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KRATAK SADRžAJ
Uvod  Mi­kro­de­le­ci­je Y hro­mo­zo­ma su, po­sle Kli­ne­fel­te­ro­vog (Klinefelter) sin­dro­ma, najčešći ge­ne­tski uzrok ne­plod­
no­sti mu­ška­ra­ca.
Ciq rada  Ciq is­tra­ži­va­wa je bio da se utvr­di uče­sta­lost mi­kro­de­le­ci­ja Y hro­mo­zo­ma kod mu­ška­ra­ca s idi­o­pat­
skom neplodnošću ko­ji su kan­di­da­ti za mi­kro­fer­ti­li­za­ci­ju (Intracytoplasmic Sperm Injection – ICSI), kao i da se ispita 
ko­re­la­ci­ja ge­no­ti­pa i fe­no­ti­pa kod bo­le­sni­ka sa de­le­ci­ja­ma Y hro­mo­zo­ma.
Metod rada  U studiju je prvobitno ukqu­če­no 160 oda­bra­nih mu­ška­ra­ca s ma­lim bro­jem sper­ma­to­zo­i­da (ma­we od 5×106 

sper­ma­to­zo­i­da po mi­li­li­tru eja­ku­la­ta), me­đu­tim, 40 mu­ška­ra­ca je is­kqu­če­no iz daqeg ispitivawa (kod 10 ispita­
nika su utvr­đe­ni ci­to­ge­net­ski po­re­me­ća­ji, a kod 30 je di­jag­no­sti­ko­van je­dan od po­zna­tih uzroka ne­plod­no­sti). Kon­
trolnu grupu ispitanika činilo je 150 muškaraca koji su ostvarili očinstvo bar jednom u posledwe dve godine. Ge­
nom­ska DNK je izo­lo­va­na iz pe­ri­fer­ne kr­vi 120 odabranih ispitanika, a postojawe ili izostanak delecija Y hro­mo­
zo­ma analizirano je u dve mul­ti­pleks re­ak­ci­je lan­ča­nog umno­ža­va­wa (Polimerase Chain Reaction – PCR) korišćewem 
odgovarajućih praj­me­ra.
Rezultati  Izostanak am­pli­fi­ka­ci­je korišćewem bar jed­nog pa­ra praj­me­ra dokazan je kod 12 is­pi­ta­ni­ka (10%), dok u 
kon­trol­noj gru­pi is­pi­ta­ni­ka ni­je do­ka­za­na ni­jed­na de­le­ci­ja Y hro­mo­zo­ma. Od ukup­no 12 otkrivenih de­le­ci­ja, kod de­
vet ispitanika delecija je lokalizovana u re­gionu AZFc (75%), kod jed­nog ispitanika je ot­kri­ve­na u re­gionu AZFa (8%), 
dok su kod dva ispitanika de­le­ci­je za­be­le­že­ne u re­gionu AZFbc (17%).
Zakqučak  Ispi­ti­va­we mi­kro­de­le­ci­ja Y hro­mo­zo­ma tre­ba raz­mo­tri­ti kao va­žan elemenat ge­ne­tskog sa­ve­to­va­wa in­
fer­til­nih parova u Sr­bi­ji. Od­lu­ka o pri­me­ni teh­ni­ka asi­sti­ra­ne re­pro­duk­ci­je tre­ba da bu­de za­sno­va­na na rezulta­
tima kliničkog pregleda, spermograma, kariotipa, endokrinih ispitivawa, kao i na rezultatima analize mikrode­
le­ci­ja Y hro­mo­zo­ma.
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UVOD

Spermatogeneza je dug i složen proces koji kod čo­
veka prosečno traje 74 dana i čiji je rezultat stvara­
we visokodiferenciranih ćelija – spermatozoida. 
Proces je pod kontrolom gena koji se nalaze na dugom 
kraku Y hromozoma (Yq), odnosno u regionima koji se 
označavaju AZFa, AZFb i AZFc (faktor azospermi­
je). Promene na genima odgovornim za proces sper­
matogeneze, u koje se ubrajaju i mikrodelecije Y hro­
mozoma, mogu dovesti do zastoja u procesu gametoge­
neze u različitim fazama ili onemogućiti početak 
stvarawa polnih ćelija [1].

