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PRENATALNA DIJAGNOSTIKA — NASA ISKUSTVA

PRENATAL DIAGNOSTICS — OUR EXPERIENCES

Bojana Brajenovic-Milic’, Jadranka Vranekovic’, Oleg Petrovic®, Jakov Masovcic??',
Aleksandra Frkovic®?", Danilo Pavesic?, Herman Haller?, Miljenko Kapovic!

SAZETAK

Cilj je ovoga rada prikazati organizaciju prenatalne skrbi na podrudju
rijecke regije te iznijeti rezultate dobivene primjenom neinvazivnih
(biokemijski test probira za Downov sindrom — DS) i invazivnih meto-
da (rana amniocenteza — RAC) detekcije kromosomopatija u ploda
tijekom drugog tromjesedja trudnoce.

Od svibnja 1986. do kolovoza 2004. izvedeno je 1856 RAC-a, a od
1996. godine biokemijskoj analizi seruma u svrhu procjene rizika za
DS primjenom dvostrukog (MS-AFP i slobodni B-hCG) ili trostrukog
testa (MS-AFP, slobodni B-hCG i nE) pristupilo je 10.057 trudnica.
Aberirani kariotip ustanovljen je u 2,6% provedenih RAC-a, odnosno
analiza stanica plodove vode. U 73% detektiranih aberacija radilo se o
numerickoj promjeni kromosoma, a najcedca je to bila trisomija 21
(69%). Preostalih 27% aberacija odnosi se na strukturne promjene kro-
mosoma, od kojih je 54% nastalo kao posljedica svjeze mutacije (de
novo), dok su ostale bile obiteljskog podrijetla. U 23% strukturnih
aberacija radilo se o nebalansiranoj promjeni.

Stopa detekcije DS-a primjenom biokemijskog testa probira za DS u
c¢itavom uzorku iznosila je 64% (14/22), a od 2000. godine, otkako se
rabi trostruki test, iznosi 70% (7/10), uz 6,9% pozitivnih nalaza.
Respektabilan broj utvrdenih abnormalnih kariotipova u drugom
tromjesecju trudnoce jasno upucuje na vaznost primjene i invazivnih i
neinvazivnih metoda prenatalne dijagnostike.

KILJUCNE RIJECT: rana amniocenteza, prenatalni test probira za DS

UvOD

Cilj je ovog rada prikazati organizaciju prenatalne skrbi
na podrudju rijecke regije te iznijeti rezultate dobivene
primjenom neinvazivnih i invazivnih metoda detekcije
kromosomopatija.
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ABSTRACT

The purpose of this paper was to present the organization of prenatal
care in the city of Rijeka and to present the results obtained by non-
invasive (biochemical screening for Down syndrome-DS) and invasive
methods (amniocentesis-AC) for chromosomal aberration detection
during the second trimester of pregnancies.

A total of 1856 AC were performed from May 1986 until August 2004
and 10,057 pregnant women underwent prenatal biochemical screen-
ing for DS using double (MS-AFP and free -hCG) or triple tests (MS-
AFP, free -hCG and nE).

The frequency of abnormal karyotypes in the pregnancies that under-
went AC was 2,6%. The most common aberration was numerical (73%)
with trisomy 21 in great numbers (69%). Structural anomaly was found
in 27% of all obtained aberrations and 54% of them were de novo
mutation. Unbalanced structural abnormalities were present in 23% of
all of them.

The detection rate for DS using non-invasive test was 64% (14/22), but
from the year 2000 until now the detection rose to 70% (7/10), with the
6.9% screen positive rate.

The respectable number of abnormal karyotypes identified in our
work clearly demonstrated that non-invasive as well as invasive meth-
ods should be used in prenatal diagnostics during the second
trimester.

