przyniosty odpowiedz na pytanie dotyczace r6z-
nic/podobienstw we wzorach segregacji u nosicieli tych
samych TCW wystepujacych w rodzinach. Oprocz
przedstawionej wlasnej analizy dotyczacej syna i ojca,
nosicieli t(4;5) (T7 i T8, tabela 18.), znane sa wyniki
dotyczace wzordow segregacji w plemnikach u blisko
spokrewnionych o0sob jeszcze w szeSciu innych rodzin-
nie wystgpujacych TCW [243, 399, 400, 401, 402, 403].
We wszystkich przypadkach stwierdzono, Ze nosiciele
tych samych translokacji rodzinnych maja podobny wzor
segregacji mejotycznej, a pewne roznice [243, 399]
mieszcza si¢ w zakresie bledu metody (tréjkolorowy
FISH w jadrach plemnikéw). Podobny wzor segregacji
utrudnit jednak wyjasnienie kolejnego problemu, ktorym
jest fakt, iz zaburzenia spermatogenezy i/lub brak kon-
cepcji zdarzaja si¢ tylko u niektoérych nosicieli tej samej
translokacji rodzinnej [402]. Wczedniejsze badania nad
przebiegiem mejozy (na materiale z biopsji jader) row-
niez nie wyjasnily przyczyn tych roéznic [304]. Johannis-
son i wsp. [304] analizowali stadium pachytenu u trzech
nosicieli z dwoch generacji trzypokoleniowej rodziny
z translokacja t(9;12;13)(q22;q22;32). Jeden z badanych
nosicieli byt ptodny, jeden nieptodny a jeden miat obni-
zona plodnos¢ (ang. subfertile). Natomiast zaréwno
konfiguracja heksawalentu, jak i dalsza segregacja mejo-
tyczna byly u tych nosicieli podobne. W §wietle powyz-
szych wynikéw trzeba wziaé¢ pod uwage mozliwosé, ze
przynajmniej na cze$¢ opisywanych w rodzinach nosi-
cieli TCW réznic w reprodukcyjnych sukcesach rzuto-
wac moze obnizona ptodnos¢ partnerek.

W przypadku syna i ojca (nosiciele T7 i T8, tabele
17. 1 18.) wewnatrzrodzinna zmienno$¢ dotyczyta roznic
w spermatogenezie — tylko w przypadku syna (T7)
stwierdzono teratozoospermig. Niektorzy autorzy suge-
rowali, ze wykrywany u okoto 30% nosicieli réznych
TCW tzw. efekt interchromosomowy jest charaktery-
styczny wiasnie dla nosicieli z nieprawidlowym sper-
miogramem (patrz rozdziat 1.6.1.1) [204, 245]. W plem-
nikach syna (nosiciel T7) stwierdzono hiperhaploidig
chromosomu 15, natomiast u ojca (nosiciel T8) hiperha-
ploidi¢ chromosoméw X i Y, zatem nie byt to efekt
interchromosomowy zwiazany z translokacja (tabela 14.,
T7=Nr 51 T8 = Nr 6). W przypadku ojca (nosiciel T8)
mozna domniemywaé, ze hiperhaploidia chromosoméw
X 1Y wynikata ze starszego wieku mezczyzny. Korela-
cj¢ migedzy wiekiem a wzrostem poziomu aneuploidii
chromosomow X i Y w plemnikach opisywano kilka-
krotnie [154, 404]. Natomiast w przypadku syna (nosi-
ciel T7) mozna spekulowaé, ze teratozoospermia mogta
mie¢ zwiazek z hiperhaploidia chromosomu 15, bowiem
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niektore doniesienia wskazywaly juz wcze$niej na takie
korelacje [405].

Dotychczas, tylko w przypadku translokacji
t(11;22)(q23;q11), udato si¢ przeprowadzi¢ badania wzo-
row segregacji mejotycznej u niespokrewnionych nosicieli
tej samej TCW w wigcej niz w dwoch niezaleznych osérod-
kach. Jest to najczestsza, powtarzajaca si¢ translokacja
nierobertsonowska [394, 395, 398, 399, 406]. Uzyskano
zblizone, cho¢ nie takie same wyniki, z charakterystycz-
nym, bardzo wysokim odsetkiem segregantow 3:1. W tabeli
18. przedstawiono wzor segregacji (T4) w plemnikach
nosiciela t(7;9)(q36;p21), natomiast wczesniej Pellestor
i wsp. [407] przedstawili wyniki u nosiciela bardzo podob-
nej translokacji t(7;9)(q33;p21). W pracy Pellestor i wsp.
[407] wyniki uzyskano zar6wno metoda dwukolorowego
FISH (co oznacza brak informacji o produktach segregacji
przylegtej 1), jak i poprzez badanie chromosomoéw plemni-
ka w stadium metafazy (po penetracji plemnikéw do oocy-
tow chomiczych), w ktorej to metodzie wyniki dotycza
malej liczby segregantow. W przypadku obydwu wyzej
wymienionych translokacji (T4 1 w [407]) uzyskano takie
same wyniki dotyczace segregacji naprzemiennej (okoto
44%) 1 przyleglej 11 (okoto 12%); roznica w wynikach
dotyczyta segregacji przyleglej I oraz 3:1. Trudno jest jed-
noznacznie zinterpretowaé te roznice, bo pomimo podo-
bienstwa translokacje nie byly identyczne. Roznica w wy-
nikach segregacji przylegtej I moglaby ewentualnie
wynikaé¢ z réznic w metodzie badawczej bowiem w pracy
Pellestor i wsp. [407] dane pochodza z chromosoméw
w stadium metafazy a nie z trojkolorowego FISH. Jedno-
czesnie jednak trzeba mie¢ na uwadze, Ze interpretujac
roznice w wynikach i/lub wyniki niezgodne z oczekiwa-
niami, dotyczace segregacji mejotycznej uzyskiwane meto-
da trojkolorowego FISH w jadrach komorkowych plemni-
kow trzeba uwzgledni¢ fakt, ze identyfikacja niektorych,
sposrod 16 mozliwych segregantow, moze by¢ nieprecy-
zyjna [231]. Metoda ta wymaga jednoczesnego zastosowa-
nia do dwoch réznych chromosoméw sond centromero-
wych i subtelomerowych, o r6znej wielkosci, wydajnosci
hybrydyzacyjnej i intesywnosci sygnatow (patrz przyktady
na rycinie 12D). W matym jadrze plemnika duze sygnaly
sond centromerowych moga maskowac niektore sygnaly
sond telomerowych, w konsekwencji generujac wzrost
czestosci segregantow o mniejszej liczbie sygnatow. Po-
nadto brak ktoregos z sygnalow, interpretowany jako
nieobecno$¢ okre§lonego chromosomu w jadrze plemnika,
jest nie do odrdznienia od artefaktu hybrydyzacyjnego, co
moze prowadzi¢ do przeszacowania czgstosci segregan-
tow z jednym chromosomem [237].

