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SazZetak. Cilj: U radu je istrazena ucestalost varijanata konstitutivnog heterokromatina (KH) u
osoba s razliCitim poremecajima reprodukcije (primarni ili sekundarni sterilitet, jedan ili vise
spontanih pobacaja), te klinickim dijagnozama kriptorhizma ili hipogonadizma, gojaznosti ili gi-
nekomastije. Metode: Prisutnost kromosomskih heteromorfizama procijenjena je u 499 osoba
tijekom rutinske kariotipizacije izvedene na GTG-opruganim metafaznim kromosomima dobive-
nim iz fitohemaglutininom stimuliranih limfocita periferne krvi. Rezultati: Varijante KH-a u pro-
nadene su u 22,6 % ispitanika. Najvisa je uCestalost nositelja zabiljezena u skupini s primarnim
sterilitetom (28,7 %) i znacajno je visa negoli u skupini s dva ili vise spontanih pobacaja (15,4 %)
(OR =2,209; CI = 1,175 — 4,153; P = 0,014). Od pojedinacnih varijanata najces¢e su zabiljezene
varijacije D-grupe kromosoma (9,6 %), a slijede varijante 9gh, Ygh, 16gh, varijante G-grupe i 1gh
(5,1%,4,9%,4,0%,2,7%i2,0%). Varijanta heterokromatina inv(9) pojavljuje se ucestalos¢u od
1,6 %. Buduci da su pojedini ispitanici (6,5 %) nositelji multiplih varijanata, ukupan broj varijana-
ta u pojedinim dijagnostickim skupinama varira izmedu 20,2 % i 39,6 %. Ponovno, najvisa je uce-
stalost u skupini s primarnim sterilitetom (39,6 %), dok je najniza u skupini s dva i vise spontanih
pobacaja (20,2 %) (OR = 2,595; Cl = 1,465 — 4,598; P = 0,001). Zakljucak: Znacajno visa ucestalost
kromosomskih heteromorfizama u osoba s primarnim sterilitetom podupire hipotezu prema ko-
joj kromosomski heteromorfizmi nisu bezazlene varijante, ve¢ bi mogli, mehanizmima koje ne
razumijemo u potpunosti, umanjivati reproduktivnu sposobnost ¢ovjeka.

Kljuéne rijeci: hipogonadizam, kromosomski heteromorfizmi, patoloska trudnoca, ponavljani
spontani pobacaji, sterilitet, zaostatak u rastu i razvoju

Abstract. Aim: The frequency of heterochromatin variants was determined in the group of pa-
tients with defective reproductive fitness (primary or secondary sterility, history of one or more
spontaneous abortions), in those with clinical diagnoses of cryptorchidism or hypogonadism,
and obesity or gynecomastia. Methods: The chromosomal heteromorphisms were evaluated in
447 individuals during routine karyotipization on GTG-banded metaphase slides prepared from
phytohemaglutinin-stimulated peripheral blood lymphocytes. Results: The overall frequency of
heterochromatin variants was 22.6 %. The highest frequency of variants was determined in the
primary sterility group (28.7 %). The difference was statistically significant in comparison with
the two or more — spontaneous abortion group (15.4 %) (OR=2,209; CI=1,175-4,153; P=0,014).
The most frequent were D-group chromosomal variants (9,6 %) followed by 9qgh, Ygh, 16gh, G-
group variants and 1gh ((5,1 %, 4,9 %, 4,0 %, 2,7 % and 2,0 %, respectively). The variant inv(9)
was represented with 1.6 %. Because 6,5 % of subjects in the study carried multiple variants in
their karyotype, the total number of variants between diagnoses varied between 20,2 % and
39,6 %. The highest frequency of variants was observed in the primary sterility group (39,6 %). It
was significantly different when compared to the two or more — spontaneous abortion group
(20,2 %) (OR=2,595; Cl=1,465-4,598; P=0,001). Conclusion: Significantly higher frequency of
chromosomal heteromorphisms in individuals with primary sterility supports the view of chro-
mosomal variants being not harmless variants. By mechanism(s) not fully understood yet, chro-
mosomal heteromorphisms might decrease the reproductive fitness in humans.