KEY WORDS: amniocentesis, prenatal screening for DS

Jos 1986. godine, suradnjom Zavoda za biologiju
Medicinskog fakulteta Sveudilista u Rijeci i Klinike za
ginekologiju i porodnistvo KBC-a Rijeka, zapocela je
primjena rane amniocenteze i, u jednom kracem raz-
doblju, biopsije resica korion frondozuma u svrhu
detekcije kromosomskih aberacija u ploda.* Do 1996.
godine probir kromosomopatija provodio se na osnovi
godina starosti ili osobnog/obiteljskoga genetickog
opterecenja, a pocetkom 1996. uvodi se i neinvazivan,
biokemijski probir za trisomiju 21 (Downov sindrom —
DS) kao naj¢escu aberaciju i uzrok mentalne retardacije
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u ljudi.>* Tako su u proteklom razdoblju primjene pre-
natalne dijagnostike postojali nesto drukdiji kriteriji
odabira trudnoca za pojedinu metodu, danas mozemo
reci da postoje jasne odrednice (slika 1.). U mladih trud-
nica (<35 godina) geneticki neopterecene osobne ili
obiteljske anamneze, preporucuje se neinvazivno testi-
ranje, odnosno biokemijski i ultrazvuc¢ni probir za DS.
Starijim (>35 godina) trudnicama ili pak trudnicama s
genetickim opterecenjem predlaze se invazivna dijag-
nostika, npr. rana amniocenteza, i to stoga sto je rizik da
stvarno dobiju aficirano dijete veci od rizika koji nosi
sam zahvat.

ISPITANICI I METODE

U razdoblju od 22. svibnja 1986. do 31. kolovoza 2004.
godine na Klinici za ginekologiju i porodnistvo KBC-a
Rijeka izvedeno je 1856 ranih amniocenteza. RAC se
uglavnom izvodio pod kontrolom ultrazvuka (UZV)
(97%), free hand tehnikom, uz upotrebu igala od 18 do
20 G, izmedu 16. i 20. tjedna trudnode. Tjedan trudnoce
odredivao se na temelju datuma zadnje menstruacije, uz
potvrdu ultrazvucnim pregledom.

Indikacije za RAC bile su: dob trudnice (=35 godi-
na), DS u prethodnoj trudnodi, druge kromosomopatije
u prethodnih trudnoca, DS u obitelji, numericke ili
strukturne aberacije u roditelja, pozitivan nalaz bio-
kemijskog testa probira za DS, patoloski UZV-nalaz i
ostalo (zracenje, psiholoski razlozi i sl.).

Indikaciju je postavio geneticar ili ginekolog. Sve su
trudnice bile upoznate s nacinom izvodenja zahvata i o
mogucim komplikacijama. Kona¢nu odluku donosili su
supruznici uz pismeni pristanak trudnice.

Kultivacija i citogeneticka analiza stanica plodove
vode dobivenoga RAC-a izvodila se na Zavodu za
biologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci. Za
identifikaciju kromosoma rabila se GTG-metoda opru-
gavanja.

U razdoblju od 1. sije¢nja 1996. do 31. svibnja 2004.
godine prenatalnom testu probira za Downov sindrom,
koji se izvodi na Zavodu za biologiju Medicinskog fakul-
teta SveuciliSta u Rijeci, pristupilo je 10.057 trudnica.
Trudnice su na testiranje upudivali ginekolozi Doma
zdravlja Rijeka, Pula, Pazin, Rovinj, Pore¢, Umag, Labin,
Buzet, Opce bolnice Pula, Klinike za ginekologiju i
porodnistvo KBC-a Rijeka te ginekolozi privatnih
ginekoloskih ambulanti koje rade u tim podrudjima.
Informaciju o svrsi, mogucnostima i nacinu interpretaci-
je rezultata ovog testa trudnice su dobile od svojih
ginekologa i educiranog osoblja Zavoda za biologiju.
Nakon obavljenog razgovora, trudnice su svojim potpi-
som dale pristanak za testiranje.

Biokemijska analiza seruma obavljena je izmedu 15.
i 18. tjedna trudnoce. Gestacijska dob je utvrdivana,
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najc¢esce, na osnovi ultrazvu¢nog nalaza fetalne bio-
metrije (96%), ali i na osnovi podatka o prvom danu
zadnjega menstruacijskog ciklusa (4%).