W zwiazku z powyzszym ograniczeniem metody
trojkolorowego-FISH dotyczacym badan chromosoméow
plemnika, trudna jest jednoznaczna interpretacja innego
zjawiska, ktore zwraca uwageg w znacznej czgSci wzorow
segregacji mejotycznej opisanych dotad TCW. Chociaz
modele segregacji mejotycznej przewiduja réwne pro-
porcje komplementarnych segregantow w kazdym z ty-
poéw segregacji, to nie zawsze znajduje to eksperymen-
talne potwierdzenie [238, 386, 396, 397, 401, 402, 408,

409, 410, 411]. Nawet biorac pod uwage mozliwosé
przeszacowania czestosci segregantdw z jednym chro-
mosomem przy zastosowaniu metody trdjkolorowego
FISH, trzeba podkresli¢, ze brak modelowej proporcji
1:1 stwierdzano takze stosujac metodg kariotypowania
chromosomoéow plemnikowych po penetracji do oocytow
chomiczych [238, 401]. W tabeli 18. przyktadem nie-
rownych proporcji komplementarnych segregantow (tzn.
zamiast modelowego stosunku 1:1,wystapil stosunek
powyzej 1,5) sa translokacje: t(1;7) (segregacja trzecio-
rzgdowa i wymienna), t(2:7) (segregacja trzeciorzgdowa)
oraz t(7;13) (segregacja przylegla II, trzeciorzedowa
i wymienna). Van Hummelen i wsp. [412] na przykla-
dzie t(1;10) stwierdzili, ze brak proporcji 1:1 po segre-
gacji przylegtej 1 i przyleglej 11 zachodzi w przypadkach
nieukonczonej rekombinacji. W innych translokacjach to
wyjasnienie nie znalazto jednak potwierdzenia [410,
413]. Niektorzy autorzy rozwazali mozliwos$¢ rdznej
przezywalnosci spermatyd np. ze wzglgdu na brak lub
duplikacje istotnych dla spermatogenezy gendéw zlokali-
zowanych na translokowanym segmencie [401, 408].
Wecezesna selekcje podczas spermatogenezy jednego
z segregantow wykazano w przypadku t(7;8) [414].
Natomiast w przypadkach translokacji t(11;17) i t(10;14)
takiej selekcji nie stwierdzono [415].

U nosiciela okreslonej translokacji TCW wielko$¢ ry-
zyka poronien i/lub urodzenia nieprawidlowego potomstwa
jest suma prawdopodobienstwa, z jakim produkowane sg
niezrbwnowazone gamety oraz prawdopodobienstwa zdol-
nosci przezycia pltodu z niezréwnowazonym kariotypem do
terminu porodu [226]. Wielko$¢ ryzyka przewidywana
jest na podstawie modeli prognozujacych takie prawdo-
podobienstwo [393, 416]. Szacuje sig, ze wsrod bada-
nych polskich rodzin nosicieli réznych translokacji TCW
Srednio 76% mialo szansg posiadania zdrowego potom-
stwa (okoto 17% mialo wysokie a 58% niskie ryzyko
urodzenia nieprawidtowego dziecka) [226]. Najczesciej
jednak indywidualne ryzyko rozni si¢ od wartosci §red-
nich uzyskiwanych w badaniach populacyjnych. Trudno-
$ci, czy wrecz niemozno$¢ bezposredniego okreslenia
indywidualnego ryzyka niepowodzenia reprodukcyjne-
go, wynikaja zar6wno z unikatowosci wigkszosci TCW,
jak i z braku informacji o wzorze segregacji mejotycznej
w plemnikach oraz z matej liczebnosci rodowodow.
Wiadomo, ze nawet bardzo podobne translokacje, roz-
nigce si¢ nieznacznie w jednym z punktow peknigcia,
niosg ze soba znaczaco rézne ryzyko urodzenia dziecka
z wadami [417]. Mozna przypuszczac, iz jest to konse-
kwencja wystgpowania istotnych réznic w genetycznej
informacji w niezrOwnowazonych segmentach [cyt. za
417]. By¢ moze, znaczenie ma rowniez zjawisko znane
z badan na modelu zwierzecym, Ze to samo niezrowno-
wazenie moze mie¢ rozny efekt w zaleznosci od gene-
tycznego tla [cyt. za 388]. Kiedy porownuje si¢ ze soba
wzory segregacji mejotycznej w podobnych transloka-
cjach (to znaczy takich, w ktore zaangazowane sa takie
same chromosomy), w niektorych translokacjach podobne
sa czestosci wszystkich lub wigkszosci typow segregacji.
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Przyktadami sa wzory segregacji w t(9;17)(p13;q21.3)
11(9;17)(q12;p12) oraz w 1(3;9)(q26.2;q32) i w t(3;9)(p25;932)
[410, 413]. Nie jest to jednak regula i roznice w czgsto-
sciach moga dotyczy¢ wigkszosci typow segregacji. Przy-
ktadem sa tu t(5;7)(q13;p15.1) 1 t(5;7)(q21;q32) [182, 413,
418] oraz t(11;18)(q23;q923) i t(11;18)(q22;q21.3) [243].
Przyktadem catkowicie odmiennych wzoréw segregacji, w
ktore zaangazowane sa takie same chromosomy jest opisana
w tabeli 18. subtelomerowa translokacja t(4;8)(p16.1;p23.1)
oraz translokacja t(4;8)(q28;p23) [238]. Roznice te prawdo-
podobnie sa pochodna réznej mozliwosci powstawania
chiazm w odcinkach interstycjalnych, co nawet przy po-
dobnej konfiguracji kwadriwalentu w diakinezie moze
decydowa¢ o wzorze segregacji mejotycznej [153, 392].