Key words: chromosomal heteromorphisms, growth and development retardation, hypogo-
nadism, pathological pregnancy, recurrent spontaneous abortions, sterility
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uvobD

Pojedini dijelovi genoma Covjeka sadrze vrlo vari-
jabilnu koli¢inu nekodirajucih, ponavljanih DNA
slijedova, $to ozna¢avamo citogenetickim hetero-
morfizmima ili polimorfnim kromosomskim vari-
jantama. Najvarijabilniji dijelovi genoma obuhva-
pericentricna podrucja
kromosoma 1, 9i 16, drske (engl. stalks) i satelite

¢aju centromerna i

kratkih (p) krakova akrocentrika, te distalni dio
dugog (q) kraka kromosoma Y. Radi se o razli¢i-
tom broju ponavljanja alfa satelitskih, klasi¢nih
satelitskih (satelitske DNA I, Il i lll) i drugih ponov-

no$¢u muskaraca, ponavljanim spontanim pobaca-
jima i urodenim malformacijama nepoznate etio-
logije®*?, no rezultati nisu pruzili ¢vrste dokaze o
njihovom Stetnom utjecaju na fenotip. Ucinak kro-
mosomskih varijanata na fenotip ostao je nejasan,
pa tijekom posljednjeg desetljeca ponovno zaoku-
plja paznju istrazivaca. Buduci da je uloga KH-a
prepoznata tijekom mejoticke konjugacije homo-
lognih kromosoma u Drosophile, pretpostavljeno
je da bi prisutnost varijante na jednom homologu
mogla ometati normalno sparivanje i razdvajanje s

FISH analize (engl. fluorescent in situ hybridization) po-
tvrdile su viSu ucestalost aneuploidija u spermijima
osoba s polimorfizmom heterokromatina. Dinamika po-
novljene, nekodiraju¢e DNA upuéuje na mogucnost ne-
jednake rekombinacije (engl. unuequal crossing-over)
izmedu dvaju homologa tijekom stanicne diobe, Sto
moZe rezultirati pojavom inverzijskih polimorfizama,

lienih DNA sljedova organiziranih, uz pomo¢ RNA
i proteina, u blok visokokondenziranog konstitu-
tivnog heterokromatina (KH)?. Citogenetickim he-
teromorfizmom smatraju se duplikacije i delecije
blokova heterokromatina. Njihovi pojedini gra-
devni DNA sljedovi “skloni” su lomovima i pres-

pajanjima, pa nastaju i inverzijske varijante?®. Na
kratkim krakovima akrocentri¢nih kromosoma
koji izrazito variraju veli¢inom i intenzitetom bo-
janja opisani su i ekstremni heteromorfizmi: npr.
naizgled izgubljen p krak kromosoma 21, ili eks-
tremno povecan p krak kromosoma 15*®°. Kromo-
somski se heteromorfizmi smatraju varijacijama
u genomu bez posebnog fenotipskog ucinka, na-
sljeduju se, i uobicajeno se ne navode u citogene-
tickim izvjeSc¢ima (slika 1).

Tijekom 80-ih godina proslog stolje¢a kromosom-
istraZivani

ski heteromorfizmi intenzivho su

povezano sa smanjenom reproduktivnom sposob-

delecija i duplikacija.

drugim homologom tijekom mejoze®®. Takoder je
pretpostavljena moguénost interkromosomskog
u¢inka (ucinak na razdvajanje drugih parova ho-
molognih kromosoma)®***, FISH (engl. fluorescent
in situ hybridization) analize potvrdile su viSu uce-
stalost aneuploidija u spermijima osoba s polimor-
fizmom heterokromatina®®. Dinamika ponovljene,
nekodiraju¢e DNA upucuje na mogucénost nejed-
nake rekombinacije (engl. unuequal crossing-over)

IRLELE

1 9 9

Slika 1. Homologni kromosomi 1, 9, 16, Y i 21 s heteromorfizmima konstitutivnog heterokromatina 1gh+, 9gh+, inv(9), Ygh+ i 21pstk+

16 Y 18

21

‘_5 1] '_‘ L

(lijevi homolog u paru sadrzi heteromorfizam; homologni par kromosoma 18 prikazan je radi usporedbe veli¢ine kromosoma Y).

Crtice oznacavaju varijabilni dio kromosoma.

