Infertilitet hos man
har ofta genetisk orsak

Y-kromosomdeletioner upptacks med PCR-teknik

Omkring 10 procent av i 6v-
rigt friska man har infertili-
tetsproblem, och hos cirka half-
ten av dessa finner man avvikel-
ser i spermaprov utan specifik

eller kdnd bakomliggande orsak.

Flera internationella och egna
studier visar att det hos 10-20
procent av dessa méan finns
DNA-forandringar inom tre spe-
cifika omraden pa Y-kromoso-
men. Dessa omraden kan nu
analyseras med en polymeras-
kedjereaktionsbaserad teknik.

testikelfunktionen och spermieprodukdetaljerad analys av Y-kromosomen
tionen (fa eller inga spermier, abnormined hjalp av STS mapping (sequence
formade spermier/och eller gravt nedtagged site) [4, 5] har anvants for att
satt spermierdrlighet). Etiologiskt utgorkartlagga 98 procent av den eukroma-
oligozoo- och azoospermi heterogenaska (DNA-region med normalt funge-
grupper. Differentialdiagnostik mellanrande gener) delen av Y-kromosomen.
testikular orsak och hinder i uttranspor- Kartlaggningen baseras pa 207 lokus
ten av spermier baseras sakrast pa meoem identifieras av STS-startsekvenser
fologisk undersokning av testikelbiop-och tacker det aktuella omradet p& Yq
sier. | gruppen av mén med testikulamed ett intervall av 220 kb (kilobaser)
skada ses en ytterst varierad bild av téver den eukromatiska regionen. Meto-
diga och sena storningar i olika faser aden medger en hégre upplésning an
spermatogenesen och i en del fall tot§lusmikroskopet for att identifiera dele-
avsaknad av germinalepitel (Sertoli cellioner men behover forfinas for identifi-
only syndrome). ering av samtliga gener inom omradet.
Infertilitetsutredningar maste bedri- Markorernas inbordes lokalisation
vas med sikte pa att snabbt identifierar &nnu inte helt klarlagd och kartan re-

Hos tva tredjedelar av infertila parvilka faktorer hos mannen respektivevideras kontinuerligt i sina detaljer. Det

