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Sazetak:

Y kromosom svojom strukturom i genima koje sadrzava, s naglaskom na
gene iz podru¢ja AZF (faktora azoospermije) regije, ima klju¢nu ulogu u
kontroli i provodenju normalnog procesa spermatogeneze. U slucaju
delecija u navedenoj regiji dolazi do poremeéaja u procesu
spermatogeneze. Najtezi poremecaj koji iz toga proizlazi je neplodnost
muskarca. Ona se javlja u najvise zabiljezenih sluc¢ajeva, iako postoje mnogi
uzroci tog poremecaja. Takoder, postoje znacajne varijacije u prikazu
ucestalosti mikrodelecija, kako u svjetskoj tako i u pojedinim populacijama.
Razlog tome je razli¢ita veliCina ispitivane populacije te razlike u genetickoj
pozadini i okoliSnim faktorima kojima su bili izloZzeni pojedini sudionici
istrazivanja. Nakon utvrdivanja mikrodelecija u muskaraca, provode se
dodatni testovi kako bi se utvrdilo moze li se par usmjeriti na neku od
mogucih metoda potpomognute oplodnje. NajceS¢e metode koristene pri
lijeCenju takvih parova su ICSI (engl. intracytoplasmic sperm injection) te
IVF (engl. in vitro fertilization). Kod tih metoda dolazi do direktnog uvodenja
spermija u jajnu stanicu ili pustanja spermija da u in vitro okoliSu sam
prodre u jajnu stanicu i oplodi ju. Obje metode imaju velike prednosti jer
omogucuju oplodnju i zaCetak trudnoce kod parova koji prije nisu imali tu
priliku. Medutim, metode imaju i znacajne nedostatke, koje ukljucuju 100%
prijenos mikrodelecija s oca na sina. Zbog tih razloga, ovaj rad objedinjuje
brojna istrazivanja mikrodelecija Y kromosoma s ciljem poticanja
promisljanja o poboljSavanju metoda medicinski pomognute oplodnje te
potencijalnog ukazivanja na neke specificnosti koje se u pojedinacnim

radovima ne bi uvidjele.

Kljucne rijeci: mikrodelecije, Y kromosom, AZF podrucje, neplodnost,

metode medicinski pomognute oplodnje



Summary:

The Y chromosome plays a key role in controlling and conducting the normal
process of spermatogenesis with its structure and the genes it contains,
expecialy with the genes of the AZF (azoospermia factor) region. If the
deletions appear in the mentioned region they lead to disorders in the
process of spermatogenesis. The most severe disorder, resulting from this,
is the infertility of a man. Microdeletions are the most common cause of
male infertility, althought there are many causes of this disorder. There are
also significant variations in the frequency of microdeletions, both in the
world and in specific populations. The reason for this is the different size of
the examined population, the difference in the genetic background and the
environmental factors that were exposed to each participant in the
research. After determining microdeletions in males, additional tests are
carried out to determine whether a couple can be directed to some of the
possible assisted fertilization methods. The most commonly used methods
in treating this type of couples are ICSI (intracytoplasmic sperm injection)
and IVF (in vitro fertilization). In these methods direct injection of sperm
into the oocite or the penetration of sperm into the oocite in the in vitro
environment is preformed. Both methods have great advantages because
they allow fertilization and the induction of pregnancy in couples who did
not have the chance before to concive a child. However, the methods also
have significant disadvantages, which include 100% microdeletion transfer
from the father to the son. For these reasons, this paper combines
numerous studies of the Y chromosome microdeletions with the goal of
encouraging thoughts on improving the assisted fertilization methods and
potentially pointing to some specificities that would not be seen in the

individual papers.

Keywords: microdeletions, Y chromosome, AZF area, infertility, assisted

reproductive technology
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1. Uvod

Neplodnost parova sve je vecdi problem danasnjice. Vecina se parova s
neplodnos¢u susretne tek nakon godinu dana nemogucnosti zaceéa, nakon
¢ega se oba partnera podvrgavaju razli¢itim testovima pokusavajuéi dodi do
uzroka neplodnosti. Dokazano je da je muska neplodnost uzrok ¢ak 40%
slu¢ajeva nemogucnosti zaceca (1). U ovom radu usredotocit ¢emo se na
uzroke i posljedice muske neplodnosti kao i na metode kojima je

omoguceno osnivanje obitelji takvih parova.

Prije utvrdivanja uzroka muske neplodnosti, od iznimne vaznosti bilo je
utvrdivanje strukture Y kromosoma te funkcija gena koje on nosi.
Utvrdivanje SRY (engl. seks-determining region Y) regije na Y kromosomu
doprinijelo je skretanju paznje znanstvenika na vaznost Y kromosoma i
ostalih gena koje on nosi (2). Godine 1959. Jacobs i suradnici (3) te Ford i
suradnici (4) utvrdili su u pacijenata s Klinefelterovim i Turnerovim
sindromom prisutnost barem jednog gena na Y kromosomu koji odreduje
spol i dovodi do razvoja embrija u musko dijete (5). Tek 1990. godine taj
je gen bio potvrden kao SRY (6). Tijekom povijesti, brojni su se znanstvenici
bavili dodatnim analizama strukture Y kromosoma i utvrdili 220 gena od
kojih su 104 kodirajudi geni, 111 pseudogeni i 5 nekatergorizirani, a ¢ak 16
njih se nalazi u regiji faktora azoospermije (AZF) (2). Geni imaju razliCite
funkcije, a u ovom radu paznja je usmjerena na gene AZF podrucja Cija je
najvaznija funkcija kontroliranje i provodenje normalnog procesa
spermatogeneze (5). Dokaz vaznosti navedene funkcije utvrdili su Tiepolo i
suradnici 1976. godine kada su pronasli delecije u distalnim podrucjima Y
kromosoma u azoospermnih muskaraca (7). Na temelju dobivenih rezultata
zakljucili su da su geni u tom podrucju, kasnije nazvanom AZF podrucje,

kljucni za normalno funkcioniranje procesa spermatogeneze. (7)

Uzroci muske neplodnosti su mnogi, ali u vecini slu¢ajeva su nepoznati (8).
Od poznatih uzroka najcesée su mikrodelecije Y kromosoma, o kojima ¢e se
detaljnije pri¢ati u ovom radu, za kojima slijede Klinefelterov sindrom,
poremecaj spermatogeneze uslijed varikokele, hipogonadizam, premaleni
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volumen ejakulata, posljedice nekih bolesti, tumor testisa i slicno (1).
Dokazivanje pojedinih uzroka provodi se razli¢itim testovima, nakon kojih
se savjetovanjem s lije¢nikom odreduje prigodna terapija. Ukoliko je rijeC o
mikrodelecijama Y kromosoma, specificno AZF mikrodelecijama, postupci
testiranja fizicki i psihicki su vrlo iscrpljujuéi za pacijenta te se preporuca
genetsko savjetovanje (9). Prilikom savjetovanja, par se upuduje u
posljedice koje mikrodelecije ostavljaju na muskarcu, ali i na njegovoj
partnerici, a najteza od tih posljedica je neplodnost. Muskarcu se rade
testovi otkrivanja mikrodelecija kojima se pomodcu specificnih markera
dokazuje odredena AZF regija koju je zahvatila mikrodelecija (5). Prema
tim zahvacéenim podrucjima, mikrodelecije se mogu podijeliti na potpune i
djelomi¢ne AZFa, AZFb, AZFc te kombinirane mikrodelecije (10). Ovisno o
velic¢ini zahvaéenog podrucja, variraju i fenotipske posljedice odrazene na
muskarca, od smanjenog broja spermija do potpunog nedostatka zrelih

spermija u sjemenu (5).