Figure 1 Homologous chromosome pairs 1,9,16, Y and 21 with shown heteromorphisms of the constitutive heterochromatin:
1qgh+,9qh+, inv(9),Ygh+, and 21pstk+ (chromosome on the left carries the heteromorphism; homologous pair 18 is shown for
comparison purpose with the size of chromosome Y). Variable chromosomal parts are marked with dashes.
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izmedu dvaju homologa tijekom stani¢ne diobe,
Sto moZe rezultirati pojavom inverzijskih polimorfi-
zama, delecija i duplikacija. Takoder postoji mo-
gucnost abnormalnog vezanja kromosoma s hete-
romorfizmom za diobeno vreteno ili nishodne
regulacije inace normalno izrazenih gena u blizini
varijante, Sto bi moglo prouzrociti pogreske kro-
mosomskog razdvajanja ili zastoj spermatogeneze.
Znacajno vise ucestalosti kromosomskih varijana-
ta, negoli u kontroli, pronadene su u muskaraca s
idiopatskom neplodnoséu, u jednog ili oba partne-
ra u parova s ponavljanim spontanim pobacajima i
u osoba s anamnezom patoloske trudnoce'®?.
Najcesce varijante KH-a pronadene u osoba sma-
njene plodnosti jesu 1gh+, 9gh+, 16gh+ i Ygh-, a
slijede varijacije p krakova akrocentri¢nih kromo-
soma. U neplodnih muskaraca najvecda je ucesta-
lost heteromorfizama u onih s klinickim dijagnoza-
ma azoospermije i oligozoospermije, dok je u zena
ucestalost najvisa u onih s primarnom neplodno-
$¢u'®. Rezultat istraZzivanja 1.978 kineskih bracnih
parova uklju¢enih u programe medicinski potpo-
mognute oplodnje: in vitro oplodnje (engl. in vitro
fertilization; IVF) i intracitoplazmatske injekcije
spermija (engl. IntraCytoplasmic Sperm Injection;
ICSI) upucuje da kvantitativne i kvalitativne varija-
cije KH-a ne utjecu negativno na ishode tih progra-
ma?°. Ipak, isti su autori?® zabiljeZili trend vece uce-
stalosti spontanih pobacaja u onih parova u kojih
je nositelj heteromorfizma bio muskarac negoli u
slu¢ajevima kada je nositel;j bila Zena.

U ovom radu istrazena je ucestalost varijanata
KH-a otkrivenih tijekom visegodisnjeg obavljanja
rutinske kariotipizacije osoba s razli¢itim poreme-
¢ajima reprodukcije. Dobiveni rezultati usporede-
ni su s rezultatima drugih studija.

Tablica 1. Klinicki i demografski podaci ispitanika
Table 1 Clinical and demographic data of subjects in the study

ISPITANICI | METODE

U razdoblju od 15 godina (izmedu 1996. i 2011.)
u citogenetickom je laboratoriju Zavoda za biolo-
giju i medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Rijeci kariotipizirano vise od 1.200
ispitanika s razli¢itim klinickim dijagnozama. Re-
trospektivnom analizom izdvojeno je 447 ispita-
nika (155 Zena i 292 muskarca) sa sljede¢im uput-
nim dijagnozama: primarni sterilitet, sekundarni
sterilitet, jedan spontani pobacaj, dva ili vise
spontanih pobacaja, patoloska trudnoc¢a u ana-
mnezi (zastoj intrauterinog razvoja, blighted
ovum, rana smrt ploda, malformirani plod), hipo-
gonadizam, kriptorhizam, ginekomastija i adiposi-
tas (gojaznost). Dob ispitanika u trenutku evalua-
cije i prema klinickim dijagnozama prikazana je
tablicom 1. U ispitivanu skupinu nisu uvrsteni is-
pitanici u kojih su pronadene numericke ili struk-
turne kromosomske promjene, stoga svi ispitanici
uklju€eni u studiju posjeduju uredan muski ili
Zenski kariotip analiziran GTG-oprugavanjem.

Kariotipizacija limfocita periferne krvi obavljena je
prema standardnoj metodi*. Uobicajeno je pre-
gledano 20 — 30 metafaza po jednom ispitaniku, a
5—10 ih je rutinski kariotipizirano uporabom svje-
tlosnog mikroskopa. Za analizu je od 2003. godine
koristen svjetlosni mikroskop BX51 (Olympus) te
kompjutorska programska podrska CytoVision
Applied Imaging Corp, Santa Clara (CA), dok su ra-
nije kariotipizacije obavljene pomocu svjetlosnog
mikroskopa Reichert Microstar IV. Desetak metafa-
za rutinski je fotografirano i analizirano, a preosta-
le metafaze analizirane su pod mikroskopom.

Pregledom arhivirane dokumentacije evaluirano
je postojanje kromosomskih varijanata kromoso-