finner man bland annat en »manlig fakkvinnan som bidrar till den nedsatta ferar emellertid méjligt att med hjélp av de
tor» och hos en tredjedel endast »manligiteten, att finna behandlingsbara orsakénda markdrerna undersdka infertila
faktor» som orsak till parets nedsattier och nar detta inte ar mojligt ge parenan med avseende pa »mikrodeletio-
fortplantningsformaga. Stord spermiemajlighet till assisterad befruktning,ner» pa Y-kromosomen. De senaste stu-
bildning utgdr den enskilt vanligaste in-donatorinsemination eller adoptiondierna har visat att 10-20 procent av
fertilitetsorsaken. Vidare har omkring 7Det &r vasentligt att undvika ex juvantiimén med azoospermi eller grav oligo-
procent av i Ovrigt helt friska man erbus-behandlingar utan rationell grundoospermi har mikrodeletioner inom
grav storning i spermiebildningen [1]. och utan eller med tveksamt dokumen¥q, dvs sma deletioner som inte kan vi-
Vid storre undersokningar av inferti-terad effekt. N&r manlig faktor dia-sualiseras vid karyotypning [6-8].
la man finner man att den etiologiskaynostiseras (vanligen avvikelser i sper-
bakgrunden endast kan fastlaggas hasaprovet) ar det nddvandigt att ge man- Tre omraden pa Y-kromosomen
30-50 procent [1]. Efter uteslutande amen en noggrann genomgang av under- viktiga for spermatogenesen
andra orsaker till infertilitet aterstar sasokningsfynden och att diskutera dessa. Mer detaljerade studier av man med
ledes en stor grupp infertila man (50-7@m patienten inte far adekvata beskedeletioner och spermatogenesrubb-
procent) med of6rklarad nedsattning agr risken stor att dessa man kommer atingar tyder pa att det finns minst tre
hamna i en utredningskarusell mesheta» regioner pa Y-kromosomens
ofullstandiga och inadekvata utredianga arm som innehéller gener viktiga
. ningar hos flera olika lakare. Det ar darfér spermatogenesen. Regionerna kal-
Forfattare for viktigt att snabbt identifiera inferti- las AZF a—c [6]. For tva av dessa regio-
STEFAN ARVER litetsorsakerna i varje enskilt fall. ner, AZFb och AFZc, har man klonat
docent, bitradande éverlakare, and- . kandidatgener (RBM1 och DAZ/
r0|ogienheten, Reproduktionsmedi_ Manga'nfert'lao. man hal‘ SPGY) som Qvel‘l’askande kodar for
cinskt centrum, Karolinska sjukhu-  forandringar pa Y-kromosomen  proteiner med liknande struktur, samtli-
set, Stockholm De senaste arens forskning har visgia innehallande RRM (RNA recogni-
. att en stor del av manlig »idiopatisk» intion motif) samt repeterade sekvenser
CHRISTINA OSTERLUND fertilitet troligen har genetisk bak-[7]. Proteinerna kan saledes ha RNA-
fil kand, doktorand, neonatal och re . ng. Tiepolo och Zuffardi [2] var debindande egenskaper. Vilka eventuella
produktionsmedicinska forsknings-tsa som postulerade att ett omrade F&NA som binds och vad dessa i s& fall
laboratoriet, institutionen for kvin- v\ -omosomens 18nga arm (Yq) innehar fér funktion &r inte kant. Alla kan-
nors och barns hdlsa, Karolinskas|| gener som 4r nddvandiga fér nordidatgenerna &r Y-specifika och endast
institutet, Stockholm mal spermatogenes. Man med stora dattryckta i testis. Fér DAZ finns emel-
AKE POUSETTE letioner av Yq, iakttagbara vid kromo-lertid en autosomalt lokaliserad homo-
Overlékare, universitetslektor i kli- somanalys, visades ha azoospermi. Flbg DAZ-LA (DAZ like autosomal).
nisk experimentell andrologi, Karo-rekomst av en Yg-lokaliserad azoosper-
linska institutet, enheten for klinisk mifaktor (AZF) har senare utretts och Bristande korrelation
kemi, Huddinge sjukhus, och1989 lokaliserades AZF till den distala mellan genotyp och fenotyp
Reproduktionsmedicinskt centrum,regionen av den langa armen pa Y-kro- Hos man med mikrodeletioner pa Y-
Karolinska sjukhuset, Stockholm. mosomen, kallad Yg11.23 [3]. En mekromosomen har man hittills inte funnit
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Figur 1. Resultatet av en
multiplex polymeras-
kedjereaktion med tre primerpar.
Den normala mannen samt
patient 3 uppvisar samtliga tre
band. Patient 1 och patient 2
saknar band 3 pa grund av en
deletion av detta omrade pa
Y-kromosomen. Den normala
kvinnan (negativ kontroll) samt
H,O-provet (kontaminations-
kontroll) ger inga band.

nagpn uppenbar drelaion mellan de
letionenas stdek, lokalisdion och den
histologiska bilden i testiglbiopsier el

ler Kliniskt uttryck. Halften & mannen
har stgring a follikelstimulerande
homon FSH (endolint tedken pa sper
maogenesskada), testostenivaena
synes lage an hos fska lontroller och

hos en majotet ar den ena eller bég
testiklana & subnomal stotek.

Saskilt DAZ-deletioner ar féenade
med minskad tesédvolym. Den histe

logiska bilden warierar fran total asak

nad & geminalceller till olika brmer
av stopp i spemiebildning eller sper
miemagnad [9].