Neplodnost je veoma složen zdravstveni problem 
koji se definiše kao nemogućnost ostvarewa trudno­
će posle najmawe jedne godine seksualnih odnosa bez 
primene kontracepcije, a javqa se kod 10-15% brač­
nih parova [2]. U 40% slučajeva poremećaj je utvr­
đen kod muškarca, a poremećaj kod oba partnera po­
stoji kod svakog petog para [3]. Kod većine infer­
tilnih muškaraca beleže se: umerena oligospermi­
ja (mawe od 5×106 spermatozoida po mililitru eja­
kulata), teška oligospermija (mawe od 1×106 sper­
matozoida po mililitru ejakulata) ili azospermi­

ja (izostanak spermatozoida u ejakulatu) [4, 5]. Sma­
weni broj spermatozoida može biti izazvan prete­
stikulnim, testikulnim, posttestikulnim, imuno­
loškim i genetskim faktorima. Poremećaji u broju 
spermatozoida mogu se dijagnostikovati i na osno­
vu biopsije testisa, a nalaz može ukazati na potpu­
ni izostanak germinativnih ćelija (Sertoli Cell-Only 
Syndrome – SCOS), hipospermatogenezu (engl. hypo-
spermatogenesis) ili prekid sazrevawa (engl. matu-
ration arrest) [6-9]. Međutim, uzrok muške neplodno­
sti ostaje neotkriven u više od 50% slučajeva [10]. 
Istraživawa sve više usmeravaju pažwu na genet­
ske uzroke, a eksplozivni rast tehnika za asistira­
nu reprodukciju pospešuje ove studije [11]. Mikro­
fertilizacija (Intracytopasmic Sperm Injection – ICSI) 
je često primewivan postupak veštačke oplodwe, gde 
se u uslovima in vitro spajaju oocita uzeta hirurškim 
putem i spermatozoid koji se dobija iz ejakulata ili 
biopsijom testisa.

Mikrodelecije Y hromozoma su, posle Klinefelte­
rovog (Klinefelter) sindroma, najčešći genetski uzrok 
neplodnosti muškaraca. Analiza ovih mikrodeleci­
ja je veoma važna zbog mogućeg prenošewa genetskih 
poremećaja na potomstvo [12-14]. Tjepolo (Tiepolo) i 
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Cufardi (Zuffardi) [15] su prvi objavili hipotezu o 
korelaciji između delecija Y hromozoma i muške ne­
plodnosti na osnovu ispitivawa kariotipa infer­
tilnih muškaraca, uočivši, pri tom, velike dele­
cije regiona Yq11 i Yq12. Ovim je pokazano da je ge­
netski faktor lociran na dugom kraku Y hromozoma 
veoma važan za razvoj muških germinativnih ćeli­
ja. Ovaj gen ili grupa gena su definisani kao fakto­
ri azospermije (AZF). Detaqna analiza lokusa AZF je 
omogućena tek uvođewem tehnike PCR (engl. Polyme
rase Chain Reaction). Pomoću ovog metoda, koji se za­
sniva na lačanom umnožavawu segmenata DNK pomo­
ću polimeraze, moguće je dokazati intersticijalne 
submikroskopske delecije koje nisu vidqive na ci­
togenetskom nivou [16].

CIQ RADA

Ciq rada je bio da se utvrdi učestalost mikrode­
lecija Y hromozoma kod muškaraca s idiopatskom 
neplodnošću koji su kandidati za mikrofertiliza­
ciju (ICSI), kao i da se ispita korelacija genotipa i 
fenotipa kod ispitanika s mikrodelecijama.

METOD RADA

Ispitanici

Istraživawe je izvedeno na Institutu za humanu 
genetiku Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beo­
gradu. Studija je obuhvatila 160 odabranih infertil­
nih muškaraca koji su lečeni na Klinici za urolo­
giju Instituta za urologiju i nefrologiju Kliničkog 
centra Srbije u Beogradu od juna 2002. do juna 2006. go­
dine. Kod svih ispitanika je, na osnovu dotadašwih 
kliničkih i laboratorijskih nalaza, planirana mi­
krofertilizacija. Pisanu saglasnost za ukqučivawe 
u istraživawe dali su svi ispitanici, a wegovo iz­
vođewe odobrio je Etički komitet KCS.