U proslosti, provodila su se razliCita istrazivanja koja su pokusavala povezati
specificne fenotipske posljedice do kojih bi dovele odredene vrste
mikrodelecija. Zbog razli¢itih parametara, kao Sto su veliCina istrazivane
populacije, etnicka grupa populacije, geneticka pozadina sudionika
istrazivanja, okolisni faktori kojima su bili izloZeni sudionici i slicno, rezultati
jako variraju (11). Takoder, zbog tih razlika u parametrima, variraju i
prevalencije mikrodelecija u svijetu (5). Naime, u mnogim istrazivanjima
dokazane su razliCite ucestalosti mikrodelecija u neplodnih muskaraca
razliCitih populacija koje variraju od 1.5% (12) pa sve do 18% (13).
Cinjenica u kojoj se sva istrazivanja poklapaju je da ucestalost
mikrodelecije, a posljedi¢cno tome i neplodnost muskaraca, u svijetu sve

vise raste.

Pojedinacni radovi, koji su se koristili kao literaturni izvori za pisanje ovog
rada, sadrzavali su pojedine teme sadrzane u ovom radu kao Sto su
struktura Y kromosoma, specifi¢ni polozaj i funkcija gena Y kromosoma, a

posebno AZF regije, njihov utjecaj na normalan tok spermatogeneze,
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dokazivanje prevalencije mikrodelecija Y kromosoma u razlicitim
populacijama, struktura mikrodelecija AZF podrucja, fenotipska korelacija
sa specificnim genotipom kojeg bi stvorile mikrodelecije, metode kojima bi
se takvim parovima omogucdilo zaceée djece te koji su rizici tog postupka.
Cilj ovog zavrsnog rada bio je ujediniti sva ta istrazivanja i dopuniti pojedine
dijelove. Ujedinjenim pregledom literature ukazuje se na detaljnu sliku
mikrodelecija Y kromosoma, od njihovih zaCetaka pa do posljedica koje
proizlaze iz njih. Takoder, upucuje se na greske i nedostatke dosadasnjih
istrazivanja i metoda. Colaco i suradnici su 2018. objavili rad tematike kao
i ovaj zavrsni rad, koji sadrzava vecinu podrucja bitnih za mikrodelecije Y
kromosoma (5). No, pregled obuhvaéen ovim zavrSnim radom pruza
detaljniji uvid zadane teme jer sadrzi i opis samih mikrodelecija Y
kromosoma, njihove strukture i podrucja koje obuhvacaju. Takoder, ovakav
ujedinjeni pregled literature omogucuje razmatranje i poti¢e inovativno
razmisljanje o razvijanju novih metoda kojima bi se savladale prepreke
ustanovljene dosadasnjim metodama. Bolje razumijevanje uzroka nastanka
mikrodelecija moze se posti¢i samo uoCavanjem potpune slike i detalja ove

genetske aberacije.



2. Svrha rada

Zavrsni rad pod nazivom Mikrodelecije Y kromosoma u neplodnih
muskaraca bavi se temom koja svakim danom postaje sve popularnija.
Razlog tome je povecana ucestalost neplodnosti, specificno muske
neplodnosti, kod parova i nemogucnost osnivanja obitelji. Radom je
obuhvacen pregled strukture Y kromosoma s regijama i genima te njihovim
funkcijama u spermatogenezi. Takoder, prikazan je utjecaj mikrodelecija
navedenih gena na musku neplodnost te su opisane metode kojima su

podvrgnuti parovi kako bi osnovali obitelj.

U najvecem broju slucajeva, uzrok muske neplodnosti je nepoznat. No, kao
najées¢i poznati uzrok neplodnosti muskaraca, istrazivanja navode
mikrodelecije Y kromosoma. Sva ta istrazivanja pokusavala su u potpunosti
opisati strukturu Y kromosoma sa utvrdenim polozajem i funkcijama
pojedinih gena tog kromosoma. Neka istrazivanja dokazivala su
mikrodelecije pojedinih gena i fenotipove koji ih prate. Dodatna istrazivanja
bavila su se razmatranjem ucinkovitosti razliCitih metoda potpomognute
oplodnje kako bi takvim parovima omogudila osnivanje obitelji. Cilj ovog
zavrsnog rada bio je sakupiti podatke svih tih razliCitih istrazivanja i
povezati njihove rezultate. Ujedinjeni pregled tih istrazivanja omogucio bi
vrlo detaljan uvid u kompletan raspon njihovih rezultata i prikazao bi njihov
utjecaj na musku plodnost. Ujedinjavanje i obuhvacdanje svih navedenih
studija na jedno mjesto moze dovesti do nastanka novih spoznaja koje ne
bi bile vidljive iz zasebnih radova, ili pak moze ukazati na nove smjerove u
istrazivanjima. Pojedinacni radovi i rezultati obuhvadeni u jedan pregled
literature medusobno se nadopunjuju i omogucuju prikaz cjelovite slike u
rasponu od strukture Y kromosoma, funkcije gena, strukture mikrodelecija,
fenotipskih obiljezja povezanih s tim mikrodelecijama pa sve do metoda
potpomognute oplodnje koje ¢e omoguditi osnivanje obitelji takvim

muskarcima.



3. Y kromosom

Stanica svakog covjeka sadrzava 46 kromosoma pri ¢emu su dva
kromosoma jednakih veli¢ina i Cine jedan par kromosoma (14). Spol
odreduje 23. par kromosoma, kod zene to su dva X kromosoma, a kod
muskarca X i Y kromosom (Slika 1.) (14). Y kromosom je jedan od
najmanjih ljudskih kromosoma (9). To je muski spolni kromosom koji se
razvio iz autosoma prije 180 milijuna godina (5). Njegova diferencijacija
zapocela je stjecanjem gena za determinaciju testisa, te mnogobrojnim
postupnim inverzijama i supresijama sekvenci tijekom rekombinacije
izmedu X i Y kromosoma (5). Danas je poznato da je taj kromosom zasluzan
za razvoj testisa te za inicijaciju i odrzavanje urednog ciklusa
spermatogeneze u odraslih muskaraca (5). Nastavak ovog poglavlja
obuhvacda opis oblika i strukture Y kromosoma, te regija i pripadajucih gena

koji su odlucujudi faktori tijekom spermatogeneze.
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Slika 1. Normalni muski kariotip (14)



3.1. Oblik i struktura Y kromosoma

Y kromosom je submetacentricni kromosom (11). Sastoji od dva kraka,
kratkog kraka (Yp) te dugog kraka (Yq) koji su odvojeni centromerom (11).
Y kromosom moze se podijeliti i na dvije funkcionalne regije,
pseudoautosomalne regije (PARs) i nerekombinantnu regiju (NRY)
preimenovanu u regiju Y kromosoma specificnu za muskarce (engl. MSY,
male specific region Y) (Slika 2.) (11). Pseudoautosomalne regije su dvije
male regije koje se nalaze na vrsku p kraka te na kraju q kraka Y
kromosoma i sadrzavaju homologne regije s X kromosomom te su zasluzne
za homologno sparivanje dva kromosoma tijekom rekombinacije (5).
Nerekombinantnu regiju, odnosno MSY, sacinjava eukromatinski i

heterokromatinski dio, a sudjeluje u intrakromosomalnoj izmjeni gena (9).

PAR ——
SRY — F

Eukromatin =

Centromera -

PAR: Pseudoatosomalna regija
SRY: Sex-determinirajuca regija Y kromosoma
MSY: Musko-specificna regija Y kromosoma

Eukromatin

~MSY

Heterokromatin

PAR —

Humani Y kromosom

Slika 2. Shematski prikaz Y kromosoma i regija koje ga sacinjavaju (15)



Kao sto je vec prethodno napomenuto, pseudoautosomalne regije vazne su
za homologno sparivanje s X kromosomom. To sparivanje je privremeno i
geneticki nesto drugacije nego sparivanje autosomalnih kromosoma (5), ali
dovodi do istog cilja, odnosno do uspjesno savladane rekombinacije i
krosing-overa. Dokazano je da PARs nisu nuzne za musku plodnost, ali
postoje dva slucaja gdje igraju ulogu u muskoj neplodnosti (5). Delecija
PAR1 dovodi do potpune muske sterilnosti, a smanjena rekombinacija iste
dovodi do povecéane frekvencije pojava aneuploidija spolnih kromosoma
(monosomija, Turnerov sindrom, 45,X ili trisomija, Klinefelterov sindrom,
47, XXY) u potomaka (5). Zajedno, obje pseudoautosomalne regije
sadrzavaju 29 gena razli¢itih funkcija u stanicnom signaliziranju, regulaciji
transkripcije i funkciji mitohondrija (5). Istrazivanjima je dokazano i
postojanje PAR3, za cije se podrijetlo vjeruje da se radi o transpozonu s X
kromosoma, ali njegova je funkcija joS nepoznata jer je pronaden u samo

2% populacije (5).