Analys med PCR-teknik

Vi kan idag med hjalp @ multiplex
PCR (poymermasledjeeaktion), ds
flera pimerpar i samma PCR-mix (o
talt 13 pimermpar uppdelade p&in oli
ka mixar), undesbka pé&enter for
mikrodeletioner inom dedrintressanta
omradena p&-Kromosomen, AZF a-c
Metoden gér ut pataman peparerar
DNA fran paientens lod och daefter
tillsatter starsekwenser spedifa for

denna typ @ PCR-anals, som lggger
pa ngativa resulta i form av en frava-
ro av produkt, dt anal/sen uppepas for
alla pdienter som saknar ett elldefa
band detta for & faststélla en s&k dia
gnos. Vaa egna samt tidigre publice-
rade esulta visar @t 10-20 pocent &
man med ofddarlig azoospemi eller
grav oligozoospemi har nagn deletion
inom dessa & viktiga omraden pa-Y
kromosomen [6-8]. Detta ar i klinisk
praxis nycket viktig information efter
som vi i dessadl i regel inte behoer
genomfoa ytteligare utiedningr.

Assisterad befruktning

mojliggor arv av deletioner

Hos 10-20 pycent @ mén med sper
matogenesstdring finner man saledes
deletioner med hjalprd®CR-anals. En
del av dessa man har obigoospemi
vilket mojliggdr behandling med assi
sterad befuktning, oftast ICSI (intacy-
toplasmdic spem injection). Om be
handlingn lckas o ger upphe till
en manlig indiid innebar det med
stoista sannolikhetta »infettilitetsge-
ner» oerforts till nasta gnegtion. Det

olika intevall inom de te omradena blivande bamnet &wer fadens deletex
AZF a—c pa Ykromosomen. Med PCR de Y-kromosom obh kommer sjalv med

amplifieras dessa ualda intevall, och
reaktionstandningen anayseils sedan
pa en garosgel dar PCR-prduktena
segpareras med eseende pa stiak. |
varje reaktionsbandning kan man sam
tidigt mangéldiga tva till fyra intewall
(multiplex PCR) pa Ykromosomen.
Om det undeskta intevallet &r nor
malt cer detta ett band p&ign medan
en deletion aintevallet resultear i en
avsaknad & PCR-podukt. PCR-meto
den kraer bade posita kontroller
(DNA fran fertii man) som funk
tionstest a sjalva PCR-eaktionen ole
negativa kontroller (DNA fran kvinna)
som lontaminaionslontroll av PCR-
reaktionen (igur 1). Dessutom krar
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stor sannolikhettabli subfettil.

Det ar naurligtvis en svar frag om
man skall upprantra till att dessa dele
tioner med hjalpwaassistead befukt-
ning fors vidae till nasta gnestion. i
skall ndurligtvis objektivt informema
paret om ad vi vet men det mastdib
part sjgha som &gér om ot hur be
handling skall sk

Manga fragor aterstar
Vilken eller vilka @ner inom de dis

staka obsemtioner som talar fér en
successi aggravering a/ spemaoge-
nesskadara. M och anda har yckats
folja utvedklingen hos nag fa man
10-15 ar tillbaka i tiden. Det synes dar
vid som en initial oligzoospemi kan
overgad i anospemi och total germinak
cellsfolust. Detta tyder pataman med
vissa deletioner kan ha earkarig pe
riod med elaivt nomal fertilitet som
efter en tid dergér i kiaftigt stod sper
maogenes.

Vi har sjaha framstallt syntetiska
peptider motsarande specika omra
den inom AZF a—c dtframstéllt an
tikroppar mot dessa. Med immhiste
logi kan man pavisatedessa patider ar
specifkt lokaliserade till olika delara
testikeln. Mydket arbete atstér do&
innan vi kan katagga dessa amnens
biologiska betydelse dcforsta hur vi
kan behandla dessavikelser
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kuterade omradena pa Yq som har-bio  534-9.

logisk betydelse for mannenettilitet
ar inte klatagt. Ont@enetiska aspekter
pa foekomst a mikrodeletioner har
inte ndmare utetts. Detihns do& en
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