Od 160 muškaraca prvobitno ukqučenih u istra­
živawe, posle kliničkih, endokrinoloških i ci­
togenetskih ispitivawa, odabrano je 120 ispitani­
ka s nepoznatim uzrokom infertiliteta kod kojih je 
izvršena analiza mikrodelecija Y hromozoma. Fer­
tilitetni parametri spermograma ispitani su na 
osnovu kriterijuma Svetske zdravstvene organiza­
cije [17]. Kod muškaraca kod kojih su na osnovu dva 
spermograma u posledwih šest meseci utvrđene azo­
spermija, umerena ili teška oligospermija urađen je 
konstitucioni kariotip (tehnika G-traka). Vredno­
sti folikulostimulirajućeg hormona (FSH) u serumu 
određene su metodom radioimunoeseja (RIA).

Kontrolnu grupu je činilo 150 muškaraca koji su 
ostvarili očinstvo bar jednom u posledwe dve go­
dine i čiji urološki nalaz nije odstupao od nalaza 
zdravih i plodnih muškaraca (izostanak maligni­

teta, varikocele, kriptorhidizma i opstrukcije se­
menih kanala).

Analiza mikrodelecija Y hromozoma

Genomska DNK je izolovana iz uzoraka perifer­
ne krvi 120 ispitanika metodom isoqavawa [18]. Da 
bi se dokazao bar jedan od tri tipa delecije (AZFa, 
AZFbc i AZFc), korišćeni su prajmeri i uslovi za 
PCR koje je preporučilo Evropsko udružewe andro­
loga [19]. Analizirano je šest markera u regionu 
AZF: sY84 i sY86 za AZFa, sY127 i sY134 za AZFb i 
sY254 i sY255 za AZFc. Markeri su amplifikovani u 
multipleks PCR, koje omogućavaju umnožavawe većeg 
broja DNK segmenata pod istim uslovima. Kao inter­
ne kontrole, u istim reakcijama su umnožavani re­
gioni SRY i SRY/ZFY, koji se nalaze na Y hromozomu, 
van segmenta AZF.

Analiza proizvoda PCR vršena je elektroforezom 
u osmopostotnom gelu od poliakrilamida (PAA). Ge­
lovi su bojeni etidijumbromidom i posmatrani na 
ultraqubičastom svetlu. Delecija određenog regio­
na AZF otkrivena je izostankom odgovarajućeg pro­
izvoda dobijenog primenom PCR. Svi uzorci u koji­
ma je otkrivena delecija su analizirani još dva pu­
ta u pojedinačnim PCR, korišćewem odgovarajućeg 
para prajmera.

REZULTATI

Analiza mikrodelecija Y hromozoma

Od 160 nasumično odabranih infertilnih muška­
raca s azospermijom i oligospermijom, kod 40 ispi­
tanika je dokazan neki od poznatih uzroka neplodno­
sti: citogenetski poremećaj, kriptorhidizam, vari­
kocela, opstrukcija, maligna bolest ili infekcija 
(Tabela 1). Kod 120 pacijenata s idiopatskom neplod­
nošću urađena je analiza mikrodelecija Y hromozo­

TABELA 1. Kliničke odlike svih infertilnih ispitanika.
TABLE 1. Clinical characteristics of all infertile patients.

Etiologija azospermije i 
oligospermije
Aetiology of azoospermia and 
oligospermia

Broj  
ispitanika
Number of  

patients
Citogenetski poremećaj
Cytogenetic abnormality 10

Varikocela
Varicocele 8

Kriptorhidizam
Cryptorchidism 7

Opstrukcija, infekcija, maligna bolest
Obstruction, infection, malignant disease 15

Idiopatska neplodnost
Idiopathic infertility 120

Ukupno
Total 160
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ma, koje su otkrivene kod 12 muškaraca (10%) (Tabe­
la 2). Od ukupno 12 delecija, devet su zabeležene u re­
gionu AZFc (75%), delecija regiona AZFa je dokazana 
u jednom slučaju (8%),  dok su delecije regiona AZFbc 
dokazane u dva slučaja (17%).