N (m/%) DOB - m DOB -2

primarni sterilitet DG1 127/37 33,88 +5,75 25,50+ 7,51
sekundarni sterilitet DG2 10/14 24,92 +7,26 34,22 + 3,53
SAB3 2 (ukljuduje i partnere) DG3 51/53 33,35+ 5,67 30,52 + 5,02
SAB x 1 (ukljucuje i partnere) DG4 17/22 32,31+ 3,50 30,32 + 4,96
patoloska trudnoca® DG5 25/27 30,64 + 6,51 27,56 + 4,53
kriptorhizam, hipogonadizam DG6 38/- 19,27 £ 10,25 =

adipositas, ginekomastija DG7 24/2 12,68 + 5,67 11,50+0,71

2intrauterini zastoj rasta, malformirani plod, blighted ovum, rana smrt ploda
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ma 1,9,16,Y i kromosoma D- i G-grupe u uzorku
od 447 ispitanika. Demografski i klini¢ki podaci
prikazani su u tablici 1. Kromosomske varijante ili
heteromorfizmi biljeZzeni su uporabom meduna-
rodnog sustava za nomenklaturu kromosoma (In-
ternational System for Chromosome Nomencla-
ture — ISCN 2009): 1gh+/-, 9gh+/-, 16gh+/-,
Ygh+/-. Takoder su evaluirane varijacije citoloskih
satelita (ps+) i p krakova (pstk+) akrocentri¢nih
kromosoma D- i G-grupe. Kao heteromorfizmi
evaluirani su pericentricna inverzija kromosoma
9 —inv(9) i nedostatak p kraka akrocentri¢nih kro-
mosoma (kratki krak naizgled nedostaje na cito-
genetickom preparatu).

Heteromorfizam je na jednom homolognom kro-
mosomu klasificiran kao varijanta gh+ ako je
smjesten na q kraku kromosoma iako je barem
dvostruko vedi negoli na drugom homologu. Vari-
janta Ygh+ klasificirana je u slucajevima kada je
kromosom Y veli¢inom odgovarao kromosomu
18, a Ygh- u slucajevima kada je kromosom Y veli-
¢inom odgovarao kromosomima G-grupe (malim
akrocentricima).

Statisticke metode

U statistickoj obradi podataka koristena je des-
kriptivna statistika racunalnog programa Statisti-
ka for Windows 8.0 (StatSoft Inc.) Takoder su
izracunati omjeri izgleda (engl. Odds ratio; OR) i
95 %-tni intervali pouzdanosti (engl. confidence
interval; Cl) izmedu pojedinih dijagnostickih sku-
pina. Razina statisticke znacajnosti iznosila je
0,05.

REZULTATI

Tablica 2 prikazuje ucestalost nositelja kromo-
somskih varijanata s obzirom na klinicku dijagno-
zu. Od ukupnog broja ispitanika 16,1 % (72/447)
ima jednu varijantu, 5,4 % (24/447) ima dvije, a
1,1 % su nositelji triju kromosomskih varijanata
(5/447). U prosjeku 22,6 % osoba u uzorku posje-
duje barem jednu kromosomsku varijantu. Kro-
mosomske varijante su podjednakom ucestalo-
$¢u pronadene u osoba muskog i zenskog spola.
Ako usporedimo ucestalost nositelja varijanata
prema klinickoj dijagnozi, najveéi broj nositelja
postoji u skupini s klinickom dijagnozom primar-
nog steriliteta (28,7 % ili 47/164), a najmanji u
onih s dijagnozom hipogonadizma ili kriptorhiz-
ma (13,2 % ili 5/38). Ucestalost varijanata je u
osoba s dijagnozom primarnog steriliteta stati-
sticki znacajno visa negoli u parova s dva i vise
spontanih pobacaja (OR = 2,209; 95 % Cl = 1,175
—4,153; P =0,014) i rubno znacajno visa negoli u
ispitanika s hipogonadizmom ili kriptorhizmom
(OR =2,651; 95 % Cl = 0,976 — 7,204; P = 0,056),
ali bitnih razlika nema u odnosu prema ostalim
dijagnostickim skupinama.

Dio ispitanika (6,5 %) su nosioci dviju ili triju vari-
janata (tablica 2). Najvisa je ucestalost nositelja
multiplih heteromorfizama u skupinama s dija-
gnozom primarnog steriliteta (9,7 %), kriptorhiz-
ma ili hipogonadizma (7,9 %) i gojaznosti ili gine-
komastije (7,7 %). U ostalim dijagnostickim
skupinama ta je ucestalost niZza od 5 %. Razlike iz-
medu skupina nisu statisticki znacajne.