Nieliczne dane literaturowe przedstawiaja zar6wno
wzOr segregacji mejotycznej, jak i dane rodowodowe
nosiciela translokacji [388]. Zestawiajac ze soba te in-
formacje trzeba pamigtac, ze nawet w przypadku duzych
rodowodow nie sg znane kariotypy wigkszosci poronio-
nych zarodkoéw/ptodow. Z przedstawionego w tabeli 19.
poréwnania wzoréw segregacji oraz prawdopodobien-
stwa niepowodzenia rozrodu obliczonego na podstawie
danych rodowodowych dotyczacych meskich nosicieli
wida¢, w jakim zakresie dane te ze soba niezgodne.
Wydaje sig, ze w przypadku braku danych rodowodo-
wych, na pewno mozna bezposrednio ze wzoru segrega-
cji mejotycznej, bez ryzyka przeszacowania, odczytac
prawdopodobienstwo posiadania potomstwa bez wad.
Natomiast do oszacowania prawdopodobienstwa posia-
dania potomstwa z okre§lonym typem niezréwnowaze-
nia potrzebne sa informacje z bazy danych empirycz-
nych o przezywalnosci indywidualnych plodéw z kom-
binacja niezrownowazonych kariotypow [318].

W przypadku nosiciela translokacji t(2;7) (T2 w tabe-
lach 17., 18. 1 19.) poréwnano wzor segregacji mejotycznej
z wynikami przedimplantacyjnego kariotypowania (PGD)
(tabela 21.). Zaréwno odsetek zarodkéw zréwnowazonych
genetycznie (37,5%) jak 1 zarodkéw powstatych w wyniku
zaptodnienia plemnikiem po segregacji przylegtej 1 (37,5%)
byt podobny do odsetka plemnikéw po segregacji naprze-
miennej (34,2%) 1 plemnikow po segregacji przyleglej 1
(33,2%) (tabela 21.). Z danych literaturowych wynika, ze
zastosowanie metody PGD w przypadku nosicieli translo-
kacji redukuje czgsto§¢ poronien ale czgstos¢ ciaz jest pro-
porcjonalna do czgstosci normalnych/zrowno-wazonych
plemnikow [248, 419]. Wzor segregacji mejotycznej po-
réwnywano z wynikami PGD w okoto 20 r6znych translo-
kacjach i stwierdzono, ze wigcej niz 60% niezréwnowazo-
nych plemnikéw oznacza dla nosiciela zla prognozg na
uzyskanie potomstwa [394, 398, 419, 420, 421]. Escudero
i wsp. [394] zaobserwowali, ze korelacj¢ migdzy odsetkiem
niezrownowazonych genetycznie plemnikéw i odsetkiem
niezrownowazonych zarodkow mozna wyrazi¢ wzorem:
A =-55+(1,9 x B), gdzie A jest procentem niezrownowa-
zonych zarodkow a B plemnikow [419]. Odpowiednio do
tego wzoru, u nosiciela T2 t(2;7) (tabele 19. i 21.) (65,8%
niezréwnowazonych plemnikow) przewidywany procent
powstania w PGD niezrownowazonych zarodkdéw wyniost

70%. Natomiast w pierwszym cyklu ICSI powstalo mniej,
bo 62,5% niezrownowazonych zarodkow. Jednoczesnie,
wbrew mato optymistycznym teoretycznym przewidywa-
niom, powstaly trzy normalne/zrbwnowazone zarodki,
wystarczajace do sukcesu reprodukcyjnego, ktorym jest
zdrowa dziewczynka o prawidlowym kariotypie.

4. Badanie topologii chromosoméw
w plemniku

Badania przestrzennej organizacji chromosomow
w jadrze ludzkiego plemnika obejmuja topologig telome-
row, centromeréw i/lub terytor6w chromosomowych.
Dane literaturowe z ostatnich lat wskazuja, iz topologia
ta jest na tyle charakterystyczna, iz nie moze by¢ przy-
padkowa i ma fizjologiczne znaczenie dla procesow
prowadzacych do aktywacji ojcowskiego genomu po
zaptodnieniu [70, 422]. Zasadniczymi cechami topologii
sa: centralna lokalizacja chromocentrum, peryferyjna
lokalizacja (dimerow) telomerdéw tego samego chromo-
somu oraz okreslona, liniowa (tzn. wzdtuz dtuzszej osi
plemnika) pozycja terytoriow poszczegoélnych chromo-
somow [76]. Biorac pod uwage przynajmniej jedna
z wymienionych cech, analizowano w ludzkich plemni-
kach topologi¢ wszystkich chromosoméw [10, 76, 92,
98, 99, 100, 101, 106, 423, 424].

W niniejszej pracy przedstawiono preferencyjna ($red-
nig) lokalizacje (liniowa i radialng) centromeréw wybra-
nych chromosomow (7, 9, 15, 18, X 1Y) w jadrach komor-
kowych plemnikow mezczyzn z prawidlowa spermato-
geneza (rozdziaty IV.4.1.1 i 4.2.1.). Ponadto zbadano, ze
nieprawidlowa spermatogeneza, typowa dla nosicieli trans-
lokacji wzajemnych zrownowazonych (TCW) lub objawia-
jaca si¢ podwyzszonym poziomem aneuploidii, zaburza
topologi¢ chromosoméw w plemniku (rozdziaty IV.4.1.2,
4.13,42.2.14.23.). W przypadku chromosomu Y dodat-
kowo ustalono, ze telomery (p oraz q) tego matego chromo-
somu takze tworza dimery (rozdziat IV .4.2.5).