Korelacija genotipa i fenotipa

Kod svih ispitanika s mikrodelecijama u regio­
nima AZFa i AZFbc dijagnostikovana je azospermi­
ja. Kod pet muškaraca s mikrodelecijama u regionu 
AZFc zabeležena je teška oligospermija, dok su če­
tiri ispitanika imala azospermiju. Muškarci koji 
su činili kontrolnu grupu imali su normalan sper­
mogram. Biopsijom testisa utvrđena je hiposperma­
togeneza kod svih devet ispitanika sa AZFc deleci­
jama, dok je SCOS zabeležen kod jednog ispitanika sa 
AZFa delecijom. Kod oba muškarca kod kojih su ot­
krivene delecije u regionu AZFbc biopsijom testi­
sa utvrđen je prekid spermatogeneze (Tabela 2). Kod 
ispitanika sa AZFa delecijom nivo FSH je bio povi­
šen (36 mIU/ml), dok je kod ostalih ispitanika bio 

u granicama referentnih vrednosti (0,7-11 mIU/ml). 
Prosečna vrednost FSH u serumu kod muškaraca s mi­
krodelecijama Y hromozoma (8,4 mIU/ml) nije se zna­
čajno razlikovala od prosečne vrednosti zabeleže­
ne kod ispitanika bez mikrodelecija (8,0 mIU/ml) i 
fertilnih ispitanika kontrolne grupe (7,6 mIU/ml) 
(Tabela 3). Mikrodelecije Y hromozoma nisu otkri­
vene kod ispitanika kontrolne grupe.

DISKUSIJA

Učestalost mikrodelecija Y hromozoma kod mu­
škaraca s idiopatskom neplodnošću promenqiva 
je u zavisnosti od kriterijuma za odabir ispitani­
ka, upotrebqenih prajmera, geografskih i etničkih 
razlika [20-23]. Ova studija je imala ciq da ispita 
učestalost i tip mikrodelecija Y hromozoma kod mu­
škaraca s idiopatskom neplodnošću koji su kandi­
dati za mikrofertilizaciju. Mikrodelecije Y hro­
mozoma su otkrivene kod 10% ispitanika s idiopat­
skom neplodnošću, što je u skladu s rezultatima is­
traživawa u zemqama istočne Evrope i Dalekog is­
toka [23-26]. S druge strane, zastupqenost mikrode­
lecija Y hromozoma je veća u odnosu na rezultate iz 
zemaqa zapadne i južne Evrope [27-29]. Razlike u uče­
stalosti delecija su verovatno posledica etničkih 
razlika među ispitivanim narodima, kao i postoja­
wa idiopatskih oblika neplodnosti kod ispitanika 
s azospermijom, odnosno oligospermijom. Korelaci­
ja genotipa i fenotipa, odnosno povezivawe nalaza 
parametara spermograma koji ukazuju na fertilitet, 
biopsije testisa i vrednosti FSH u serumu sa posto­
jawem i tipom mikrodelecija Y hromozoma su poka­
zali da se genetskom analizom može na jednostavan, 
brz i neinvazivan način doći do zakqučka da li je 
i u kojoj meri spermatogeneza poremećena, što je od 
kqučnog značaja za osobe koje su kandidati za vante­
lesnu oplodwu [21, 22, 25].

Delecija AZFc je najčešće otkrivena delecija u 
ovom ispitivawu, što je takođe u skladu s rezultati­
ma velikog broja istraživawa, kao i sa našim dosa­
dašwim rezultatima [30]. Ovaj podatak je veoma va­
žan jer muškarci sa delecijom u regionu AZFc mogu 
ostvariti potomstvo samo pomoću mikrofertiliza­
cije (ICSI), pri čemu se nezreli muški gamet (sper­
matida) mora biopsijom izvaditi iz testisa. Takođe, 
važno je napomenuti da sinovi očeva sa delecijama 
regiona AZFc nasleđuju ovu promenu [12, 13].

Delecije u regionima AZFa i AZFbc predstavqa­
ju patološki nalaz, gde ni prirodna, ni vantelesna 
oplodwa nisu moguće jer su udružene sa zastojem u sa­
zrevawu ili hipospermatogenezom [19]. U ovom is­
traživawu su kod jednog ispitanika sa delecijom 
AZFa biopsijom testisa dokazani SCOS i povišen 
nivo FSH u serumu, što je u skladu s rezultatima do 
kojih su došli drugi istraživači [1, 6, 19, 21]. Kod 
dva ispitanika sa delecijama u regionu AZFbc biop­

TABELA 2. Korelacija genotipa i fenotipa kod muškaraca sa de-
lecijama Y hromozoma.
TABLE 2. Genotype–phenotype correlation in patients with Y chro-
mosome deletions.

