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Sazetak

Genetika i epigenetika kao izvor neplodnosti covjeka

Anamaria Novak

Neplodnost je definirana kao nemoguénost postizanja klini¢ke trudnoce nakon 12 mjeseci
redovitih nezasticenih spolnih odnosa i pogada oko 10% parova generativne dobi. Brojni su
uzroci neplodnosti 1 smanjene plodnosti, Zenski, muski ili kombinirani. Za normalnu funkciju
reproduktivnog sustava u oba spola nuzan je pravilan embrionalni 1 fetalni razvoj
reproduktivnih tkiva i zametnih spolnih stanica, odrzavanje njihovog integriteta tijekom
djetinjstva 1 odrasle dobi, te pravilno odvijanje stani¢nih procesa gametogeneze uz regulativno
djelovanje osi hipotalamus-hipofiza-gonada. Svi ovi procesi ovise o prikladnoj ekspresiji gena,
koja je uvjetovana kako samom porukom unutar genoma, tako i pridruzenim promjenama
epigenoma, koje moduliraju fenotipski izrazaj bez ikakvog ucinka na genotip. Nepravilnosti
genoma ili epigenoma unutar somatskih stanica gonada imaju ucinak na determinaciju i
diferencijaciju spola s posljedi¢nim nastankom poremecaja razvoja spola (engl. disorders of
sex development, DSD). Nepravilnosti unutar zametnih spolnih stanica, s druge strane,
ispoljavaju se kroz nepravilnosti gametogeneze, maturacije gameta, oplodnje ili ranog
embrionalnog razvoja, dovodeci do defektne oplodnje, preimplantacijskog aresta ili prijenosa
genetickih i/ili epigenetickih modifikacija na potomstvo, s posljedicnim razvojem
kongenitalnih bolesti ili predispozicijom ploda za razvoj odredenih bolesti u odrasloj dobi. Cilj
ovog pregleda je prouciti geneticke i epigeneti¢ke ¢imbenike u podlozi neplodnosti i Smanjene

plodnosti, sa svrhom boljeg razumijevanja njihove heterogene etiologije.

Klju¢ne rije¢i: neplodnost, genetika, epigenetika, reproduktivni sustav, embrionalni razvoj



Summary

Genetics and epigenetics as the source of infertility in humans

Anamaria Novak

Infertility is defined as inability of establishing clinical pregnancy after 12 months of regular
unprotected intercourse and it affects approximately 10% of couples in their reproductive years.
The factors of infertility and reduced fertility are numerous, either female, male or combined.
Accurate embryonic and fetal development of reproductive tissues and germ cells, maintenance
of their integrity in adulthood, as well as proper cellular steps during gametogenesis regulated
by hypothalamic-pituitary-gonadal axis, are all indispensable for the normal function of
reproductive system in both sexes. All of these processes are dependent on adequate gene
expression, which arises from the interplay of underlying nucleotide sequence and its
associated epigenomic pattern that modulates phenotypic expression without any genotypic
alteration. Any genomic or epigenomic irregularity of somatic gonadal cells has the potential
to disturb sex determination and differentiation with consequential occurrence of disorders of
sex development (DSD). On the other hand, irregularities of germ cells lead to defects of
gametogenesis, gamete maturation processes , fertilization or early embryonic development
with manifestation as fertilization failure, preimplantational arrest or transmission of genetic
and/or epigenetic modifications to the offspring with subsequent development of congenital
diseases or susceptibility to certain diseases in adulthood. The aim of this review is to evaluate
genetic and epigenetic factors underlying infertility and subfertility so as to better appreciate

the heterogeneity of their etiology.

Key words: infertility, genetics, epigenetics, reproductive system, embryonic development






1. Neplodnost

Neplodnost se  definira  kao
nemogucnost postizanja klinicke trudnoce
nakon 12 mjeseci redovitih nezasticenih
spolnih odnosa i relativno je Cest problem,
koji zahvaca oko 10% parova generativne
dobi (1,2). Budu¢i da ¢e veci dio parova,
posebice mladih, trudnoc¢u posti¢i tijekom
idu¢e godine, ispravnije je govoriti o
smanjenoj plodnosti. Medutim, drugacija
pravila vrijede za parove u kojima je Zena
starija od 35 godina, kada se evaluacija
neplodnosti/smanjene plodnosti zapocinje
ve¢ nakon 6

mjeseci  pokuSavanja

ostvarivanja trudnoce. Naime,
fekundabilitet, odnosno vjerojatnost zaceca
u jednom mjeseénom ciklusu, ¢vrsto je
povezan s dobi, tako da zapocCinje opadati
dozivljava nakon 37. godine Zivota (1). Jo$
jedan pojam valja razlikovati — sterilitet,

stanje potpune i trajne neplodnosti (2).