Do kraja 1999. godine ispitivana su dva serumska bi-
liega, MS-AFP i slobodni b-hCG (dvostruki test), i to
imunoenzimatskom tehnikom (AFP EIACT™. Fb-hCG
EIACT™; -CIS BIO international B.P.-91192 GIF-SUR
YVETTE CEDEX, Francuska). Od pocetka 2000. godine
mjere se tri biljega — MS-AFP, slobodni b-hCG i nE (T21
Screening ELISA; GAMMA, Belgija). Izracunavanje indi-
vidualnog rizika za Downov sindrom izvedeno je prim-
jenom predvidene programske podrske (Free beta
screen (CIS BIO international B.P.-91192 GIF-SUR
YVETTE CEDEX, Francuska i GAMMA T21 SOFT;
GAMMA, Belgija). Proracun rizika temelji se na podatku
o zivotnoj dobi trudnice na termin porodaja i izmjerenoj
razini serumskih biljega transformiranih u odgovarajuce
MoM-vrijednosti.

Kao pozitivan nalaz testa smatrao se rizik za Downov
sindrom jednak ili visi od 1:250 (DS rizik =1:250). Trud-
nicama s povisenim rizikom za Downov sindrom, bila je
preporucena amniocenteza. Osim procjene rizika za DS,
provodila se i procjena rizika za ostecenje neuralne cije-
vi te, primjenom trostrukog testa za Edwardsov sindrom
(ES). U slucajevima povisenog rizika za oStecenje neu-
ralne cijevi kao i ES-a, trudnice su najprije upucivane na
detaljan ultrazvucni pregled, a nakon toga, prema potre-
bi, i na RAC.

REZULTATI

Prosjec¢na zivotna dob trudnica koje su pristupile RAC-u
bila je 33,7+5,6, a srednja vrijednost gestacijske dobi kad
je zahvat ucinjen, iznosila je 17,0+1,3. U uzorku od 1856
kariotipiziranih kultura stanica plodove vode, utvrdeno
je 48 aberiranih kariotipova (2,6%). Broj amniocenteza,
vrsta i ucestalost aberacija u odnosu na pojedinu indi-
kaciju, prikazan je u tablici 1. Vazno je istaknuti da su
vrlo ¢esto istodobno bile prisutne dvije indikacije za
RAC (npr., dob i pozitivan nalaz probira za DS ili dob i
patoloski UZV-nalaz i sl.). U takvim smo se slucajevima,
za potrebe prikaza rezultata, odlucivali samo za jednu
indikaciju, i to onu koja je bila vodeca. Tako, npr., u
slucajevima kada se radilo o indikaciji dob i pozitivan
nalaz probira za DS, svrstavali smo ih pod indikaciju
dob trudnice.

U 73% (n=35) utvrdenih aberacija radilo se o
numerickoj promjeni kromosoma, a najcesca je bila tri-
somija 21 (69%). U preostalih 27% (n=13) aberacija radi-
lo se o strukturnoj promjeni kromosoma, a c¢ak 54%
nastalo je kao posljedica svjeze mutacije (de novo), dok
su ostale bile obiteljskog podrijetla. U 23% strukturnih
aberacija radilo se o nebalansiranoj promjeni. Utvrdeno
je 6 slucajeva Robertsonovih translokacija, 3 balansirane
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reciproc¢ne translokacije, 2 marker-kromosoma te jedna
adicija (12 p) i jedna inverzija (1 p). Iz rada su iskljuceni
svi slucajevi pericentri¢ne inverzije kromosoma broj 9.
Najvedi broj aberacija (81%) ustanovljen je kod trudnoca
testiranih zbog poodmakle dobi trudnice (=35 godina).
Najc¢esca numericka aberacija bila je trisomija 21 (54%),
a od 10 strukturnih aberacija, 6 ih je nastalo kao poslje-
dica svjeze mutacije, de novo (3 balansirane i 3 nebalan-
sirane), a u preostala 4 slucaja radilo se o naslijedenoj
promjeni. Ostale su strukturne aberacije (n=3), utvrdene
vezano uz druge indikacije, bile balansirane, a jedna od
njih nastala je de novo.