Analiza wynikéw dotyczacych preferencyjnej lokaliza-
cji liniowej wykazala, ze u ptodnych mezczyzn w wigkszo-
sci plemnikéw (55-60%) centromery badanych chromoso-
mow (7,9, 15, 18, X 1Y) wystgpowaly w centralnej czgsci
jadra komoérkowego (rycina 14.). Wyniki te byly zblizone
do lokalizacji opisywanej przez wigkszo$¢ autorow [92, 99,
106]. Jednak z badan Sbracia i wsp. [423] wynikalo, ze
preferencyjna liniowa lokalizacja chromosomu 18 ma miej-
sce w czesci jadra plemnika blisko witki. Rdznice w szcze-
gotowych wynikach dotyczacych topologii chromosoméw
moga wynika¢ z faktu, iz badania te nie sg jeszcze wystan-
daryzowane. Przykladowo, niektorzy autorzy stosowali
sondy centromerowe [92, 423] a inni sondy malujace tery-
torium chromosomowe [92, 98, 99, 100, 106]. Ponadto
uzywany byl podziat jadra komérkowego na dwa regiony
[99], trzy regiony [423] lub cztery regiony [10, 92]. Wydaje
si¢, ze w badaniach dotyczacych topologii chromosomow,
w ktorych stosuje si¢ rozne modele graficzne, najbardziej
obiektywne jest poréwnywanie wynikow dotyczacych
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lokalizacji radialnej, w ktorej eksperymentalnie okreslone
parametry wymagaja normalizacji [92, 101].

Przedstawione wyniki wtasne dotyczace lokalizacji
radialnej (rycina 18.), potwierdzily wczesniejsze donie-
sienia [65, 92], ze w jadrach plemnikéw lokalizacja
centromer6w jest ograniczona do stosunkowo malej
przestrzeni zlokalizowanej w centralnej czgs$ci jadra
plemnika (nieco przesunigtej w kierunku czgsci akroso-
mowej). Przestrzen ta, obejmujaca centromery wszyst-
kich chromosoméw plemnikowych tworzy tzw. chromo-
centrum [65, 92]. Chromocentrum zostato opisane takze
u innych badanych gatunkow: myszy, szczuréw i kurczat
[108, 424, 425]. Zatem przedstawiony obszar dotyczacy
lokalizacji tylko kilku sposéréd 23 chromosoméw plem-
nika (rycina 18.) potencjalnie stanowi pewien fragment
chromocentrum. Trzeba jednak nadmieni¢, ze cho¢ moz-
liwos¢ wystgpowania w jadrze plemnika wyodrgbnione-
go obszaru chromocentrum jest aktualnie powszechnie
akceptowana, a fakt wyst¢gpowania chromocentrum po-
piera szereg dowodow posrednich [93], to struktury
calego chromocentrum dotychczas nikt ...”nie widzial”.
Bowiem taka wizualizacja wymagataby uwidocznienia w
niespgczniatym jadrze plemnika jednoczesnie wszystkich 23
centromerow. Jak dotad penetracja sond centromerowych
(metoda FISH) do niespeczniatych jader plemnikéw jest
mato efektywna. Chociaz, z ustnej informacji wynika, ze
A. Zalensky uzyskat zdjecie plemnika z widocznym catym
chromocentrum [A. Zalensky, 2007, informacja ustna].

Przedstawione badania wiasne (rycina 18.) potwierdzily
weczesniejsze doniesienia, ze preferencyjna lokalizacja cen-
tromeru chromosomu X jest charakterystyczna, bo bliska
czesci akrosomowej [92, 99, 100]. Taka lokalizacja budzi
szczegoblne zainteresowanie, bowiem subakrosomowa czg$¢
jadra plemnika jest regionem zblizonym do miejsca pierw-
szego kontaktu z oocytem [103]. Cho¢ jedynie posrednio,
ale przedstawione w tabeli 28. wyniki dotyczace lokalizacji
centromeru chromosomu X we frakcji plemnikéw odpluka-
nych z powierzchni oocytow moga wskazywaé na fizjolo-
giczne znaczenie subakrosomowej topologii tego chromo-
somu w jadrze plemnika. Ot6z, w zadnym plemniku z tej
frakcji nie stwierdzono lokalizacji chromosomu X w czgsci
(w) jadra komoérkowgo (tzn. blizej witki). W zwiazku
z preferencyjng subakrosomowa lokalizacja chromosomu X
w jadrze plemnika spekulowano, ze moze by¢ ona czynni-
kiem sprzyjajacym wzrostowi czgstosci aberracji chromo-
somowych u dzieci urodzonych w wyniku procedury ICSI,
(chociaz wzrost ten jest stosunkowo niski) [99]. Obserwacje
wskazuja, ze dekondensacja chromatyny po procedurze
ICSI przebiega najmniej sprawnie wilasnie w czgsci suba-
krosomowej jadra plemnika. To mogloby powodowac
zaklocenia w replikacji i bledy przy pierwszym podziale
zygoty [106].

Silnym argumentem potwierdzajacym fizjologiczne
znaczenie topologii chromosomu X w plemniku bytaby
analogiczna jego lokalizacja w plemnikach u innych
gatunkéw ssakoéw. Cho¢ u wielu zbadanych gatunkow
tak jest, to doswiadczenia na plemnikach §win wykazaty
inna (centralng) pozycj¢ chromosomu X [107]. Trzeba

zaznaczy¢, iz bezposrednie poréwnywanie topologii
chromosoméw w plemnikach réznych gatunkéow jest
szczegodlnie utrudnione, ze wzgledu na znaczne rdznice
w ksztalcie plemnikow. Stad, migdzy innymi, niewiele
wiadomo na temat ewentualnego ewolucyjnego konser-
watyzmu topologii chromosomoéow plemnikowych [104].
Interesujace badania nad topologia chromosoméw pici
w plemnikach dziobaka (stekowce) wykazaly, ze u tego
gatunku chromosomy X i Y maja taka sama (centralng)
lokalizacjg. Sugerowano, iz jest to konsekwencja mejo-
tycznej asocjacji chromosomow X i Y [104]. Jest bardzo
prawdopodobne, ze w trakcie ewolucji ssakow repozycja
chromosomu X do subakrosomowej cze$ci jadra plemni-
ka przebiegata u réznych gatunkdéw niezaleznie [104].