Vrlo gruba podjela etiologije

neplodnosti  pripisuje  1/3  sluCajeva
isklju¢ivo muskom faktoru, 1/3 iskljucivo
zenskom faktoru, dok u 1/3 slucajeva
neplodnosti pridonose oba ¢lana para (1).
Osim ve¢ spomenutog starenja, kKoje ima
negativne implikacije na reproduktivnu
sposobnost oba spola, iako jeCe izraZene u
Zena, na smanjenje plodnosti utjece Siroki
dijapazon razli¢itih uzroka. Negativan

uc¢inak na plodnost u oba spola imaju bolesti

kao Sto su hipogonadotropni

hipogonadizam, hiperprolaktinemija,
cisti¢na fibroza i druge bolesti i stanja koja

ukljucuju poremeéaj cilijarne funkcije (npr.

Young sindrom, primarna cilijarna
diskineza), infekcije (u prvome redu
Chlamydia  trachomatis i  Neisseria

gonorrhoeae), sistemske bolesti poput
dijabetesa, celijakije, deficita vitamina D,
autoimunih bolesti 1 klini¢ke ili subklini¢ke
hipotireoze. Ovoj skupini faktora moraju se
pridodati 1 ¢imbenici Zivotnih navika. Tako
dijetetska restrikcija i pretjerana iscrpljujuca
tielovjezba,  pretilost,  stres,  duhan,
marihuana, alkohol i prisutnost endokrinih
disruptora imaju S$tetne posljedice po

funkciju reproduktivnog sustava (2).

Faktori koji pridonose iskljucivo
zenskom faktoru neplodnosti su sindrom
policisticnih jajnika (pogada 5-10% zena
generativne dobi), endometrioza
(prevalencija 0.8-6% u Zena reproduktivne
dobi), primarna ovarijska insuficijencija
(prevalencija 1%) 1 benigne tvorbe kao §to
su lejomiomi maternice i polipi endometrija
(2). U slucaju muskog faktora neplodnosti,
osim §to moZe biti rije¢ o pretestikularnim
uzrocima (kao S§to su hipotalamicki
hipogonadizam i druge endokrinoloske i
sistemske  bolesti, te opfem losem
zdravstvenom stanju koje je posljedica niza
nezdravih  zivotnih navika) evaluacija

neplodnosti mora iskljuciti i potencijalne



testikularne i post-testikularne uzroke. Prvoj
grupi pripadaju Klinefelterov sindrom i
mikrodelecije Y kromosoma, ali i stanje po
traumi, testikularnoj torziji ili varikokeli,
dok drugoj skupini pripadaju opstrukcija
epididimisa razli¢itih uzroka, kongenitalna
bilateralna aplazija vas deferensa ili
opstrukcija ejakulatornih kanala (2,3). Kada
je rije¢ o reproduktivnoj sposobnosti
muskarca, zanimljiv je trend smanjenja
kvalitete sperme koji se opaza u zadnjih 70-
80 godina. Naime, nekoliko je studija (4-6)
napravilo usporedbu sjemenih parametara
nakon vremenskog razdoblja od nekoliko
desetlje¢a 1 sve su zamijetile pad njihove
kvalitete. Carlsen (4) je objavio sistemati¢ni
pregled temeljen na analizi 61 studije
objavljene u periodu od 1938. do 1990. u
kojem je =zabiljezio drasticni pad u
koncentraciji spermija (s 113 milijuna/mL
na 66 milijuna/mL) i smanjenje volumena
ejakulata (s 3.40 mL na 2.75 mL). Dodatne
studije provedene kasnije, pokazale su pad i
u ukupnom broju spermija te u udjelu
progresivno pokretnih i vijabilnih spermija

(5).

Za funkcionalni reproduktivni sustav
nuzni su pravilni razvoj 1 ocuvanje
integriteta anatomskih struktura i fizioloskih
funkcija. Svi ti koraci regulirani su
pravovremenom i tkivno- ili stani¢no-
specificnom ekspresijom gena. Mutacije tih

gena mogu rezultirati gubitkom njihove

funkcije i1 nalaziti se u podlozi razli¢itih
bolesti. Nadalje, i sami polimorfizmi unutar
gena ili ¢ak intergenskih podrucja genoma,
mogu biti povezani s povecanim rizikom za
razvoj odredenih stanja koja u sklopu svoje
klinicke slike imaju smanjenje plodnosti (7—
11) ili ucestalije negativne ishode veé

uspostavljene trudnoce (12,13).

lako genom jest izvor stanicnih
procesa, ipak na njega mogu djelovati
egzogeni ¢imbenici okoliSa. To se postize
modifikacijom epigenoma, molekularnih
obrazaca koji su vezani uz kromatinsku
molekulu ili post-transkripcijsku poruku i
mijenjaju gensku ekspresiju bez promjene
nukleotidne sekvence. | ovakve epigenetske
promjene, bilo putem DNA metilacije,
modifikacije histona ili posredovanjem
nekodiraju¢ih RNA, imaju wucinak na
pravilno odvijanje razvojnih procesa, kao i
procesa gametogeneze u odrasloj dobi i
nizom posrednih ili neposrednih ucinaka
mogu imati negativne implikacije na
plodnost (14).