U 94% trudnocda s ustanovljenom numeri¢kom
aberacijom ploda obavljen je prekid trudnoce na zahtjev
roditelja, a u slucajevima strukturnih aberacija u 15%
trudnoca.

Od ukupno 10.057 trudnica koje su pristupile
biokemijskom testu probira za DS, u 5165 sluc¢aja mjere-
na su dva serumska biljega (MS-AFP i slobodni B-hCG;
dvostruki test), a tri biljega (MS-AFP, slobodni B-hCG i
nE; trostruki test) u preostale 4892 trudnoce. Prosje¢na
Zivotna dob trudnica bila je 29,6+4,9. Srednja vrijednost
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gestacijske dobi u vrijeme testiranja iznosila je 16,1+1,5.
Stopa detekcije DS-a uz grani¢ni rizik =1:250 iznosila je
64% (14/22).

Uz primjenu trostrukog testa koji se rabi od pocetka
2000. godine, stopa detekcije DS-a iznosi 70% (7/10), uz
6,9% pozitivnih nalaza. Stopa detekcije trisomije 21 u
trudnica mladih od 35 godina bila je 40%, uz 2,7% pozi-
tivnih nalaza, a u starijih trudnica (=35 godina) 100%, uz
32% pozitivnih nalaza.

RASPRAVA

Na podrudju rijecke regije prenatalna dijagnostika kro-
mosomopatija sustavno se primjenjuje od 1986. godine.
Uz invazivnu dijagnostiku kao $to je rana amniocenteza,
trudnice imaju mogucnost odabira i neinvazivnih testo-
va probira za Downov sindrom, Sto je od posebnog
znacenja za Zene mlade dobi.

U proteklom razdoblju u nasem je centru izvedeno
1856 ranih amniocenteza u svrhu detekcije kromosom-
skih promjena kod ploda. Ucestalost aberacija iznosi
26/1000 ucinjenih zahvata (2,6%), §to znadci da se aberi-

Tablica 1. Vrsta i ucestalost kromosomskih aberacija u odnosu na indikaciju za RAC

Table 1 Type and incidence of chromosomal aberrations regarding the indication for RAC

INDIKACIIE ZA RANU AMNIOCENTEZU

VRSTE ABERACIJA | Dob trudnice | Pozitivan nalaz | DS u obitelji DS i druge Numericke i uzv
KROMOSOMA testa probira numericke aberacije strukturne indikacija

za DS u prethodnoj aberacije

trudnoci u roditelja

n(%) n=1445 n=244 n=063 n=46 n=10 n=18
trisomija
21 18 3 2% 1
18 2
13 1
XXX 1
XXY 3
monosomija
X0 1
mozaicizam
gonosoma 3
strukturne
aberacije 10 1 1 1
UKUPNO 39(2,7) 4(1,6) 1(1,6) 2(4,3) 1(10) 1(5,6)

- pericentri¢na inverzija (9) isklju¢ena

* u oba slucaja indikacija za RAC je bila: DS (regularni tip) u prethodnoj trudnoci

** povecan nuhalni nabor; trudnica 23 godine starosti
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UZV — PREGLED
8. —10. tj.
GENETICKO SAVJETOVANJE

/\

TRUDNICE <35 GODINA TRUDNICE =35 GODINA

S TT—

negativno osobno/obiteljsko pozitivno osobno/obiteljsko
geneticko opterecenje geneticko opterecenje, npr.:
- nositelji kromosomskih promjena
- kromosomske aberacije u
prethodnim trudnocama
- DS u obitelji

Y
UZV PREGLED UZV PREGLED UZV PREGLED

11. — 14. tj. 11. — 14. tj. 11. — 14. tj.
to¢na procjena gestacije
UZV biljezi kromosomopatija

N

negativni pozitivni
UZV biljezi UZV biljezi

y

BIOKEMIJSKI TEST
PROBIRA ZA DS, ES i NTD
(15.-17. tj.)