Tablica 2. Broj i ucestalost varijanata heterokromatina prema klini¢koj dijagnozi
Table 2 The number and frequency of heterochromatin variants according to clinical diagnoses

. broj osoba s

Klinicka dijagnoza N bez varijante 1 var 2 var 3 var heteromorfizmom
n (%) n (%) n (%) n (%) Zn (%)

DG1 164 117 (71,3) 31 (18,9) 14 (8,5) 2(1,2) 47 (28,7)*
DG2 24 19 (79,2) 5(20,8) 0 0 5 (20,8)
DG3 104 88 (84,6) 11 (10,6) 5 (4,8) 0 16 (15,4)°
DG4 39 29 (74,4) 9(23,1) 0 1(2,6) 10 (25,6)
DG5 52 39 (75,0) 11 (21,2) 2(3,8) 0 13 (25,0)
DG6 38 33 (86,8) 2(5,3) 1(2,6) 2(5,3) 5(13,2)°
DG7 26 21 (80,8) 3(11,5) 2(7,7) 0 5(19,2)
> (%) 447 346 (77,4) 72 (16,1) 24 (5,4) 5(1,1) 101 (22,6)

*0R =2,209; 95 % Cl=1,175-4,153; P= 0,014
POR =2,651; 95 % Cl = 0,976 — 7,204; P = 0,056
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tadasnjih hipoteza pretpostavlja da, u organizmi-
ma eukariotskog tipa, postoji kompenzacijski me-
hanizam koji djeluje medu kromosomima s veéim

Analiza ukupnog broja varijanata (tablica 3) poka-
zuje da su u cijelom uzorku najéesc¢e pronadene
varijante D-grupe kromosoma (9,6 %), slijede he-
teromorfizmi 9gh (5,1 %), Ygh (4,9 %) i 16gh
(4,0 %), pa varijante G-grupe kromosoma (2,7 %)
i heteromorfizam 1gh (2,0 %), dok je najniza zabi-
liezena ucestalost pericentri¢ne inverzije hetero-

blokovima heterokromatina, a u stanicama poje-
dine bioloske vrste nastoji odrzati ukupnu kolici-
nu heterokromatina vise-manje konstantnom?®92,
Na to upucuje Cinjenica da su koeficijenti varija-
bilnosti pojedinacnih varijanata najveci, a sma-
njuju se kada se mjeri ukupni heterokromatin

kromatina kromosoma 9 (1,6 %).
Ukupan broj varijanata u pojedinim dijagnosti¢-
kim skupinama varira izmedu 20,2 % i 39,6 %. Po- istih kromosoma. U slucajevima povedane ili

novno, najvisa je u€estalost u skupini s primarnim smanjene koli¢ine heterokromatina u stanicama

sterilitetom (39,6 %), a najniza je u skupinama s (nebalansirana koli¢ina) KH bi mogao remetiti

dva i viSe spontanih pobacaja (20,2 %) i sekun- normalan rast i razvoj organizma, uzrokujuci mul-
darnim sterilitetom (20,8 %). Razlika je ponovno tiple, nespecificne malformacije ili rane gubitke
statisticki znacajna u skupini s primarnim sterili- ploda’®. U prilog toj hipotezi svjedoce i noviji re-
tetom u odnosu prema skupini s ponavljanim
spontanim pobacajima (OR = 2,595; Cl = 1,465 —

4,598; P =0,001).

RASPRAVA

Polimorfne varijacije KH-a ponovno su tijekom
desetlje¢a u
njal202224 Intenzivna citogeneti¢ka istraZivanja

zultati. Obiteljski polimorfizam 16gh-, naslijeden
od djeda po majci, pronaden je u multiplih em-
brija tijekom nekoliko uzastopnih neuspjesnih po-
stupaka medicinski potpomognute oplodnje (in
vitro oplodnje — IVF)*. Nadalje, detaljnom mole-
kularnom analizom u nekoliko slucajeva prenatal-
protekloga Fari$tu  istraziva- no i postnatalno otkrivenih ekstremnih varijanata
21p- udruzenih s multiplim prirodenim anomali-
koja su provedena tijekom 80-ih godina prosloga jama ili blagom mentalnom zaostalo$¢u autori su
stoljeca rezultirala su vrlo razli¢itim gledistima na potvrdili gubitak telomernih i subtelomernih DNA
potencijalne uloge KH-a i DNA sljedova koji ga iz- sljedova kratkoga kraka kromosoma 21, te pred-
graduju. Ved su tada bili prepoznati ili predlozeni

neki ucinci KH-a, kao Sto su uloga u funkciji cen-

loZili mogu¢ Stetan ucinak tih varijanata?’-?%, Kao
mehanizam Stetnog djelovanja predloZili su uci-
tromere/kinetohore, uloga u prepoznavanju ho- nak poloZaja i interakcije gena na cjelokupnu or-
mologa tijekom mejoze, supresija transkripcije ganizaciju i funkciju genoma.
susjednih gena, supresija mejoticke rekombinaci- Dakle, heteromorfizam KH-a se, osim na citolos-
je u susjednom eukromatinu, uloga u organizaciji koj razini, o€ituje i na molekularnoj razini varija-

interfazne jezgre, kao i moguce adaptivno znace- bilnom koli¢inom razli¢itih obitelji visokoponov-

nje ukupnog heterokromatina u stanici. Jedna od lienih i drugih DNA sljedova. U novije je vrijeme