Nerekombinantna regija, odnosno MSY, je regija od 63 Mb od kojih je samo
23 Mb transkripcijski aktivno (11). Ostatak regije Cini heterokromatinski dio
¢ija veliCina varira u pojedinaca, a sacinjava ga dio ponavljajucih sekvenci
obitelji DYZ1 i DYZ2 (11). Eukromatinska regija podijeljena je na 3
podregije, X-preokrenuta, X-degenerirana i amplikonska regija. X-
preokrenuta i X-degenerirana regija sastoje se od ponavljajucih sljedova ili
pak pojedinih kopija gena homolognih X kromosomu (11). Treca,
amplikonska regija, sastavljena je od specificnih ponavljajuéih regija,
amplikona, koji su medusobno 99.9% sli¢ni (11). Ovo podrucje je najgusce
podrucje gena i najbitnije jer sadrzava regije faktora azoospermije (AZF)
¢ije mikrodelecije uzrokuju najveci postotak neplodnosti kod muskaraca

(5).



3.2. Geni Y kromosoma vazni za spermatogenezu

Spermatogeneza je komplicirani proces kojim nastaju muske spolne
stanice, spermiji (Slika 3.). Traje 70 dana i uklju¢uje mejoticke i mitoticke
podjele stanica. Pocetni korak spermatogeneze je mitoticka podjela
spermatogonija u primarne spermatocite. Primarne spermatocite ulaze u
prvu mejoticku diobu kojom nastaju sekundarne spermatocite s haploidnim
brojem kromosoma. Drugom mejotickom diobom iz sekundarnih
spermatocita nastaju okrugle spermatide koje ulaze u proces
spermiogeneze gdje napreduju do stadija izduzenih spermatida. Taj oblik
spermatida ulazi u krajnje procese diferencijacije kojima nastaju zreli

spermiji (16).
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Slika 3. Shematski prikaz procesa spermatogeneze (17)



Pored hormona koji reguliraju proces spermatogeneze, najvedi utjecaj na
spermatogenezu ima Y kromosom (18). Podrucje Y kromosoma koje sadrzi
gene za regulaciju spermatogeneze je eukromatinska regija dugog kraka Y
kromosoma (11). Ti geni mogu se podijeliti u dvije skupine, house-keeping
geni te geni koji su izbjegli inaktivaciju, a homologni su s X kromosomom
(5). Do sada je utvrdeno 18 gena koji su rasporedeni u 3 regije, AZFa, AZFb,

AZFc te upitno AZFd, pri cemu nemaju svi geni ulogu u spermatogenezi (5).

Regija AZFa veli¢ine je 1-3 Mb (11) te sadrzava gene s jednom kopijom koji
su izbjegli inaktivaciju, a homologni su s X kromosomom (Tablica 1.) (5).
Gen USP9Y (engl. ubiquitin specific peptidase 9, Y linked) kodira dugi
cisteinski polipeptid koji regulira promet proteina (5). Taj protein sprecava
degeneraciju proteina koji su oznaceni ubikvitinom na nacin da uklanja
ubikvitin sa proteina i stabilizira takve proteine, Sto je jedan od procesa u
razvoju spolnih stanica u muskaraca (5). Takoder, peptid reprezentira mali
antigen histokompatibilnosti koji je uklju¢en u odbacivanje tkivnog presatka
te ima funkciju u raku prostate (5). Iako je dokazano da je u vecine
neplodnih muskaraca doslo do delecije ovog gena (9), prikazani su i
slucajevi u kojima je prisutna delecija istog, a muskarci imaju normalan broj
spermija (5). Zbog tih dokaza se pretpostavlja da ovaj gen sam po sebi
nema ulogu u proizvodnji sjemena i neplodnosti muskaraca, ali u
kombinaciji s delecijama drugih gena mozZe uzrokovati neplodnost (9).
Sljededi gen je DBY (engl. DEAD box RNA helicases, box 3, Y linked) koji
kodira ATP ovisnu RNA helikazu (5). Taj protein je izrazen samo u spolnim
stanicama i ima vaznu funkciju u progresiji stani¢nog ciklusa iz G1 faze u S
fazu inicijacijom translacije ciklina E1 (5). Na taj nacin dovodi do rane
proliferacije spermatogonija, Sto pokazuje da ima kljuc¢nu ulogu u procesu
spermatogeneze (5). Gen UTY (engl. ubiquitously transcribed
tetratricopeptide repeat containing, Y linked) kodira proteine koji
kontroliraju mitozu, ukljuceni su u interakcije izmedu proteina kao Saperoni,
minor antigeni histokompatibilnosti, regulatori trankripcije nuzne za

diferencijaciju prostate, no nije poznata uloga u plodnosti muskaraca (5).



Zadnji gen ove regije je TB4Y (engl. tymosine beta 4, Y linked) (5). On
kodira novi antigen Iljudskih leukocita, djeluje kao minor antigen
histokompatibilnosti te je klju¢ni aktivator citotoksi¢nosti NK stanica, ali

njegova uloga specificno u testisima nije poznata (5).

Tablica 1. Geni AZFa regije i njihov utjecaj na spermatogenezu

Sprecavanje degeneracije proteina oznacenih ubikvitinom u

USPOY _ _ _
razvoju spolnih stanica
DBY Progresija stanicnog ciklusa iz G1 u S fazu -> rana
AZFa proliferacija spermatogonija
uTy Kontrola mitoze
TB4Y Nepoznata specificna uloga u testisima

Regija AZFb veliine je 3,2 Mb od Cega 1,5 Mb dijeli s AZFc regijom (5).
Sastoji se od 3 regije, obitelji ponavljajuéih gena, 19 satelitnih ponavljanja
i 14 amplikona, odnosno podrucja s viSe ponavljajucih sekvenci. (5)
Polovina amplikona su specificna za AZFb regiju dok drugih sedam dijeli s
AZFc regijom (5). Amplikoni su vazni jer doprinose mogucnosti pojave vrlo
kompleksnih preuredenja genoma (5). Sve gene i njihove specificne
funkcije u spermatogenezi moguce je vidjeti u Tablici 2. Prvi gen ove
skupine kao i prvi kandidat AZF regije je RBMY (engl. RNA-binding motif, Y
linked) (5). On kodira RNA vezujuce proteine specificne za testise koji su
izrazeni u spermatogonijama, spermatocitama i okruglim spermatidama
(11). UkljuCeni su u dijelove mejoticke i premejoticke regulacije kroz
stvaranje nekoliko protein-protein i protein-RNA kompleksa koji imaju
razli¢ite uloge u razli¢itim stadijima spermatogeneze (5). Delecijom ovog