Przedstawione badania wiasne (rycina 18.) wykaza-
ly, ze w ludzkich plemnikach radialna pozycja centrome-
ru chromosomu Y jest centralna, zatem rézna od suba-
krosomowej chromosomu X. Wyniki te potwierdzaja
lokalizacj¢ opisana wczesniej przez Zalenskaya & Za-
lensky [92]. Jednoczesnie, analizujac wyniki dotyczace
wlasnie chromosomu Y (grupa kontrolna K: ryciny 19.
1 21.) zwrécono uwagg na nieopisany wczesniej w literatu-
rze fakt wystepowania istotnych réznic miedzyosobniczych
w topologii centromeréw, w obrebie chromocentrum. Sto-
sowane dotychczas przez innych autoréw podejscie meto-
dyczne uniemozliwiato dokonanie takich obserwacji: w opu-
blikowanych pracach prezentowano jedynie usrednione
wyniki dla badanej grupy [423]. Alternatywnie, badania
wykonywano na puli plemnikow pochodzacych od kilku
dawcow jednoczesnie lub odwrotnie, tylko na plemnikach
od jednego mezczyzny [10, 92, 101, 426]. Pewne migdzy-
osobnicze roznice w lokalizacji radialnej zaobserwowano
takze w przypadku centromeréw chromosomoéw 9, 151 18
i X (grupa kontrolna K: ryciny 19. i 21.). Cho¢ indywidual-
ne wyniki pochodza tylko od kilku m¢zczyzn wydaje sig, iz
w przypadku chromosomu Y moga wskazywaé, ze w chro-
mocentrum (przynajmniej w obrgbie tego fragmentu chro-
mocentrum, ktory byt objety badaniami) pozycja centrome-
ru chromosomu Y jest przypadkowa. Na tym etapie badan
nie ma mozliwosci wytlumaczenia, dlaczego najwigksza
zmienno$¢ migdzyosobnicza zaobserwowano akurat w
przypadku chromosomu Y. Nasuwajace si¢ przypuszcze-
nia, co do ewentualnego zwiazku z dtugoscia i/lub polimor-
fizmem dlugosci chromosomu Y nie znalazly, jak dotad,
uzasadnienia w danych literaturowych. Nie stwierdzono
dotychczas korelacji pomigdzy wielkoscia chromosomu
a jego pozycja w plemniku [16, 104, 107]. Prawdopodobnie
na przestrzenna organizacj¢ chromosomow nie ma takze
wplywu obecno$¢ duzego bloku heterochromatyny regionu
Yqh12 [426].

W przypadku lokalizacji chromosomu 7 indywidual-
ne wyniki u wszystkich badanych mezczyzn z grupy
kontrolnej byly identyczne (rycina 19.). Nie mozna jed-
nak wykluczy¢, iz badania na znacznie liczniejszej gru-
pie mgzczyzn réwniez wykazalyby zmienno$¢ migdzy-
osobnicza. Jedynie posrednio, ale wskazuje na to fakt, ze
pozycja centromeru chromosomu 7 w chromocentrum
okreslona przez Zalenskaya & Zalensky [92] jest inna
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anizeli przedstawiona na rycinie 18. Gdyby wyniki Za-
lenskaya & Zalensky [92] byly uzyskane na plemnikach
pochodzacych od jednego dawcy, (co jest bardzo praw-
dopodobne), to roznica ta moglaby wskazywa¢ na
zmienno$¢ migdzyosobnicza dotyczaca takze chromo-
somu 7. W innym wypadku, roznica ta jest trudna do
wyjasnienia.

Dane literaturowe na temat wplywu aberracji struktu-
ry i liczby chromosomoéw na architekturg¢ wewnatrzja-
drowa sa nieliczne [427]. Jedynie w badaniach na my-
szach z translokacja robertsonowska opisano duze
zmiany chromosomowych terytoriow w jadrach komor-
kowych spermatogonii, spermatocytdow 1 spermatyd
[427]. Na ludzkich plemnikach badania takie nie byly
dotad prowadzone. Przedstawione do§wiadczenia wlasne
wykazaly zmiany w liniowej i przestrzennej lokalizacji
centromeréow chromosoméw 7 1 9 w plemnikach nosicie-
li kilku réznych translokacji (TCW) dotyczacych tych
chromosomow (ryciny 15. 1 19.). Jednoczesnie okazato
sig, ze obecno$¢ w jadrach plemnikoéw chromosomow
z translokacja moze mie¢ takze wplyw na zmiang topo-
logii chromosoméw nie zaangazowanych w dang trans-
lokacje (X 1Y) (ryciny 15. 1 19.). W konsekwencji, w
plemnikach nosicieli badanych translokacji region chro-
mocentrum byl powigkszony i przesunigty w kierunku
subakrosomowej czgsci w porownaniu z plemnikami
kontrolnymi (rycina 20.). Indywidualne wyniki, uzyska-
ne dla nosicieli poszczegdlnych translokacji i dotyczace
lokalizacji kazdego z badanych chromosomoéw, roznity
si¢ migdzy soba (rycina 19., tabela 31.). Punktem odnie-
sienia dla tych wynikéw byla preferencyjna lokalizacja
centromerow badanych chromosoméw ustalona na plem-
nikach grupy kontrolnej (K). Natomiast nie obliczano
wartosci $rednich dla catej grupy nosicieli translokacji
(T1-T6), gdyz w wigkszosci przypadkéw rézne translo-
kacje uwazane sa za unikatowe. Pomimo iz w czterech
z badanych translokacji (T1-T4) zaangazowany byt chro-
mosom 7 z podobnym miejscem peknigcia to we wszyst-
kich translokacjach (T1-T6) pary chromosoméw byly rozne
(tabela 23.). By¢ moze wilasnie te roznice wplynely na fakt,
iz kazda z translokacji skutkowata odmiennym wplywem
na zmiang topologii centromeréw chromosoméw 7, 9, X
1Y (rycina 19.). Z podsumowania przedstawionego w tabeli
31. wynika, iz pomimo pewnych migdzyosobniczych roz-
nic w topologii centromeréw chromosoméow 7, 9, X 1Y
w plemnikach kontrolnych (38% rdznic), mozna stwierdzic,
ze obecnos$¢ chromosomow z translokacja w istotny sposob
wplywa na zwigkszenie tych roznic (do 75%). Trzeba jed-
nak podkresli¢, iz w przypadku chromosomu Y ocena, czy
roznice w topologii (rycina 19.) wynikaja z destrukcyjnego
wplywu chromosoméw z translokacja na chromocentrum,
czy sa wynikiem tylko roznic migdzyosobniczych, jest
niejednoznaczna.