Tablica 3. Broj i ucestalost pojedinacnih varijanata heterokromatina
Table 3 The number and frequency of individual heterochromatin variants

DG 1° DG 2 DG 3* DG 4 DG 5 DG 6 DG 7 n%
N =164 N=24 N =104 N =39 N =52 N =38 N =26
1gh n (%) 5(3,1) 0 2(1,9) 0 1(1,9) 1(2,6) 0 9(2,0)
9gh? n (%) 12 (7,3) 2(8,3) 4(3,8) 2(5,1) 2(3,8) 2(5,3) 1(3,8) 23 (5,1)
inv(9) n (%) 3(1,8) 0 3(2,9) 0 1(1,9) 0 0 7 (1,6)
16gh? n (%) 5 (3,0) 0 6 (5,8) 2(5,1) 0 2 (5,3) 3(11,5) 18 (4,0)
Ygh? n(%) 19 (11,6) 1(4,2) 0 0 1(1,9) 1(3,6) 0 22 (4,9)
D-grupa = n (%) 16 (9,8) 2(8,3) 4(3,8) 7(17,9) 7 (13,5) 4(10,5) 3(11,5) 43 (9,6)
G-grupa n (%) 5(3,0) 0 2(1,9) 1(2,6) 3(5,8) 1(2,6) 0 12 (2,7)
=n (%) n(%)  65(39,6) 5(20,8)  21(20,2) 12(30,8) @ 15(28,8) @ 11(28,9) 7(26,9) | 136(30,4)

2ukljucuje gh+ i gh- varijante
POR =2,595; Cl = 1,465 — 4,598; P = 0,001
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otkriveno da su visokoponovljeni DNA sljedovi,
smjesteni u podrucju kromosomskih centromera
i pericentricno, transkripcijski aktivni unatoc¢ ¢i-
njenici da ne sadrze gene s ulogom kodiranja pro-
teina®. Transkripcija DNA sljedova KH-a dokazana
je tijekom razli¢itih stupnjeva razvitka sisavaca,
kao i tijekom stanicne diferencijacije, proliferacije
ili adaptacije na djelovanje ¢imbenika stresa. Sto-
ga su centromerni i pericentricni DNA sljedovi ne
samo centri organizacije funkcionalnih centrome-
ra/kinetohora, vec su i mogudi centri genske re-
gulacije blisko smjestenih gena®. S obzirom na to
da se prepisuju (dekondenziraju), vjerojatan je i
njihov ucinak na funkcionalnu organizaciju Citave
jezgre. Sekvenciranjem dijela kratkog kraka kro-
mosoma 21 otkriveni su i DNA sljedovi koji nali-
kuju eukromatinu, a specifi¢ni transkripti pojav-
ljuju se prosje¢no jednom u svakih 100 kb®. Ti
nalazi upucuju na vecu sloZenost tih kromosom-
skih podrucja od one ocekivane, te na moguénost
da KH ”"nosi” dodatne funkcionalne elemente i
posjeduje evolucijski vazne informacije3®3!,
Ucestalosti varijanata KH-a su u osoba s poreme-
¢ajima reprodukcije znacajno vise negoli u kon-
trolnim skupinama (tablica 4), Sto upucuje na po-
tencijalnu ulogu varijacija KH-a u reproduktivnoj
sposobnosti Covjeka. Vrijednosti se krec¢u od
4,9 % (u infertilnih muskaraca u japanskoj popu-
laciji) do 64,8 % (u parova s patoloskom trudno-
¢om u indijskoj populaciji). lako postoji mogué-
nost razli¢itih kriterija evaluacije varijacija KH-a
(svi autori nisu precizirali kriterije), usporedbom
ucestalosti u razli¢itim populacijama mogu se uo-
Citi odredene interpopulacijske razlike. Primjeri-
ce, visoka ucestalost varijante 1gh objavljena je u
japanskih muskaraca s potvrdenom azoospermi-
jom (9,8 %), dok ista varijanta uopce nije zabilje-
Zena u Indijaca (tablica 4)'7*°. Nadalje, u skupini
od 1.790 infertilnih japanskih muskaraca nisu za-
biljeZzene varijante kromosoma Y*. U turskoj su
populaciji objavljene znatno niZe ucestalosti vari-
janata heterokromatina i u skupinama s poreme-
¢ajima reprodukcije (6,5 % — 10 %), kao i u kon-
trolnih individua (1,8 % — 2,7 %) u odnosu prema
drugim populacijama (tablica 4)*?*2*, Unato¢
tome, turske studije biljeZze znacajno viSu ucesta-
lost kromosomskih varijanata u parova s ponav-
ljanim spontanim pobacajima i/ili patoloSkom
trudno¢om negoli u kontrolnim skupinama?*32.