gena dolazi do smanjenja broja spermija, ali opstaje normalan proces
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spermatogeneze (5). Takoder je dokazano da vise RBMY gena sadrzavaju
spermiji s ve¢om pokretljivoséu (5). Izvan testisa, ovaj gen djeluje kao
onkogen (npr. povecana funkcija gena u hepatocelularna karcinoma) (5).
Gen PRY (engl. PTPN13-like Y linked, [PTPBL]-related gene on Y) kodira
proteine slicne proteinima tirozin fosfataza koji su ukljuceni u regulaciju
apoptoze abnormalnih spermija (11). Delecija ovog gena vodi do zastoja
mejoze, a ako je ona kombinirana s delecijom RBMY gena dolazi do
potpunog zastoja spermatogeneze (5). Gen HSFY (engl. heat shock
transcription factor, Y linked) kodira protein za koji se pretpostavlja da ima
ulogu u regulaciji spermatogeneze (11). Izrazen je u jezgri spolnih stanica,
dok je koncentracija smanjena u testisima koji imaju zaustavljeno
sazrijevanje (5). Gen KDM5D/SMCY (engl. lysine demethylase 5D/selected
mouse cDNA, Y) kodira proteine koji igraju ulogu u kondenzaciji kromosoma
tijekom leptoten/zigoten faze spermatogeneze na nacin da remodelira
kromatin spolnih stanica (5). Takoder, ima tumor supresorsku funkciju u
sluCaju raka prostate, jer uslijed delecije ovog gena dolazi do razvoja
metastaza tumora (5). Gen RPS4Y2 (engl. ribosomal protein S4, Y linked)
kodira djeli¢ ribosomalnog proteina koji veze mRNA, a sudjeluje u
posttranskripcijskoj regulaciji spermatogenog procesa (5). Izrazen je u
testisima i prostati s time da je najveca koncentracija ovog proteina
prisutna tijekom spermatogeneze (5). Geni CYorfl5 (engl. chromosome Y
open reading frame 15), EIF1AY (enlg. eukaryotic translation initiation
factor 1A, Y linked) i XKRY (engl. X linked kell blood group precursor, Y
linked) su geni u ovoj regiji koji kodiraju proteine cija funkcija nije u
regulaciji spermatogeneze, ve¢ u regulaciji prometa vezikula, inicijaciji

translacije te funkciji membranskog proteina.
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Tablica 2. Geni AZFb regije i njihov utjecaj na spermatogenezu

Kodira proteine ukljucene u razliite dijelove

RBMY . -V - . -V ..
mejotiCke i premejoticke regulacije spermatogeneze
PRY Regulacija apoptoze abnormalnih spermija
HSFY Regulacija spermatogeneze
AZFb Remodeliranje kromatina spolnih stanica u
KDM5D/SMCY
leptoten/zigoten fazi spermatogeneze
RPS4Y2 Posttranskripcijska regulacija spermatogenog procesa
CYorf15
EIF1AY Nije poznat utjecaj na spermatogenezu
XKRY

Regija AZFc treca je regija u eukromatinskom dijelu Yq kraka. To je regija
koja ja nuzna za zavrsSetak procesa spermatogeneze (5). Velika je 4,5 Mb,
od kojih 4,0 Mb zauzima palindromski dio regije (5). Sve navedene gene
AZFc regije i njihovu funkciju u spermatogenezi moguce je vidjeti u Tablici
3.

Najvazniji gen ove regije je DAZ (engl. deleted in azoospermia) gen (9).
Gen kodira RNA vezujuce proteine koji imaju ulogu u translacijskoj regulaciji
transkripata sa spermatogenom funkcijom (11) te njihov transport i
pohranjivanje (5). Ovaj gen sastoji se od dva homologa, DAZL i BOULE (5).
Dokazano je da delecija ovog gena dovodi do ozbiljne oligospermije ili
azoospermije te nepotpunog zastoja sazrijevanja spermija, a sama delecija
BOULE regije uzrokuje azoospermiju u muskaraca (5). Unato¢ ozbiljnim
posljedicama koje su dokazane delecijom ovog gena, dokazana je i delecija
u plodnih muskaraca (5). Sljedeci gen je CDY (engl. chromodomain protein
Y linked) (5). On kodira proteine koji sadrze N-terminalni dio koji veze
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kromatin te pomaze u regulaciji ekspresije gena, remodeliranju kromatina
i kodiranju acetiltransferaze histona (5). Delecija ovog gena i prethodno
spomenutog DAZ gena dovodi do smanjenja broja spermija i njihove
smanjene pokretljivosti te vece podloznosti pojave azoospermije ili teske
oligospermije, ali je dokazano i postojanje delecije ovog gena u plodnih
muskaraca pa je zakljuceno da nije nezamjenjiv za spermatogenezu (5).
Gen BPY2 (engl. basic protein Y linked, 2) je gen koji je izrazen specifi¢no
u testisima, a kodira proteine koji su ukljuceni u razvoj muskih spolnih
stanica, odnosno u regulaciju citoskeleta stanica u spermatogenezi (5).
Smatra se da proteini kodirani ovim genom ulaze u interakciju s DNA sli¢no
kao proteini povezani kromatinom, na koji nacin onda reguliraju proces
transkripcije, replikacije i popravka DNA (5). Gen GOLGA2LY (engl. golgi
autoantigen, golgi subfamily a, 2-like, Y linked) je gen prepisivan i izrazen
u testisima, no nije utvrdeno je li to pseudogen ili transkripcijski aktivan
gen jer nije pronaden ni u jednom proteosomu testisa (5). Gen CSPG4P1Y
(engl. chondroitin sulfate proteoglycan 4 pseudogene 1, Y linked) je jos
jedan gen AZFc regije za koji nije poznata funkcija, kao ni za TTY4 (engl.
testis-specific transcript, Y linked) gen za koji se samo vjeruje da je RNA

koja ne kodira ni jedan protein (5).

Tablica 3. Geni AZFc regije i njihova uloga u spermatogenezi

Transkripcijska regulacija, transport i

PAZ pohranjivanje transkripata spermatogene funkcije
DY Regulacija ekspresije gena, remodeliranje
kromatina, kodiranje acetiltransferaze histona
AZFc
BPY2 Regulacija citoskeleta stanica u spermatogenezi
GOLGA2LY
CSPG4P1Y Nije poznati utjecaj na spermatogenezu
TTY4
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Postojanje AZFd regije pod velikim je upitnikom. Jedna skupina istrazivanja
dokazuje postojanje AZFd regije izmedu AZFb i AZFc regije, te iznosi dokaze
delecije ove regije u neplodnih muskaraca (18, 19). Druga skupina
istrazivanja to negira, tvrdedi da postojanje jos jedne regije izmedu AZFb i

AZFc nije moguce (19).

Eukromatinska regija malog kraka Y kromosoma sadrzi nekoliko gena koji
nemaju ulogu u spermatogenezi ve¢ u raznim drugim procesima. SRY (engl.
seks-determining region Y) je gen koji sudjeluje u inicijaciji razvoja testisa
te diferencijaciji bipotencionalnih gonada, a izrazen je ne samo u testisima,
vec i u mnogim drugim tkivima (5). Uz SRY gen, na Yp kraku nalaze se jos
ZFY (engl. zinc finger protein, Y linked), AMELY (engl. amelogenin, Y linked),
TBL1Y (engl. transduction beta-like 1Y), PCDH11Y (engl. protocadherin 11,
Y linked) i TSPY (engl. testis-specific protein, Y linked) geni (5). Oni kodiraju
proteine razliCitih funkcija kao Sto su transkripcijski faktori, sudionici u
biomineralizaciji zuba, korepresori/koaktivatori jezgrinih receptora te

protoonkogeni ili tumor supresorski geni (5).
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4. Mikrodelecije u neplodnosti

Neplodnost je nesposobnost zaceca tijekom razdoblja od godine dana uz
nezasticene spolne odnose, koja zahvaca 15-20% parova danasnjice (1).
Muska neplodnost je uzrok 40% nemogucénosti zaceca, a razlozi su mnogi
(1). Neki od uzroka muske neplodnosti su: poremecaj spermatogeneze zbog
prethodne varikokele, hipogonadizma ili kriptorhizma, aglutinacija
spermija, premaleni volumen ejakulata, tumor testisa, utjecaj
gonadotoksina iz okoliSa, posljedice nekih bolesti (npr. cisti¢na fibroza,
nedostatak receptora androgena, diabetes mellitus...) ili pak geneticki
razlozi kao Sto su Klinefelterov sindrom ili mikrodelecije AZF regije Y

kromosoma (1).