N

NEGATIVAN POZITIVAN

4\

DSiES NTD

oy

UZV PREGLED
detaljan

7 Y Y

Y
NEMA DAYNJIH 16, — 18, tj. 15.—17.t. 15.—16. tj. 15. - 16. tj.
DIJAGNOSTICKIH

PRETRAGA AMNIOCENTEZA*™

Slika 1. Prenatalna dijagnostika i probir kromosomopatija
Figure 1 Prenatal diagnostics and screening of cromosomopathy

* Dodatne pretrage:

1. KARIOTIPIZACIJA LIMFOCITA PERIFERNE KRVI RODITELJA 2. KULTURA STANICA PLODOVE VODE (ponavljanje amnio-

- U slucajevima utvrdenih STRUKTURNIH ABERACIJA centeze)
(balansirane i nebalansirane aberacije, delecije, adicije, - pseudo- ili lazni MOZAICIZAM
marker kromosom i sl.) - STRUKTURNE ABERACIJE

- Pretraga je gotova za 10-ak dana - Pretraga je gotova za 2 tjedna
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rani kariotip utvrduje na svakih 38 analiza stanica
plodove vode. Ucestalost numerickih aberacija iznosi
19/1000 (1,9%), a strukturnih 7/1000 (0,7%) analiza. U
ovom radu nisu izneseni podaci o ucestalosti pericen-
tri¢ne inverzije kromosoma broj 9 [per inv?] jer se radi o
balansiranoj strukturnoj aberaciji prisutnoj u 0,85% —
1,65% ljudi i ne povezuje se s odredenom promjenom
fenotipa te se stoga smatra varijantom kromosoma, a ne
abnormalnim kariotipom.>©

Najcesca, ujedno i najsenzitivnija u smislu probira je
indikacija dob trudnice. Najvedi broj kromosomopatija,
posebice trisomija, utvrden je upravo u toj grupi ispiti-
vanih trudnoca. Takav je rezultat ocekivan jer je u eti-
ologiji tih poremecaja odavno poznat i dobro dokazan
utjecaj godina majke/trudnice.”®? Isto tako, cak 77%
svih ustanovljenih strukturnih aberacija, kao i onih
nastalih de novo (86%), otkriveno je u starijih trudnica.

Indikacija kao $to je DS u prethodnoj trudnodi iz-
nimno je znacajna u probiru kromosomskih poreme-
¢aja, Sto dokazuju i nada dva slucaja uzastopnih trud-
noca s istim poremecajem, odnosno trisomijom 21 regu-
larnog tipa u inace zdravih roditelja urednog kariotipa.
U detekciji kromosomopatija nesumnjivo je znacenje
UZV-probira koji ¢e, iako u nasem radu jos uvijek nije
dovoljno zastupljen, s vremenom zasigurno postati
jedan od vodecih neinvazivnih testova.

Od ostalih prikazanih indikacija za RAC, najmanju
stopu detekcije ima indikacija DS u obitelji. Da bi oprav-
danost primjene te indikacije bila veca, valjalo bi
razluciti o kakvom se tipu trisomije 21 radi. U slucajevi-
ma regularnog tipa DS u obitelji, mogla bi se trudnicama
najprije ponuditi neinvazivna dijagnostika, a tek u
slucaju povecanog rizika i invazivna dijagnostika.

Uvodenjem biokemijskog testa probira za DS,
znacajno je unaprijedena prenatalna skrb na rijeckom
podrugju. Stopa detekcije Downova sindroma iznosi
64%, $to je u skladu s rezultatima ostalih centara.!%-1?
Primjenom trostrukog testa (MS-AFP, slobodni B-hCG i
nE), stopa detekcije doseze 70% te omogucava procjenu
rizika i za Edwardsov sindrom. Iako se mozda stopa
detekcije DS-a u mladih trudnica (40%) ¢ini malom, ipak
je to znatno vise od 0% bez biokemijskog testa probira.
Znatno bolja detekcija moZze se postic¢i samo kombinaci-
jom UZV i biokemijske analize seruma, i to u prvom
tromjesedju trudnoce.