Sugeruje sig, ze w plemnikach nosicieli translokacji
(TCW) wykryte przesunigcia centromerdw w obszarze
chromocentrum (rycina 20.), ktorym prawdopodobnie
towarzysza rowniez zmiany w terytoriach chromosomo-
wych, moga mie¢ dalsze biologiczne konsekwencje.

Wecezesniej Gurevitch i wsp. [101] spekulowali, ze zabu-
rzenia w topologii chromosoméw moga wywieraé
wplyw na normalny ksztatt glowki plemnika, obnizajac
tym samym zdolno$¢ plemnikow do zaptodnienia. Jed-
nakze, wszyscy nosiciele TCW (T1-T6) opisani w pracy
nie wykazywali zmian w morfologii plemnikoéw i byli
ptodni (tabela 17.). Ponadto wiadomo, Ze brak jest aso-
cjacji pomigdzy morfologia plemnika a disomig chromo-
somoéw plemnikowych [117, 428]. Przewaza roéwniez
poglad, Ze nie zachodzi prezygotyczna selekcja przeciw-
ko chromosomowo niezrownowazonym ruchliwym
plemnikom, natomiast typowe dla nosicieli translokacji
TCW niepowodzenia rozrodu sa przede wszystkim kon-
sekwencja eliminacji genetycznie niezrownowazonych
zygot [242]. Nalezy jednak wzia¢ pod uwagg, ze zmie-
niona topologia chromosoméw w plemniku moze miec¢
wplyw na pozycje chromosomow podczas pierwszego
podzialu mitotycznego w zygocie. Przedstawione dane
(rycina 19. i rycina 20.), wskazujace, ze obecno$¢ chro-
mosomow z translokacja wplywa takze na lokalizacje
innych chromosomoéow, moga wyjasnia¢ pewne obserwa-
cje pochodzace z genetycznej diagnostyki przedimplan-
tacyjnej (PGD) [419, 429, 430]. Ot6z z badan tych wia-
domo, ze w blastomerach pochodzacych od nosicieli
translokacji TCW wystepuje znacznie podwyzszony
poziom aneuploidii chromosoméw (zaréwno zaangazo-
wanych w dang translokacje, jak i niezaangazowanych).
Ponadto, w blastomerach tych stopien mozaicyzmu licz-
by chromosoméw jest wyzszy niz w grupach kontrol-
nych oraz wyzszy, niz wynikatoby to ze wzoru segrega-
cji mejotycznej [419, 429, 430]. Iwarsson i wsp. [429]
sugerowali, ze na ten ,,dodatkowy stopien chaosu” wptyw
maja nieznane czynniki, rozne w przypadku indywidual-
nych nosicieli TCW. Przedstawione w tej pracy wyniki
pozwalaja spekulowaé, ze jednym z tych czynnikow
moze by¢ zaburzona topologia chromosoméw w plemni-
kach nosicieli translokacji (ryciny 19-20).

Nieliczne dane literaturowe dotycza topologii chromo-
soméw w plemnikach mezczyzn z niepowodzeniami rozro-
du (o prawidlowym kariotypie somatycznym) [423, 431,
432, 433]. W badaniach na plemnikach pochodzacych
z kilkuosobowej grupy pacjentdéw z nieptodnoscia idiopa-
tyczna stwierdzono zaburzenia w architekturze wewnatrz-
jadrowej, ktore zwiazane byly z: 1) nietypowym ,,upako-
waniem” terytoriow chromosomowych, 2) niestaloscia w
pozycji chromosoméw oraz 3) brakiem interakcji miedzy
telomerami [433]. Zbadano réwniez, ze w plemnikach
z podwyzszonym poziomem uszkodzen (fragmentacji)
DNA obnizeniu ulegata liczba telomeréw tworzacych di-
mery, co w konsekwencji oznaczato utratg charakterystycz-
nej dla chromosomow plemnikowych struktury ,,wsuwki do
wlosow” [432]. Natomiast w badaniach wykonanych na
plemnikach 14 pacjentéw z oligo-astheno-teratozoospermia,
z zastosowaniem sond FISH dla chromosomow 18, X oraz
Y, zaobserwowano w potowie przypadkéw zmieniona
wewnatrzjadrowa pozycj¢ chromosomow X 1Y [431].

Wyniki wlasne, dotyczace lokalizacji radialnej (ryciny
17., 21-23 oraz tabela 31.) po raz pierwszy wskazaly na
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mozliwos¢, ze jednym z czynnikéw zaburzajacych architek-
turg wewnatrzjadrowa w plemnikach moze by¢ podwyz-
szony poziom aneuploidii chromosoméw. W plemnikach
pacjentow z podwyzszonym poziomem aneuploidii chro-
mosomow plemnikowych radialna pozycja centromeréw
chromosomoéw 15, 18 1 X rdznila sig istotnie od wynikoéw w
grupie kontrolnej (ryciny 21. i 22.). W konsekwencji, bada-
ny fragment chromocentrum w plemnikach pacjentow
wykazywal zmieniona wewnatrzjadrowa pozycjg¢ (choc
W znacznie mniejszym stopniu, w poréwnaniu z analo-
giczng zmiang obserwowana w plemnikach nosicieli trans-
lokacji) (rycina 23.).