Mikrodelecije Y kromosoma su male submikroskopske segmentne delecije
kojima se ukloni cijela ili dio AZF regije dugog kraka kromosoma (5), a
proglasene su najceséim genetickim uzrokom muske neplodnosti (8).
Muskarci koji pate od neplodnosti usmjeravaju se na testiranje za
mikrodelecije. Ukoliko muskarac ima koncentraciju sperme manju od 2
milijuna spermija po mililitru sperme, velika je vjerojatnost da ce biti
nositelj mikrodelecija na Y kromosomu (20). To se moze zakljuditi iz
rezultata sakupljenih istrazivanja koja pokazuju da je najveca ucestalost
pronalaska mikrodelecija Y kromosoma u muskaraca s koncentracijom
sperme manjom od 1 milijuna spermija po mililitru sperme (8). Ista
istrazivanja pokazuju da je wucestalost pronalaska mikrodelecija u
muskaraca s koncentracijom vecom od 5 milijuna spermija po mililitru

sperme vrlo rijetka, samo 0.7% (11).

Analiza mikrodelecija kre¢e od koristenja specificnih markera koji ¢e se
vezati za AZF podrucja, STS markeri (engl. sequence tagged sites) (Slika
4.) (21). Nakon toga slijedi amplifikacija markera i cijelog genoma pomocu
PCR reakcije koja doprinosi vecoj vidljivosti markera (22). Ukoliko je doslo
do delecije djelomic¢nog ili potpunog AZF podrudja, Sto se utvrdi
usporedbom s rezultatima analize kontrolne grupe, markeri nece biti vidljivi

i bit ¢e potvrdena delecija tog podrucja (9). STS markeri u pocetku nisu bili
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pouzdani (21), ali u danasnje vrijeme postoji viSe od 200 takvih markera

koji zajedno obuhvacaju cijelo podrucje Y kromosoma i daju reprezentativne

podatke (9). Brojna istrazivanja donose i potvrdu rezultata dobivenih STS

markerima i PCR-om, najcesée Southern blott reakcijom, pogotovo ako nije

otkriven specifi¢ni lokus na Y kromosomu na kojem je doslo do delecije

(16). U novije vrijeme otkrivena je joS jedna metoda, kvantitativno

fluorescentni PCR (QF-PCR), koja omoguduje simultanu vizualizaciju

aneuploidija spolnih kromosoma, AZFc i AZFb mikrodelecije, pa cak i

djelomic¢ne AZFc delecije/duplikacije (22).

AZF lokus na Y11

HERV15Yq1 ERV15Yq2

(8)
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Slika 4. Analiza Y mikrodelecija pomocu STS markera (10)
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4.1. Prevalencija mikrodelecija Y kromosoma

Mikrodelecije Y kromosoma pronalaze se kod 1:4000 muskaraca u opcoj
populaciji (5). Ucestalost samih mikrodelecija u neplodnih muskaraca
razlikuje se od istrazivanja do istrazivanja, a ona varira od 1.5% (12) pa
sve do 18% (Tablica 4.) (13). Velike varijacije ucestalosti mikrodelecija kod
neplodnih muskaraca razlog su razlicitih veli¢ina uzoraka, upotrjebljene
metodologije i razlic¢ite promatrane populacije (5). Mikrodelecije su najcesée
udruzene s teskim oblicima oligoastenospermije i azoospermije (1), a
prevalencija varira od populacije do populacije. Istrazivanja pokazuju da
najmanju prevalenciju mikrodelecija u neplodnih muskaraca pokazuju
muskarci iz Europe (3%) i Australije (5,3%) (5). Istrazivanje provedeno u
sjeverozapadnoj Hrvatskoj (Istra i Kvarner) pokazuje prevalenciju od 6,1%
u muskaraca s azoospermijom, dok mikrodelecije u muskaraca s teskom
oligospermijom nisu utvrdene (1). Prosjec¢na prevalencija mikrodelecija u
Hrvatskoj iznosi 12,5% u muskaraca s azoospermijom i 4,7 % u muskaraca
s teSkom oligospermijom (1). Mozemo uociti da je prevalencija utvrdena u
ovom odredenom istrazivanju puno manja od prosjeka, a razlog tome je
mala veli¢ina istrazivane populacije. Iz Tablice 4. vidljivo je da vecu
prevalenciju mikrodelecija od hrvatske populacije imaju slovenska,
talijanska, iranska i kineska, a manju Svedska, turska i marokanska
populacija. Jedan od razloga ovakvih odstupanja u prikazanim rezultatima
moze biti razliCita veliCina istrazivanih populacija. Naime, premala veli¢ina
ispitivane populacije moze pokazati prevalenciju manju od stvarne u
ispitivanoj drzavi. Prevalencije mikrodelecija Y kromosoma ostalih drzava

svijeta vidljive su na Slici 5.
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Tablica 4. Prevalencija

mikrodelecija

u

razli¢itim populacijama

azoospermnih (AZO) i oligospermnih (OL) muskaraca

Bureti¢c-Tomljanovic i
sur. (2008) (1)
Peterlin i sur. (2002)
(12)

Ferlin i sur. (2006)
(21)
Osterlund i sur.
(2002) (23)
Balkan i sur. (2008)
(24)
Mirfakhraie i sur.
(2010) (25)

Liu i sur. (2016) (13)

Imken i sur. (2007)
(26)

Hrvatska

Slovenska

Talijanska

Svedska

Turska

Iranska

Kineska

Marokanska

AZO
oL
AZO
oL
AZO
oL
AZO
oL
AZO
oL
AZO
oL
AZO
oL

AZO
oL

2/33
8/92
2/134
52/625
47/1372
4/139

1/52

12/100

12/76
16/90
4/48

6,1

8,6
1,5
8,3
3,4
2,9

1,9

12

15,8

17,8
3,15
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Slika 5. Prevalencija mikrodelecija Yq kromosoma u razli¢itim

drzavama svijeta u muskaraca s azoospermijom (5)
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4.2. Tipovi mikrodelecija Y kromosoma

Rezultati brojnih istrazivanja pokazuju da su najcesée mikrodelecije
kontinuirane, odnosno da zahvacdaju susjedne lokuse unutar jednog
odredenog AZF podrucja ili vise njih (1). Uz to, ustanovljene su i
diskontinuirane mikrodelecije koje su opisane mikrodelecijama u AZFc
podrucéju uz mikrodelecije unutar nesusjednih STS markera u AZFa, AZFb
ili AZFc podrucju (1). Na temelju tih pronalazaka mogu se ustanoviti razliciti
tipovi mikrodelecija. Postoje potpune delecije AZFa, AZFb ili AZFc regije,

djelomicne delecije te kombinirane delecije (10).

Mikrodelecije AZFa jedne su od najrjedih delecija koje su otkrivene u samo
3-5% pacijenata (1, 8). One obuhvacaju 792 kb DNA (27) i dva gena
kandidata mikrodelecija USP9Y i DBY (28). Prilikom mikrodelecija ovog
podrucja, specificno USP9Y gena, dolazi do delecije cijelog intervala gena,
ali teski fenotip pacijenta stvara se tek u kombinaciji s mikrodelecijom DBY
ili UTY gena (9). Mikrodelecije ovog podrucja rezultat su intrakromosomskih
rekombinacija izmedu dvije endogene retroviralne sekvence HERV15yql i
HERV15yq2 (27).

Mikrodelecije AZFb javljaju se CesSce, potvrdene su u 35% slucajeva (11).
Visoki broj amplikona u toj regiji, koji omogucuje vrlo kompleksna
preuredenja, uzrokuje CesSce pojavljivanje ovih mikrodelecija (5). Potpune
mikrodelecije AZFb regije uzrokovane su nejednakim krosing-overom
homolognih segmenata izmedu palindroma P5 i proksimalnog kraka
palindroma P1 (5). One uklanjaju 6.23 Mb DNA prostiruci se kroz 32 kopije
gena i 7 genskih obitelji (27).