Kako su neinvazivne i invazivne metode prenatalne
dijagnostike usko povezane i primjenjuju se jedna za
drugom, vazno je Sto prije (do 12.—13. tjedna trudnoce)
provesti geneticko savjetovanje. O pravodobnoj obavi-
jeStenosti i odabiru pretrage znacajno ovisi i vrijeme
dobivanja konac¢nog nalaza, a to bitno utjece i na stu-
panj anksioznosti trudnice.!? Uz to §to valja razmisljati o
psihickom stanju trudnice, treba voditi brigu i o vre-
menu potrebnom za dodatne pretrage, dakako, u
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slucajevima patoloskih nalaza. Najcesce je prijeko
potrebno obaviti kariotipizaciju roditelja, a katkad i
ponoviti RAC poradi precizne dijagnostike i boljega
genetickog informiranja. Za dopunske pretrage potreb-
no je 7 do 14 dana. Stoga je jedino dobrom suradnjom
jedinica Primarne zdravstvene zastite zena, Klinike za
ginekologiju i Laboratorija za citogenetiku moguca
dobra i kvalitetna organizacija prenatalne skrbi.
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MIKRODELECIE Y-KROMOSOMA U MUSKARACA SMANJENE REPRODUKTIVNE
SPOSOBNOSTI

Y CHROMOSOME MICRODELETIONS IN SUBFERTILE MEN
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Andelka Radojcic Badovinac®?

SAZETAK

Mikrodelecije AZF-podrudja Y-kromosoma moguc su geneticki ¢imbe-
nik neplodnosti u muskaraca. Javljaju se u priblizno 7% muskaraca s
idiopatskom neplodnoscu. Molekularna analiza mikrodelecija opcepri-
hvadena je metoda koja dobiva sve vece znacenje s obzirom na
usavrsavanje metoda potpomognute reprodukcije i prijenos mikro-
delecija s o¢eva na sve sinove. Pacijenti s najvecim rizikom za mikrode-
lecije Y-kromosoma su oni s azoospermijom ili teskim oblikom oligo-
zoospermije. Studije mikrodelecija Y-kromosoma vaZzne su i za izbor
odgovarajuceg nacina genetickog informiranja neplodnih parova.

U radu je analizirano 75 ispitanika.

KIJUCNE RIJECI: neplodnost muskaraca, mikrodelecije humanog
Y-kromosoma

UvOoD

Smanjena sposobnost reprodukcije javlja se u priblizno
15% brac¢nih parova.'> Smatra se da je za polovicu tih
slucajeva odgovoran neki ¢imbenik gametogeneze u
muskaraca. Iako su poznati brojni uzroci smanjene
reproduktivne sposobnosti muskaraca, kao npr. vari-
kokela, opstrukcija sjemenovoda, aglutinacija spermija,
hormonska neravnoteza ili geneticki uzroci, oko 30%
infertilnih muskaraca pati od idiopatskog infertiliteta.
Smanjena reproduktivha sposobnost muskaraca moze
se okarakterizirati kao azoospermija (potpun nedostatak
spermija), oligozoospermija (smanjen broj spermija),
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ABSTRACT

Microdeletions of the Y chromosome in the AZF region are a possible
genetic factor of male infertility. They are found in about 7% of infertile
men. The molecular detection of microdeletions is widely accepted in
infertility treatments as there is an advance in methods of assisted
reproduction and because microdeletions are transmitted to 100% of
male offspring. Patients with the highest risk of microdeletion are
those with azoospermia or severe oligozoospermia. The study of
microdeletions is very useful in adopting an appropriate strategy in
providing genetic counselling to the affected couples.

We preliminary analysed 75 patients in the study.