Przedstawione wyniki wlasne dotyczace liniowej lo-
kalizacji centromeréw chromosoméw 15, 18, X 1 Y
u pacjentdéw z niepowodzeniami rozrodu i podwyzszo-
nym poziomem aneuploidii byly podobne do wynikow
uzyskanych w grupie kontrolnej: w 55-60% plemnikow
badane centromery wystgpowaly w centrum plemnika
(rycina 16). Roznice w wynikach pomigdzy pacjentami
obserwowano w przypadku centromerow chromosomow
15, X 1 Y, natomiast w przypadku chromosomu 18 wy-
niki zadnego z pacjentdow nie roéznity si¢ od wynikow
grupy kontrolnej. Podobne wyniki, uzyskane na grupie
pacjentow z oligozoospermia, przedstawili Sbracia
i wsp. [423]. W przeciwienstwie jednak do naszych
wynikow (25% wg danych z tabeli 27.), w 54% plemni-
kow (zarowno kontrolnych, jak i od pacjentdéw) chromo-
som 18 zlokalizowany byt w czesci jadra komorkowego
blizej witki. Prawdopodobnie réznica ta jest pochodna
faktu, iz centromery chromosomu 18 najczgsciej zlokali-
zowane byty blisko lub na samej granicy migdzy obsza-
rem (w) a obszarem (c) (wg schematu na rycinie 5.).

W zwiazku z tym, ze plemniki pacjentdw z niepo-
wodzeniami rozrodu wykazywaly podwyzszony poziom
aneuploidii (tabela 26.) sprawdzono, jaki wptyw na loka-
lizacj¢ liniowa centromeréw chromosomoéow 15, 18, X
1 Y wywiera obecno$¢ w jadrze plemnika dodatkowego
chromosomu (rycina 17.). Uzyskane wyniki sugeruja, ze

disomia chromosoméw moze zmienia¢ topologi¢ chro-
mosomow w plemnikach. W poréwnaniu z plemnikami
o prawidlowym kariotypie (n = 23), w hiperhaploidal-
nych jadrach plemnikéw (n+1) preferencyjna liniowa
lokalizacja centromeréw chromosomow 15,15 Iub 18,18
lub Y,Y wykazywata roznice (rycina 17.). Lokalizacja
centromerow dwoch chromosomoéw 18 ,przesunigta”
byta w jadrach plemnikéw w strong witki, a centrome-
réow dwoch chromosoméw Y do centrum. Natomiast
dodatkowe chromosomy X zlokalizowane byly tak samo
jak pojedyncze w prawidlowych plemnikach (rycina
17.). Ze wzgledu na ,,subakrosomowa” topologi¢ chro-
mosomu X obserwacja ta wydaje si¢ by¢ interesujaca.
Jednak nie mozna jeszcze przesadzaé, czy brak rdéznic
migdzy lokalizacja pojedynczego a dodatkowego chro-
mosomu X jest charakterystyczny tylko dla tego chro-
mosomu, bowiem badania topologii w plemnikach o ka-
riotypie (n+1) wykonano dotychczas na chromosomach
15,18, X 1Y (rycina 17.) a jednocze$nie, brak jest innych
odniesien literaturowych.

Na podstawie ustalonej dla naszych pacjentow czg-
stosci hiperhaploidii dotyczacej kilku wybranych chro-
mosomow (tabela 26.) mozna oszacowaé, ze, W co naj-
mniej 10% badanych plemnikéw wystgpowata aneu-
ploidia jednego z 23 chromosomoéow. Stad wydaje sie¢
uzasadniona spekulacja, iz to wlasnie aneuploidia chro-
mosoméw plemnikowych mogta by¢ przyczyna obser-
wowanych zmian w topologii (ryciny 22-23). Przypusz-
cza sig, ze jednym z warunkow prawidlowego przebiegu
mejozy jest restrykcyjna organizacja migracji chromo-
somow [384]. Obecnos$¢ disomicznych chromosomow
moze zaburza¢ t¢ organizacj¢ i w konsekwencji powo-
dowa¢ zmiany w topologii chromosomow w plemniku.
Nie mozna jednak wykluczyé¢, ze réznice w chromocen-
trum w plemnikach mezczyzn z niepowodzeniami rozro-
du moglyby mie¢ swoja praprzyczyng w zmienionej
organizacji chromosomow interfazowych w komorkach
prekursorowych (germinalnych), spowodowanej niepra-
widlowg aktywno$cia transkrypcyjna.

Chromosom Y zagaduje swa Sasiadke, piekny chromosom 1:

'. - Kochanie, czy masz korzystng lokalizacje? - pyta Y
il | - Tak, bardzo korzystng! - odpowiada 1
] - Na pewno jest ci wygodnie? protaminy nie uwierajg?
sasiednie centromery nie popychajg? - upewnia sie Y
i S - - Alez wszystko jest w porzadku! - potwierdza 1

- Zatem, méj skarbie ... zamieniamy sie miejscami!!! — wota Y

Rye. 26. ,, Korzystna lokalizacja", czyli ,.komentarz” do migdzyosobniczych réznic w wynikach dotyczacych topologii chromo-
somu Y w plemnikach mgzczyzn z grupy kontrolnej (inspiracja: wyniki z tabeli 29. dotyczace chromosomu Y).

Fig. 26. ,,Profitable localization", that is a ,,comment” to intraindividual differences in the results concerning the topology
of chromosome Y in sperm nuclei of men from control group (inspiration: results from table 29 concerning chromosome Y.
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VI. PODSUMOWANIE WYNIKOW

Zwiazek kariotypu z funkcja plemnika

— Zdolnos$¢ plemnikow do ksenogenicznej penetracji
oocytow in vitro jest uposledzona u okoto potowy pa-
cjentow z obnizonymi parametrami nasienia, jednak bez
zwiazku z okre$lona wada nasienia.