U mikrodelecijama AZFc regije nedostaje 3.5 Mb DNA te 21 kopija gena i 7
genskih obitelji (27), a potvrdene su kao najucestalije mikrodelecije Y
kromosoma sa pojavnoscu od Cak 60% (11). Uzrokovane su nejednakom
homolognom rekombinacijom izmedu amplikona b2 i b4 u palindromima P3
i P1 (1). Palindromi, ponavljaju¢e regije i blizina ove regije
heterokromatinskoj regiji su faktori koji ¢ine ovu regiju podloznu

unutarkromosomskim preuredenjima, kao Sto su delecije, duplikacije i
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varijacije broja kopija gena (5). Delecija najvaznijeg gena te regije, DAZ
gena, doprinosi patogeno poremecenom skladistenju mRNA, odnosno
vaznih transkripata testisa kodiranih u prvom koraku spermatogeneze (29)
kao i mnogim fenotipskim obiljezjima koja ¢e biti objasnjena u sljedeéem

poglavlju.

Djelomi¢ne AZFc mikrodelecije povezane su s rizikom disfunkcionalne
spermatogeneze (27), a razlikuju se prema podrucju koje zahvadaju (5).
Tako razlikujemo gr/gr, b1/b3 i b2/b3 mikrodelecije (5). Mikrodelecije gr/gr
zahvacaju 1.6 Mb, a uzrokovane su homolognom rekombinacijom g1/g2,
r1/r3 i r2/r4 amplikona u podrucju P1 i P2 palindroma AZFc regije (5). Ove
mikrodelecije obuhvadaju gubitak dvije kopije DAZ gena, jedne kopije CDY1
gena te jedne kopije BPY2 gena (5). Ukoliko su zahvacene prve dvije kopije
DAZ gena, DAZ1/DAZ2, posljedice ce biti teze i predstavljat ¢e faktor rizika
za pojavljivanje greske u spermatogenezi (30). Ukoliko dode do delecije
druge dvije kopije DAZ gena, DAZ3/DAZ4, posljedice nisu toliko Stetne,
StoviSe istrazivanja pokazuju minimalni do gotovo nikakav utjecaj ovih
djelomi¢nih mikrodelecija na plodnost muskaraca (30). Najvise gr/gr
mikrodelecija utvrdeno je u muskaraca koji su bolovali od jednog oblika
poremecaja spermatogeneze i koji su imali rekombinaciju izmedu g1/g2
amplikona (10). Mikrodelecije b1/b3 zahvacaju podrucéje od 1.6 Mb, a
obuhvadaju 6 kopija RBMY1 gena i obje funkcionalne kopije PRY gena (5).
Zbog toga sSto zahvadaju gene AZFb podrudja, razlikuju se od preostalih
dviju djelomicnih mikrodelecija (5). U istrazivanjima je dokazana pojavnost
ovih mikrodelecija u jednom od 994 musSkaraca Sto je vrlo rijetko (5).
Mikrodelecije b2/b3 zahvacaju 1.8 Mb te uklanjaju gotovo jednake gene kao
i gr/gr mikrodelecije (5). Posljedica su inverzija sekvenci; najveca
prevalencija ovih mikrodelecija otkrivena je u Azijata (3%), a najmanja u
Europljana (0.5%) (5). Uzroci djelomi¢nih mikrodelecija, osim homolognih
rekombinacija amplikona, mogu biti inverzije, insercije, delecije, ali i
mutacije restrikcijskih enzima, primarnih veznih mjesta ili pak poligenska

konverzija izmedu sekvenci alela u homolognim amplikonima (10).
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Kombinirane mikrodelecije ukljucuju AZFab, AZFac, AZFad, AZFabc, AZFbc,
AZFbd i AZFbcd podrucja Y kromosoma (27). Svaka od njih rezultira drugim
stadijem pogreske spermatogeneze (27). Poznat je uzrok jedino AZFbc
mikrodelecije, a to je nehomologna rekombinacija izmedu palindroma P5 i
distalnog dijela P1 palindroma (27) pri ¢emu je zahvaéeno podrucje veliko
7.7 Mb koje dovodi do gubitka 42 kopije gena (5) ili pak nehomologna
rekombinacija izmedu palindroma P4 i distalnog dijela P1 (10) koja dovodi
do gubitka 7.0 Mb genoma i 38 kopije gena (5). Ucestalost ovih
mikrodelecija je 35%, kao i AZFabc (11).
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4.3. Korelacija genotipa mikrodelecija Y kromosoma i fenotipa

Istrazivanja pokazuju da 25-55% pacijenata s jednim od oblika ekstremne
patologije testisa, kao Sto su hipospermatogeneza, zastoj sazrijevanja
spermija ili sindrom samo Sertolijevih stanica (SCOS, engl. sertoly cell only
syndrome), kao i 5-25% pacijenata s oligospermijom ili azoospermijom
nose Y mikrodelecije AZF podru¢ja (5). Sa svakom kombinacijom
mikrodelecija dolazi odredeni fenotip koji i unutar same skupine moze

varirati od pacijenta do pacijenta (5).

Fenotip potpune AZFa mikrodelecije je smanjena koncentracija spermija u
pacijenata, teska oligospermija ili azoospermija koja je rezultat delecije
jednog od dva gena kandidata, DBY ili USP9Y (Slika 6.) (28). Mikrodelecijom
koja ukljuCuje oba gena nastaje najtezi fenotip, a to je SCOS (28). Geni u
AZFa podrucju nalaze se specificno u testisima, pa se njihovom delecijom
uzrokuje ili gotovo nepostojeci broj spermija ili razvojna smrt spolnih
stanica koja vodi do SCOS-a (5). Fenotip djelomi¢ne AZFa mikrodelecije
nesto je blazi i viSe varira od pacijenta do pacijenta (5). Prijavljeni su
sluCajevi s fenotipom od azoospermije do normozoospermije (5). Tezinu

fenotipa dirigira kolicina izbrisanih gena u mikrodeleciji (5).
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Slika 6. Citologija testisa povezana s AZFa mikrodelecijama (28)

6a - stadiji normalhe spermatogeneze u pacijenta s opstruktivhom
azoospermijom, Spg - spermatogonija, Spc - spermatocita, Spt -
spermatida, Spm - zreli spermij, Sc - Sertolijeve stanice; 6b - morfologija
SCOS u pacijenta s delecijom DBY gena koja dovodi do potpunog gubitka
zametnog epitela u oba testisa; 6¢ - teSka hipospermatogeneza u pacijenta
s delecijom USP9Y gena sSto rezultira velikim brojem Sertolijevih stanica sa
spolnim stanicama normalnih proporcija; 6d - teSka hipospermatogeneza u

pacijenta s delecijom DBY gena (28).
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Posto geni u AZFb regiji najviSe reguliraju rast i sazrijevanje spermija te su
kljucni za razvoj od stadija mejoze do spermiogeneze, delecijom ovih gena
dolazi do gubitka sposobnosti u navedenim stadijima spermatogeneze (5).
Pacijenti s utvrdenim delecijama AZFb podrucja prikazuju fenotip zastoja
sazrijevanja spermija, najc¢esce u stadiju spermatocite, s nedostatkom post-
mejotickih spolnih stanica u sjemenim kanali¢ima, odnosno azoospermijom,
koja je uocena i kod djelomic¢nih AZFb mikrodelecija te kod kombiniranih

mikrodelecija AZFbc (5). Ova delecija moze se razviti i do stadija SCOS (1).

Pacijenti s AZFc mikrodelecijama imaju najrazli¢itije fenotipe (5).
Spermatogeneza je dovrSena, ali je uocena progresija od oblika srednje
oligospermije do azoospermije (5). Takoder, u istrazivanjima je uoceno i
prisustvo abnormalnih spermija (13) i razli¢itih defekata u sjemenim
kanalicima (16). Ovakva varijacija fenotipa mogla bi biti rezultat
progresivne regresije spolnog epitelia ili progresivnhog smanjenja
koncentracije spermija tijekom vremena kao i utjecaja geneticke pozadine
te okolisnih faktora (11).