Tip  
delecije
Type of  
deletion

Broj  
ispita-

nika
Number 

of  
patients

Azo- 
sper- 
mija
Azo- 
osper- 
mia

Oligo- 
sper- 
mija
Oligo- 
sper- 
mia

Nalaz  
biopsije  
testisa 
Results of  
testis biopsy

AZFa 1 (8.3%) 1 0 Sertoli Cell-Only 
Syndrome

AZFbc 2 (16.7%) 2 0 Zastoj u sazrevawu
Maturation arrest

AZFc 9 (75.0%) 4 5 Hipospermatogeneza
Hypospermatogenesis

Ukupno
Total 12 (100.0%) 7 5

TABELA 3. Odlike ispitanika s idiopatskom neplodnošću i kon-
trolne grupe.
TABLE 3. Characteristics of patients with idiopathic infertility and con-
trol group.

Ispitanici
Patients

Broj 
ispitanika
Number of 

patients

Prosečna 
starost 
(godine)
Average 

age (years)

FSH  
(mIU/ml)

Sa delecijama  
Y hromozoma
With Y chromosome 
deletions

12 34.3 8.4

Bez delecija  
Y hromozoma
Patients without 
Y chromosome 
deletions

108 31.5 8.0

Kontrolna grupa 
(nema delecija)
Control group  
(no deletions)

150 35.7 7.6
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sijom je utvrđen prekid sazrevawa. Kod svih muška­
raca sa delecijama AZFa i AZFbc dijagnostikovana 
je azospermija, dok je pet ispitanika sa delecijama u 
regionu AZFc imalo tešku oligospermiju, a četiri 
azospermiju. U pogledu starosnog doba i nivoa FSH 
u serumu, nisu utvrđene statistički značajne razli­
ke između grupe ispitanika s idiopatskim oblikom 
neplodnosti i ispitanika kontrolne grupe.

ZAKQUČAK

Ispitivawe delecija Y hromozoma kod muškaraca 
s oligospermijom i azospermijom je veoma važno jer 
se tako bračnom paru može dati precizniji genet­
ički savet u vezi s uspešnošću vantelesne oplod­
we, zbog mogućnosti pobačaja, odnosno problema ve­
zanih za plodnost muškog potomka, pre nego što uđu 
u proceduru vezanu za bilo koji postupak vantelesne 
oplodwe. Naši rezultati su pokazali da su u Srbi­
ji mikrodelecije Y hromozoma česte kod muškara­
ca s idiopatskim oblikom neplodnosti i da je wi­
hovo otkrivawe važan elemenat prilikom pružawa 
saveta neplodnim parovima. Odluka o primeni teh­
nika asistirane reprodukcije treba da bude zasno­
vana na nalazima kliničkog pregleda, spermograma, 
kariotipa, endokrinih ispitivawa, kao i na rezul­
tatima analize mikrodelecija Y hromozoma i muta­
cija CFTR gena.
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INTRODUCTION  Y chromosome microdeletions are the 
second most frequent genetic cause of male infertility after 
Klinefelter’s syndrome.
OBJECTIVE  The aim of the study was to determine the fre-
quency of Y chromosome microdeletions in a group of infer-
tile men with an idiophatic cause of infertility, candidates for 
microfertilization (Intra-cytoplasmic Sperm Injection – ICSI) in 
Serbia and to correlate genotype-phenotype in patients with 
Y chromosome microdeletions.
METHOD  One hundred and sixty patients with low sperm 
count (less than 5x106 spermatozoa/ml) were enrolled in 
the study. Forty patients were excluded from the study: ten 
because they were diagnosed with cytogenetic abnormal-
ity and thirty patients were diagnosed with other known 
causes of infertility. The control group consisted of 150 men 
who fathered at least one child in the last two years. Genomic 
DNA was extracted from peripheral blood samples and two 
multiplex polymerase chain reactions (PCR) analyses were 
performed using specific primers to confirm the presence or 
absence of Y chromosome microdeletions.
RESULTS  Microdeletions were detected in 12 of 120 (10%) 

cases, while no deletions were detected in the control group. 
Of total number of 12 deletions, nine were detected in AZFc 
region (75%), one in AZFa (8%), and two in AZFbc (17%).
CONCLUSION  Testing for Y chromosome microdeletions 
should be considered as an important element in diagno-
sis and genetic counselling of infertile couples in Serbia. 
Decisions regarding the assisted reproduction should be 
made based on the detailed clinical, endocrinological and 
cytogenetic examinations, spermogram, presence or absence 
and type of AZF microdeletions and CFTR gene mutations.
Key words: infertility; azoospermia; oligospermia; PCR; Y 
chromosome; microfertilization
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