U literaturi postoji vrlo malo podataka o ucestalo-
sti pojedinih varijanata u opcoj populaciji. Rijetke
su studije objavile i ucestalost varijanata u kon-
trolnim skupinama. Minocherhomiji i sur.'® objavi-
li su ucestalost varijacija KH-a od 21,4 % u indij-
skoj kontroli, dok je za usporedbu u grupama s
ponavljanim spontanim pobacajima ili patolos-
kom trudno¢om ucestalost iznosila 43,4 %, odno-
sno 64,8 %. Yakin i sur.’ pronasli su 2,7 % hetero-
morfizama KH-a u 183 turska fertilna muskarca,
dok je u skupini od 420 infertilnih muskaraca uce-

Visokoponovljeni DNA sljedovi smjesteni u podrucju
kromosomskih centromera i pericentricno su transkrip-
cijski aktivni unato¢ Cinjenici da ne sadrZze gene s ulo-
gom kodiranja proteina. Transkripcija tih DNA sljedova
dokazana je tijekom razliCitih stupnjeva razvitka sisava-
ca, kao i tijekom stani¢ne diferencijacije, proliferacije ili
adaptacije na djelovanje ¢imbenika stresa. Stoga cen-
tromerni i pericentricni DNA sljedovi nisu samo centri
organizacije funkcionalnih centromera/kinetohora, veé
su i mogudéi centri genske regulacije blisko smjestenih
gena. S obzirom na to da se prepisuju (dekondenziraju),
vjerojatan je i njihov ucinak na funkcionalnu organizaci-
ju Citave jezgre.

stalost varijanata bila ¢etverostruko visa i iznosila
11,0 %. U nasem se uzorku ucestalost kromosom-
skih heteromorfizama kre¢e izmedu 13,2 % i
28,7 %, ovisno o dijagnostickoj skupini, a prosjec-
no iznosi 22,6 %. Ako promotrimo ukupan broj
varijanata u pojedinoj dijagnostickoj skupini (ta-
blica 3) istice se ona primarnog steriliteta, u kojoj
je ucestalost varijanata najvisa i iznosi 39,6 %. U
toj su skupini najucestalije varijante Ygh, D-grupe
kromosoma, te 9gh. Nije neobi¢no da se varijan-
ta Ygh, posebice Ygh-, pojavljuje u visokom po-
stotku u infertilnih muskaraca nase i drugih popu-
lacija, izuzevSi japansku, budué¢i da se
heterokromatinska pruga Yql2 izravno nastavlja
na podrucje ¢imbenika azoospermije (engl. azo-
ospermia factor — AZF) koje se nalazi u Yqll.
Osim mogucnosti mikrodelecija unutar AZF po-
drucja i/ili dijela Yq heterokromatina, postoji i
mogucnost ucinka smanjenog bloka heterokro-
matina na ekspresiju blisko smjesStenih (susjed-
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Tablica 4. Broj i ucestalost varijanata heterokromatina u razli¢itim klinickim skupinama i populacijama
Table 4 The number and frequency of heterochromatin variants in different clinical groups and populations

Studija
Nakamura i sur. (2001)
Nakamura i sur. (2001)
Nagvenkar i sur. (2005)
Nagvenkar i sur. (2005)
Minocherhomiji i sur.

(2009)

Minocherhomiji i sur.
(2009)

Minocherhomiji i sur.
(2009)

Minocherhomiji i sur.
(2009)

Hong i sur. (2011)
Mafra i sur. (2011)
Yakin i sur. (2005)¢
Sahin i sur. (2008)
Celep i sur. (2006)
Minocherhomiji i sur.

(2009)
Sahin i sur. (2008)

populacija grupa
japanska | infertilni muskarci
japanska | azoospermija
indijska azoospermija
indijska oligozoospermija
indijska azoospermija i teska
oligozoospermija
indijska neklasificirani prim.
infertilitet®
indijska ponavljani spontani
pobacajic
indijska patoloska trudnoca©
kineska neplodni parovi
brazilska infertilni muskarci
turska azoospermija i
oligoastenosperm.
turska neklasificirani
infertilitet
turska ponavljani SAB ili
patoloska trudnoca©
indijska fertilne kontrole
turska fetusi (amniocenteza)

1790

92

42

46

143

258

53

247

1978

143

210

276

1290

555

1130

1qh+
n
(%)
30
(1,7)

9
(9,8)

59/3956
(1,5)

0

(0,5)

(0,4)

25
(1,9)

9gh?
n

(%)
5(0,3)

1
(2,4)
3
(6,5)
21
(14,7)
42
(16,3)
7
(13,2)
73
(29,6)
26
(0,7)
2
(1,4)
14
(6,7)
3
(1,1)
39
(3,0)
31
(5,6)
1
(0,1)

16gh+
n (%)

17

(0,9)

4
(4,3)

1
(24)

23
(0,6)

(1,9)

(1,1)

18
(1,4)

1
(0,1)

Yqh?