Mikrodelecije AZFd podruéja pokazuju fenotip srednje oligospermije,
normalni broj spermija, ali i njihov abnormalni izgled i funkciju (Slika 7.)
(13).
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Slika 7. Prikaz razlicitih tipova abnormalnih spermija (9)
7a - ilustracija razlicitih tipova abnormalnih spermija; 7b - mikroskopski
prikaz spermija s usiljenom glavom; 7c - mikroskopski prikaz spermija sa
citoplazmatskom kapljicom; 7d - mikroskopski prikaz spermija u obliku
pribadace; 7e - mikroskopski prikaz spermija s piriformnim oblikom glave i
defektnim srediSnjim dijelom; 7f - mikroskopski prikaz spermija s
piriformnim oblikom glave s kapljicom krvi; 7g - mikroskopski prikaz
spermija s malom ovalnom glavom i deformiranim sredisnjim dijelom; 7h -
mikroskopski prikaz spermija s citoplazmatskom kapljicom spojenom s
normalnom glavom spermija; 7i - mikroskopski prikaz spermija s

dvostrukim repom (9).
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Djelomi¢ne mikrodelecije ne povezuju se direktno ni s jednim navedenim
fenotipom, ali je u istrazivanjima uocena povezanost tih mikrodelecija sa
smanjenom plodnoséu u australskoj populaciji (1). Takoder, moguda je
povezanost djelomi¢nih mikrodelecija i povecanog rizika od pojave

hipospermatogeneze, od oligospermije do azoospermije (5).

Kombinirane mikrodelecije, i to posebno kombinirane AZFabc
mikrodelecije, pokazuju najteze oblike fenotipa, SCOS, a pronadeni su i

podaci o potpunom zastoju u stadiju spermatocite (21).

Uz mikrodelecije AZF podrudja, razli¢ite varijacije fenotipa unutar delecije
jedne AZF regije uzrokuju i posebni faktori, kao Sto je utjecaj geneticke

pozadine i okolisni faktori (8).
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5. Metode potpomognute oplodnje i rizici prijenosa neplodnosti

Neplodnost je najcéeSéa posljedica uzrokovana mikrodelecijama Y
kromosoma, a nastaje kao rezultat poremedaja spermatogeneze zbog
mikrodelecija AZF podrucja (5). Brojni muskarci nemaju saznanja o svojoj
plodnosti do trenutka kada s partnericom pokusSavaju dobiti dijete i suoce
se s nemogucnos¢u zaceca. Tada se podvrgavaju razli¢itim testovima
kojima se pokusavaju utvrditi razlozi njihove neplodnosti. Ukoliko su u
pitanju mikrodelecije Y kromosoma, razvijene su metode kojima se uvelike
pomaze pri ostvarenju zacecéa takvih parova. U ovom poglavlju raspravljat
¢e se o dvije dostupne metode te preduvjetima, rizicima i posljedicama koje

one donose.

Prije koriStenja metoda medicinski pomognute oplodnje (MPO), potrebno je
proci kroz procese kariotipizacije za utvrdivanje abnormalnosti kromosoma
ili pak direktne metode utvrdivanja mikrodelecija u neplodnih muskaraca
(5). Tim testovima bi se trebali podvrgnuti muskarci kojima je utvrdena
neplodnost zbog nemogucnosti zaceca s partnericom u minimalnom periodu
od godine dana (5). Prije kariotipizacije i utvrdivanja mikrodelecija Y
kromosoma, provodi se analiza broja, pokretljivosti i morfologije spermija
ili volumena ejakulata mikrobioloskim metodama (31). Testovi
kariotipizacije, a posebno testovi utvrdivanja mikrodelecija na Y
kromosomu, pokusSavaju se uvesti u rutinsku klinicku praksu, i to ne samo
kako bi se utvrdio razlog neplodnosti, ve¢ i za predvidanje uspjesnosti
postupaka MPO u takvih neplodnih muskaraca (5). Ukoliko je u muskarca
doslo do potpune AZFa, AZFb ili AZFbc mikrodelecije, Sto najcescée rezultira
azoospermijom i nepostojanjem zrelih spermija u tkivu testisa, nece biti
moguce izvesti ekstrakciju spermija i provesti neku od metoda
potpomognute oplodnje (1). No, ukoliko se utvrdi AZFc delecija, postoji
Sansa za ekstrakciju spermija i njihovo oCuvanje ili oplodnju jajne stanice
(5). Utvrdivanje mikrodelecija Y kromosoma omogucdilo bi i upozoravanje
para na mogudi prijenos mikrodelecija na sina i posljedice koje iz toga

proizlaze (5). U to ne spada samo neplodnost zbog zastoja u
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spermatogenezi, ve¢ i povecana Sansa razvoja raka testisa ili pak
neuropsihijatrijskih poremecdaja cija je povecana pojavnost utvrdena u

muskaraca sa mikrodelecijama (5).

Nakon provedenih testova kariotipizacije i utvrdivanja mikrodelecija Y
kromosoma, parovima se predlaze genetsko savjetovanje (9). Genetsko
savjetovanje se provodi kako bi se par educirao o genetskim rizicima kojima
¢e biti izlozeni tijekom metoda MPO, ali i psiholoSkom ucinku koji ¢e taj
proces imati na njih (9). Savjetovanje im takoder pomaze da shvate
potencijalne rizike kojima ce biti izloZzeno novorodeno dijete (9). Naime,
muskarci s utvrdenim mikrodelecijama prilikom zaceéa prenose svoje
mikrodelecije na sina, a dokazano je da se te mikrodelecije kod potomaka
mogu i povecati (20). Osim prijenosa mikrodelecija, utvrdena je i veéa
pojavnost rodenja djece s urodenim manama i poteskocama u ucenju (9).
Tijekom genetskog savjetovanja raspravlja se i o moguéim dodatnim
testovima Cclanova blize obitelji, genetskim aspektima, prenatalnoj

dijagnostici te preimplatacijskoj genetskoj dijagnostici (9).

Metoda MPO koja se najcesce koristi pri lijeCenju neplodnosti izazvane
mikrodelecijama Y kromosoma je ICSI (engl. intracytoplasmic sperm
injection) (Slika 8.) (16). To je metoda u kojoj dolazi do direktnog uvodenja
spermija u jajnu stanicu s ciljem da dode do oplodnje i trudnoce u
slu¢ajevima u kojima je broj spermija premaleni ili je njihova pokretljivost
smanjena pa ne moze dodi do prirodne oplodnje (16). U metodi se koriste
spermiji dobiveni iz pasjemenika ili direktno iz tkiva testisa (16) metodama
kao Sto su TESE (engl. testicular sperm extraction) ili TESA (engl. testicular
sperm aspiration) (5). Ova metoda zaobilazi sve fizioloSke mehanizme
povezane s oplodnjom (16) te njenim koriStenjem dolazi do apsolutnog
prijenosa genetickih abnormalnosti na dijete (5). Prirodna oplodnja zahtjeva
aktivne pokretne spermije koji su prosli normalnu kapacitaciju i akrosomsku
reakciju kako bi zapoceli mehanizme potrebne za ulazak u jajnu stanicu
(16). Za razliku od toga, ICSI dopusta promijenjenim spermijima ulazak u

jajnu stanicu i razvoj ploda, ¢ime povecava rizik od prijenosa razlicitih
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abnormalnosti koje taj promijenjeni spermij nosi (16). Iako je prethodno u
ovom poglavlju spomenuto da muskarci s azoospermijom nisu kandidati za
ICSI zbog nedostatka spermija (1), u novije vrijeme je dokazano i suprotno
(32). U istrazivanju kojeg su proveli J. P. Mulhall i suradnici prikazani su
rezultati oplodnje i trudnoce nakon fertilizacije jajne stanice spermijem iz
testisa pacijenta koji je nosio mutaciju DAZ gena i fenotipski pripadao
skupini azoospermnih muskaraca (32). Iako ovom metodom dolazi do
potpunog prijenosa mikrodelecija s oca na sina, fenotip sina moze se u
potpunosti razlikovati od oCevog Sto je rezultat drugacije geneticke podloge
i okolisnih faktora (11). Zbog mogucéeg napredovanja i pogorsanja fenotipa
sina, preporuca se zamrzavanje njihovih spermija u ranim godinama nakon
rodenja (21). Zamrzavanje spermija preporuca se i kod oligospermnih
muskaraca koji imaju veliki rizik postupno razviti azoospermiju kako bi u
buduc¢nosti izbjegli invazivhe metode (21). Drugi veliki rizik koji nosi ova
metoda je kromosomska nestabilnost Y kromosoma zbog Ccestih
rekombinacija (1). Zbog te nestabilnosti moZe dodi do gubitka citavog Y
kromosoma te stvaranja embrija sa spermijima nulisomi¢nim za spolni
kromosom (1). Dokazano je da je znacajna koli¢ina spermija pacijenata s
mikrodelecijama Y kromosoma nulisomi¢na za spolni kromosom (11).
Oplodnja s takvim spermijima dovodi do stvaranja embrija s Turnerovim
sindromom, 45,X ili mozaicizmom spolnih kromosoma (8) Sto povecava
rizik za spontani pobacaj ili pojavu abnormalnog spolovila (1). Kako bi se

izbjegao takav rizik, preporuca se preimplatacijska dijagnostika (11).