KEY WORDS: male infertility, microdeletions of human Y chromosome

astenozoospermija (slaba pokretljivost spermija) ili tera-
tozoospermija (abnormalna veli¢ina ili oblik spermija).
Geneticki uzroci muskog infertiliteta mogu se razmatrati
na razini kromosoma ili gena. Poznato je da se u muska-
raca smanjene reproduktivne sposobnosti nadu kromo-
somske aberacije ¢esce negoli u opcoj populaciji. Uce-
stalost kromosomskih aberacija najvisa je u muskaraca s
azoospermijom (do 14%), nesto je niza u onih s oligo-
zoospermijom (5%-11%), dok se u opcoj populaciji
krece oko 1%.* Najcesce kromosomske aberacije
povezane sa smanjenom reproduktivnom sposobnoscu
muskaraca jesu numericke i ukljucuju spolne kromo-
some. Radi se o trisomiji XXY ili Klinefelterovu sindro-
mu kod kojega se u klinickoj slici javlja odsutnost sper-
matogeneze, hipogonadizam i ginekomastija, ili o
razli¢itim oblicima mozaicizma (npr. 45,X/46,XY;
47 XXY/46,XY i drugD koji u odredenim slucajevima
mogu biti posljedica nestabilnosti dicentri¢cnog Y-kro-
mosoma i udruzeni s razliitim stupnjem poremecaja
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spermatogeneze. Strukturne aberacije koje uzrokuju
smanjenu plodnost muskaraca, zahvacaju uglavnom Y-
kromosom, a to su delecije del (Yq), prstenasti kromo-
som 1(Y) ili izokromosom i(Yq). Reproduktivnu sposob-
nost muskaraca mogu umanjiti i Y-autosomske
translokacije, druge recipro¢ne translokacije, Robert-
sonove translokacije ili inverzije. Procjenjuje se da su za
priblizno 10% muskog infertiliteta odgovorne mutacije
gena ukljuenih u odvijanje spermatogeneze. Zasad je
poznat odreden broj gena na humanom Y-kromosomu,
koji su ukljuceni u odredivanje muskog spola i
odrzavanje spermatogeneze. Na kratkom kraku mapiran
je ¢imbenik determinacije testisa (SRY), dok je na
dugom kraku odreden citav niz gena uklju¢enih u
sloZen proces spermatogeneze. Svi su ti geni mapirani u
podrucju Yq11 (OMIM). Dio njih naveden je u tablici 1.
Mnogi od tih gena nalaze se u Yql1 podrudju u multi-
plim kopijama, od kojih nisu sve funkcionalne. Podrucje
Yqll nazvano je i ¢imbenikom azoospermije (engl. —
azoospermia factor, AZF) i podijeljeno je na 4 podrudja:
AZFa, AZFb, AZFc i AZFd, od kojih se prva tri smatraju
najvaznijima za odvijanje procesa spermatogeneze.
AZFc podrudje nalazi se najvise distalno u eukromatin-
skom dijelu q kraka na granici prema heterokromatin-
skom bloku Y-kromosoma. Glavni geni kandidati za
odvijanje spermatogeneze jesu geni DFFRY/USP9Y
(AZFa), RBMY (AZFb) i DAZ (AZFc).!