— Zdolnos$¢ plemnikow do ksenogenicznej penetracji
oocytow in vitro jest uposledzona w niewielkim stopniu
przez obecno$¢ heteromorfizméw chromosomoéw, jednak
bez zwiazku z okreslona wada nasienia.

— Zdolnos$¢ plemnikow do ksenogenicznej penetracji
oocytOw in vitro nie jest obnizona u wigkszosci nieptod-
nych mezczyzn z normozoospermia.

— Zdolnos$¢ plemnikow do ksenogenicznej penetracji
00CytOW in vitro nie jest obnizona przez obecno$¢ chro-
mosomow markerowych.

Mitotyczna/mejotyczna niestabilno$¢ w sperma-
togenezie

— W plemnikach mezczyzn z niepowodzeniami roz-
rodu $rednia czesto$¢ disomii chromosomoéw 13, 15, 18,
21 1 Y jest podwyzszona, a chromosomu X nie, w po-
réwnaniu z grupa kontrolna.

— Podwyzszona czgsto$¢ hiperhaploidii chromoso-
méw w plemnikach jest pozytywnie skorelowana z czg-
stoscia hiperhaploidii w komérkach somatycznych u mez-
czyzn z niepowodzeniami rozrodu oraz, u niektorych
mezczyzn z grupy kontrolnej.

— Sredni poziom hiperhaploidii badanych chromo-
somoéw w komodrkach somatycznych mezczyzn z azo-
ospermig jest ponad 3-krotnie wyzszy w poréwnaniu
z grupg kontrolna.

— Korelacja pomigdzy blgdami w segregacji chromo-
somow mitotycznych i mejotycznych wskazuje na zabu-
rzenia w mechanizmie(ach) kontrolujacym podzialy
komoérkowe jako na jedna z przyczyn podwyzszonego
poziomu aneuploidii chromosoméw w plemnikach.

Wzory segregacji mejotycznej

— Znajomos$¢ wzoru segregacji mejotycznej w plem-
nikach nosiciela translokacji chromosomowej wzajemne;j
jest w przypadku braku danych rodowodowych przydat-
na do ocenienia prawdopodobienstwa posiadania potom-
stwa bez wad.

— Segregacja mejotyczna u nosicieli rodzinnej trans-
lokacji wzajemnej (syna i ojca) przebiega podobnie.

— U pacjenta z niskoprocentowym mozaicyzmem
chromosomu markerowego w komorkach somatycznych
mozliwa jest jego kilkukrotna kumulacja w tkance game-
togeniczne;.

Topologia chromosoméw w plemniku

— Topologia chromosoméw w jadrze komorkowym
plemnika ulega zmianie w wyniku nieprawidlowej mejo-
zy, typowej dla nosicieli translokacji chromosomowych
wzajemnych lub objawiajacej si¢ podwyzszonym po-
ziomem aneuploidii.

— Konformacja ,,wsuwki do wloséw” cechuje w plem-
niku réwniez chromosom Y, ktorego telomery (p oraz q)
moga tworzy¢ dimery.

— W wyodrgbnionym obszarze chromocentrum loka-
lizacja centromeru chromosomu Y jest losowa.
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Informacje ogoélne
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1. Prace kazuistyczne

— objetos¢ prac kazuistycznych nie powinna przekraczaé¢ 3—4 stron, wliczajac w to strong tytutowa, stowa kluczowe, stresz-
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1. Prace pogladowe
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General

Nowiny Lekarskie (Medical News) publish original papers, reviews, case descriptions, reports from meetings and con-
ferences, book reviews and papers on history of medicine.

The manuscript should be supplemented by consent of the head of the unit from which the report originates, and by
name, surname, address and telephone (fax) number of the author responsible for correspondence with the Editorial
Office.

The papers should be accompanied by a declaration of the authors that the submitted paper has not been published pre-
viously or submitted to other journals.

The papers undergo a review and the reviewers do not know the authors or the name of the center from which the paper
originates.

The Editors reserve for themselves the right to introduce changes in the manuscript related to its style, nomenclature and
abbreviations without consultation with the authors.

International names of drugs should be used (in brackets company’s name may be added) and units should follow the SI
system (in brackets old units may be added).

Studies conducted on humans should receive first the consent of Ethical Commission, which should be declared in the
Methods.

The text should be submitted, together with figures and tables, on a floppy disc using the Microsoft Word 2003 or older
program, with its printout in 3 copies. On the floppy disc the text should be written in A4 format, without editorial
preparation (i.e., without specification of bold type, underlining, indentations, etc.). When several papers are submitted
in parallel, each of them should be recorded on a separate floppy disc.
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sheets/pages.

Tables should be submitted on separate sheets/pages. Each should be marked by an Arabic numeral and a title in Polish
and in English. In the text, the location of the table should be marked.
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signed on the reverse side. Figures should be submitted in an electronic form, i.e. on a floppy disc or CD-ROM in tif
format with a minimum of 300 dpi. If they cannot be submitted in such a form, it is important that the submitted print is
of a very high quality.

References should be submitted on a separate sheet/page, in the order in which they appear in the text (not in alphabeti-
cal order). The reference number should be followed by names and initials of authors (if there are more than three au-
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Recomended amount of cited references should be limited to 35.

Detailed informations
Original papers
— the size of a paper cannot exceed 15—17 pages, including the title page, summary, the proper text and references
— the text should include:
o title page with the title of the paper, surnames and names of authors, name of the institution from which the paper
originates and name of the head of the institution
o the second page with abstracts in Polish and in English, each containing 200-250 words and consisting of intro-
duction, the aim of study, methods, results and conclusions
o the third page containing the title and key words in Polish and in English
o the fourth and the following pages containing the full text of the paper divided into introduction, material and
methods, results, discussion, conclusions and references.

Case descriptions
— their volume should not exceed 3—4 pages, including the title page, key words, summary and references.

Reviews
— their volume should not exceed 15-20 pages.

IV. Reports from meetings and conferences

— volume of reports and book reviews should not exceed 2 pages.