Slika 8. Prikaz ICSI metode (33)
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Druga metoda koju je moguce izvesti kod pacijenata s mikrodelecijama Y
kromosoma je IVF (engl. in vitro fertilization) (Slika 9.) (11). Metoda IVF je
metoda u kojoj je jajna stanica, dobivena iz stimuliranog ili prirodnog
ciklusa Zene, postavljena u Petrijevu zdjelicu nakon ¢ega se dodaju obradeni
spermiji partnera (34). Dokazano je da spermiji koji nose mikrodelecije AZF
podrucja mogu oploditi jajnu stanicu, Sto insinuira sposobnost spermija,
usprkos mikrodelecijama, za kapacitaciju, akrosomsku reakciju i mogucnost
prodiranja u jajnu stanicu te konac¢no oplodnju jajne stanice (16). Veliki broj
parova odlucuje se na tu metodu u kojoj koriste spermije partnera, ali i

spermije donora (9).

Slika 9. Mikroskopski prikaz metode IVF (35)

Sazeto prikazane prednosti i nedostaci ovih dviju metoda te uspjesSnost u

razvijanju klinicke trudnoce u Zzena prikazani su u Tablici 5.

Vazno je naglasiti da se, usprkos razvoju metoda koje pomazu neplodnim
parovima da dobiju djecu sa svojim genetskim materijalom, na ovaj nacin
u populaciji povecava broj neplodnih muskaraca zbog prijenosa
mikrodelecija na potomstvo (16). Prije koriStenja ovih metoda, par treba
razmisliti o eti¢nosti razvijanja embrija koji nosi kromosomske
abnormalnosti, a koje ¢e rezultirati razlicitim fenotipskim deformacijama

kod djeteta, pri cemu je glavna posljedica neplodnost (16) iz koje proizlazi
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ICSI

IVF

smanjenje nataliteta i

abnormalnostima. Potrebno je u potpunosti informirati par o svim mogudéim

povecanje

rodenja djece s

razli¢itim

posljedicama, ali i razviti nove metode koje ¢e omoguditi razvoj zdravog

djeteta s normalnim genotipom.

Tablica 5. Prednosti, nedostaci te uspjesSnost lijeCenja neplodnosti u

muskaraca metodama ICSI i IVF (36)

. Prijenos genetickog
materijala roditelja na dijete
. Koristenje sperme
muskaraca s teskim oblicima

oligospermije i azoospermije

. Jedina MPO nakon
ekstrakcije spermija
TESA/TESE metodama

. Oplodnja jajne stanice
spermijem koji ima
mogucénost sam udi u stanicu

i oploditi je

. Prijenos mikrodelecija na
sinove
. Povecdani opseg delecija i

stvaranje novih aberacija Y
kromosoma kod sinova

. Stvaranje embrija sa
spermijima nulisomi¢nim za
spolni kromosom -> Turnerov
sindrom, mozaicizam spolnih
kromosoma -> spontani pobacaj,

abnormalno spolovilo

. Neuspjesnost u oplodnji
sjemenom muskarca s teskom

oligospermijom i azoospermijom

* 0% postignutih trudnoéa spermom azoospermnih muskaraca

32,1
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6. Zakljucak

Najvedi broj sluc¢ajeva neplodnosti u muskaraca ¢ini neplodnost nepoznatog
uzroka. Mikrodelecije Y kromosoma, specificno AZF podrucja, najceséi su
poznati razlog muske neplodnosti. Mikrodelecije Y kromosoma dosad su
detaljno ispitane i dokazane, kako njihovo podrucje tako i posljedice koje
imaju na spermatogenezu te fenotipska obiljezja muskaraca koji ih nose.
Iako su mikrodelecije Y kromosoma vrlo veliki problem parova danasnjice,
uspjeh pri postizanju trudnoce kod takvih parova pripisan je otkricu metoda
potpomognute oplodnje koje se svakim danom sve vise usavrsavaju. Cilj je
pronadéi metodu koja, ne samo da omogucuje takvim parovima osnivanje
vlastite obitelji, ve¢ i sprecava prijenos mikrodelecija Y kromosoma oca na
sina. Na taj nacdin omogucilo bi se postizanje trudnocée kod takvih parova,
ali bi se i smanjio postotak neplodnosti u svijetu. U danasnje vrijeme vrlo
su znacajne ICSI i IVF metode koje ostvaruju uspjeh u postizanju trudnoce,
ali za buduc¢nost to nije dovoljno. Potrebno je dodatno istrazivanje i
pronalazenje novih metoda kao i usavrsavanje postojecih kako bi se doslo

do savrsene metode i ,lijeka"™ u istrebljenju neplodnosti.
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8. Zivotopis
OSOBNE INFORMACIIJE

Mustac Lucija
MarsSala Tita 28, 40326 Sveta Marija (Hrvatska)
+385996978919

lucijamustac3@gmail.com

RADNO ISKUSTVO

e 01/07/2017-30/09/2017 Leggett and Platt, Prelog

Pomocna radnica u uredu skladista
e 01/08/2018-31/08/2018 Leggett and Platt, Prelog

Pomocna radnica u uredu nabave
e 03/09/2018-21/09/2018 Leggett and Platt, Prelog

Pomocna radnica u proizvodnji
OBRAZOVANIJE I OSPOSOBLJAVANIE

e 2004-2008 ~Podrucna skola Donji Mihaljevec", Donji Mihaljevec
e 2008-2012 »~0snovna Skola Sveta Marija“, Sveta Marija

e 2012-2016 »Gimnazija Josipa Slavenskog", Cakovec

e 2016-danas Odjel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci

Preddiplomski sveucilisni studij ,Biotehnologija i istrazivanje lijekova"

OSOBNE VIESTINE

Materinski jezik: hrvatski

Strani jezici RAZUMIJEVANIE GOVOR PISANJE
Govorna Govorna

Slusanje Citanje interakcija = produkcija
engleski C2 C2 C2 C2 C2
njemacki B1 B1 B1 Bl Bl

39



Komunikacijske vjestine

e pristupacna
e srdacna, uvijek nasmijana
e spremna za timski rad

e komunikativna

Organizacijske/rukovoditeljske vjestine

e snalazljiva
e oOrganizirana

e prilagodljiva

Poslovne vjestine

e odgovorna
e marljiva

e savjesna

Digitalne vjestine

Sigurnost Rjesavanje
problema
Samostalni Samostalni
korisnik korisnik

SAMOPROCIENA
Obrada o Stvaranje
. .. Komunikacija v .
informacija sadrzaja
Samostalni Samostalni Samostalni
korisnik korisnik korisnik
e vjesto rukovanje Windows Office osnovnim programima (Word,

PowerPoint, Excell...)

e poznavanje rada u kemijskim programima Chimera, PyMOL, Avogadro,

Gamess, Marvin Sketch

e pretrazivanje baza podataka kao sto je Protein Data Bank (PDB)
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