MIKRODELECIJE Y-KROMOSOMA

Rezultati brojnih radova upucuju na povezanost mikro-
delecija unutar AZF-podrucja sa smanjenom reproduk-
tivnom sposobno$cu muskaraca.> Geni u AZF-podrucju
Y-kromosoma vrlo su vjerojatno esencijalni za odvijanje
spermatogeneze. Karakterizira ih specifi¢na aktivnost u
testisima, iako neki imaju i svoje gene homologe na
autosomima. Osnovne funkcije AZF-gena nisu poznate,
ali je cinjenica da mikrodelecije Y-kromosoma nisu
utvrdene u plodnih muskaraca, §to potvrduje njihovu
vaznost za spermatogenezu. Za detekciju mikrodelecija
ispituju se brojni STS-markeri (engl. — sequence-tagged
sites) koji su mapirani unutar gena AZF-podrudja i izvan
njih. Ucestalost mikrodelecija u razli¢itim radovima znat-
no varira —od 1% do ¢ak 55,5%. S obzirom na velike raz-
like u ucestalosti mikrodelecija u studijama, vrlo je vjero-
jatno da na ucestalost mikrodelecija utje¢u i neki
okolisni ¢imbenici te da postoje medupopulacijske raz-
like. Mikrodelecije su u infertilnih muskaraca najucestal-
ije unutar AZFc-podrudja. Proksimalne mikrodelecije
(AZFa i AZFb) obi¢no prate tezi defekti spermatogeneze
kao npr. Sindrom samo Sertolijevih stanica (engl. — Ser-
toly-cell-only syndrome — SCOS) gdje u zavijenim kana-
licima nema stanica zametnog epitela. Distalne mikro-
delecije (AZFc) mogu biti udruzene s oligozoospermi-
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jom koja s vremenom moZe prijeci i u azoospermiju.
Korelacija opsega mikrodelecija i fenotipa nije potpuno
jasna. S pojavom SCOS-a mogu se povezati mikrodeleci-
je gena USP9Y/DFFRY i DBY, dok se mikrodelecije
AZFb-podru¢ja nadu i u slucajevima azoospermije,
oligozoospermije i normozoospermije.! Analizom broja
mikrodelecija prema klinickim dijagnozama ispitanika
utvrdeno je da se ¢ak 66% mikrodelecija pojavljuje u
muskaraca s azoospermijom, 28% u muskaraca s teSkom
oligozoospermijom te sporadi¢no u muskaraca s kon-
centracijom spermija >5x10%/ml (6%). Prema tim je
podacima ocekivana ucestalost mikrodelecija u selekti-
ranoj grupi muskaraca smanjene fertilnosti oko 7%.>

U nastojanju da se mikrodelecije u infertilnih
muskaraca otkriju te da se utvrdi njihov opseg, razliciti
su autori istrazivali i do 60 STS-biljega unutar AZF-po-
drucgja. Skupljanjem rezultata prof. Manuela Simoni i
sur.’ objavili su vodi¢ za otkrivanje mikrodelecija Y-kro-
mosoma. Autori su predlozili rutinsko testiranje Sest
najCesce deletiranih STS-biljega (po dva u AZFa, AZFb i
AZFc-podrudju) ¢ime se, prema njihovim saznanjima,
moze otkriti vise od 90% mikrodelecija. Predlozena
grupa STS-biljega jesu jedinstveni i nepolimortfni slje-
dovi nukleotida na DNA-molekuli. Tek u slucaju
pronalaska mikrodelecije, analiza se proSiruje na veci
broj STS-biljega kako bi se poblize odredile granice
mikrodelecije. Ista grupa upucuje i na to koje STS-bi-
ljege treba izbjegavati pri analizi mikrodelecija buduci
da su repetitivni i/ili rasprseni po ¢itavom Y-kromosomu
te stoga nepouzdani za analizu. Potrebno je upozoriti da
dijagnoza mikrodelecije Y-kromosoma u pacijenata nije
dokaz da je smanjena reproduktivna sposobnost uzro-
kovana upravo mikrodelecijom, medutim, ta je uzro¢no-
posljedi¢na veza vrlo vjerojatna. STS-biljezi koji se rabe
za rutinsku analizu mikrodelecija Y-kromosoma, nave-
deni su u tablici 2. Uz STS-biljege za analizu AZF-po-
drugdja, analiziraju se kontrolni biljeg sY14 (SRY) te gen
ZFX/ZFY koji se nalazi u pseudoautosomskom podrucju
X i Y-kromosoma. Tim su prijedlogom Simoni i sur.’
nastojali standardizirati analizu mikrodelecija Y-kromo-
soma, ¢ime bi bila olak$ana usporedba i interpretacija
rezultata razlic¢itih laboratorija.

MEHANIZAM NASTANKA MIKRODELECIJA

Boljim upoznavanjem organizacije AZF-podrucja moze
se razumjeti zasto je to podrucje podlozno nastanku
mikrodelecija de novo. AZF-podrudje bogato je ponav-
ljanim sljedovima nukleotida organiziranih u palin-
drome, iako sadrZi i jedinstvene sljedove. S obzirom na
primjere mikrodelecija slicnog opsega u razlicitih indi-
vidua, pretpostavljen je zajednicki mehanizam njihova
nastanka. U AZFa i AZFc-podrudju utvrden je meha-
nizam homologne rekombinacije izmedu velikih po-