(%)

12
(28,6)

15
(32,6)

44
(30,8)

14/73
(19,2)

2/15
(13,3)

47/149
(31,5)

152/1978
(7,3)

0

2
(0,1)

Wm
(1L1)

30/212
(14,2)

1
(0,1)

inv(9)

(%)
21
(1,2)

(4,3)

(2,2)

(1,4)

(0,9)

3
(1,2)

31/3956
(0,8)

6
(4,2)

4
(1,5)
16
(2,5)
1
(0,2)

8
(0,7)

inv(Y)

(%)

(4,3)

1/73
(1,4)

3/149
(2,0)
3/1978
(0,2)

2/212
(0,9)

D-grupa
n
(%)
12
(0,7)

1
(24)

16°
(11,2)
29'
(11,2)
141
(26,4)
34¢
(13,8)
47/3956
(1,2)
2
(1,4)

4
(1,5)
10
(0,8)
55f
(9,9)
6
(0,5)

G-grupa
n
(%)
2
(0,1)

2
(1,1)

(2,2)

31/3956
(0,8)

2
(1,4)

2
(0,2)

ukupno
n
(%)
87
(4,9)
19
(20,7)
15"
(35,7)
2
(47,8)
83
(58,0)
68
(26,4)
23
(43,4)
160
(64,8)
372/3956
(9,4)
12/143
(8,4)
21
(10,0)
18
(6,5)
1138
(8,8)
119
(21,4)
20
(1,8)

2ukljuéene varijante gh+ i gh-; "mrtvorodeno, malformirano ili dijete s geneti¢ckom abnormalno3¢u, Zene s anatomskim defektima reproduktivnog sustava ili jedan spontani pobadaj u
prvom tromjesecju trudnoce; cukljucuje oba supruznika; ¢Yakin i sur. (2005), nema podataka za D- i G- grupu; uéestalost varijanata u grupi fertilnih muskaraca (5/183 ili 2,7 %);

comjer izracunan na ukupnom broju ispitanika (138 Zena i 138 muskaraca); ‘prikazane D- i G-grupa zajedno; épet ispitanika posjeduje multiple varijante (nije prikazano);
hjedan ispitanik posjeduju multiple varijante (nije prikazano); jedan fetus posjeduje multiple varijante (nije prikazano)
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nih) gena vaznih za spermatogenezu. Istovreme-
no u svim se ostalim nasim skupinama ucestalost
varijanata KH-a krece izmedu 20,2 % i 30,8 %.
Najnize ucestalosti varijanata KH-a zabiljezili smo
u skupinama ispitanika s dva ili viSe spontanih po-
bacaja (20,2 %) i sekundarnim sterilitetom
(20,8 %). Istovremeno su se u bracnih parova s
jednim spontanim pobacajem, patoloskom trud-
no¢om i u osoba s hipogonadizmom, kriptorhiz-
mom, gojaznoscu ili ginekomastijom u anamnezi
ulestalosti varijanata KH-a kretale od 26,9 % —
30,8 %. Stoga nasi rezultati svjedoce u prilog hi-
potezi da kromosomski heteromorfizmi nisu be-
zazlene varijante, ve¢ da mogu znacajno umanijiti
reproduktivnu sposobnost ¢ovjeka, iako zasad ne
razumijemo u potpunosti mehanizme njihova
djelovanja.

Dokle god detaljnije ne upoznamo molekularnu
organizaciju ponovljenih i drugih DNA sljedova
unutar blokova KH-a, kao i funkciju njihovih tran-
skripata, necemo moci povezati pojedine varijaci-
je s poremecajima reprodukcije i drugim poreme-
¢ajima Covjeka. Upucéujemo na vaznost biljezenja
kromosomskih varijanata tijekom citogenetickih
analiza, kao i na nedostatak standarda u citoge-
netici za procjenu varijanata KH-a.

Uvodenje standarda uvelike bi olakSalo procjenu i
usporedbu frekvencija varijanata u razli¢itim po-
pulacijama.
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