Cilj ovog pregleda je prouciti

poznate i potencijalne  genetske i
epigenetske uzroke neplodnosti i smanjene
plodnosti u muskaraca i1 zena, kako bi se
bolje razumjela etioloSka heterogenost ovih

stanja.



2. Genom i genetika
2.1. Geneticki uzroci gonadalne disgeneze

Reproduktivna sposobnost covjeka

zahtijeva  pravilan  razvoj  njegovog
reproduktivnog sustava, od anatomske
strukture do fizioloske funkcije, temeljene
na hormonalnoj aktivnosti i funkcionalnoj
gametogenezi. Niz specifi¢nosti
reproduktivnog sustava karakterizira oba
spola, muski 1 Zenski, 1 njihov jednoznacan
razvoj preduvjet je za plodnost. Razvoj
spola odvija se u dva koraka, gdje je prvi
determinacija ili odredivanje spola, a drugi
(15,16).

Determinacija spola podrazumijeva odluku

spolna diferencijacija
bipotencijalne, odnosno indiferentne gonade
0 razvoju u smjeru testisa ili jajnika. Ovaj je
korak strogo reguliran pravovremenom
ekspresijom niza gena koji poti€u razvoj u
smjeru jednoga spola, istovremeno koceéi
signalne puteve razvoja suprotnog spola
(17). Diferencijacija spola je posredovana
hormonskom aktivno$¢u gonade u razvoju i
ogleda se u razvoju fenotipskih
karakteristika muskog i Zenskog spola.
Nepravilnosti na bilo kojem koraku razvoja
spola dovest ¢e do niza fenotipski razlicitih
poremecaja koji se skupno nazivaju
poremecajima razvoja spola (engl. disorders
of sex development, DSD) (16). Toj skupini
pripadaju i razli¢iti tipovi gonadalne

disgeneze u kojima su gonade aplasti¢ne i

njihovo je tkivo zamijenjeno fibroznim

strukturama.

Razvoj gonada u ¢ovjeka zapocinje
proliferacijom stanica celomskog epitela
tijekom 3. i 4. tjedna embrionalnog razvoja i
njilhovim  prodiranjem u  podlezeéi
mezenhim, ¢ime bilateralno na dorzalnoj
povrSini  celomske  Supljine  nastaju
gonadalni grebeni (15). Ove strukture su
prekursori gonada i u ovoj se fazi razvoja
nalaze u indiferentnome stadiju, s
mogucénoséu usmjeravanja prema razvoju
testisa ili jajnika. Za njihov rani razvoj
zaduZena je prikladna ekspresija homeobox

gena Emx2 (18) i Lhx9 (19).

Najraniji korak u razvoju spolnih
stanica zajednicki je muSkom 1 Zenskom
embriju, a dogada se ve¢ u ranom
postimplantacijskom razdoblju
embriogeneze, rije¢ je o specifikaciji
primordijalnin  zametnih stanica (engl.
primordial germ cells, PGC) (15). Kako se
spomenuta specifikacija zbiva jo§ u fazi
prije gastrulacije, tesko je potvrditi iz koje
skupine stanica se radaju PGC. Dosadasnja
istazivanja upucuju na njihov izvor u
posteriornom  epiblastu, odnosno u
ekstraembrionalnom mezodermu nastalom
migracijom  stanica  epiblasta  kroz
posteriorni kraj primitivne pruge (20).
Pokusi na misevima ukazuju da se
spacifikacija PGC odvija pod utjecajem

signalnih molekula secerniranih iz stanica
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ekstraembrionalnog ektoderma (BMP-2,
BMP-4, BMP-8b)  (21,22).

istrazivanja na cinomolgus majmunima

Novija

postuliraju o mogué¢em izvoru PGC u
dorzalnom amnionu pod utjecajem signala
amniona i/ili

secerniranih iz samog

ekstraembrionalnog ~ mezoderma  (23).
Nakon specifikacije na E12, pluripotentne
PGC nalaze se u stijenci ZumanjCane vrece
uz bazu alantoisa te zapocinju svoju
migraciju kroz endodermalni epitel, prema
dorzalno kroz Kkorijen mezenterija do
straznje trbuSne stijenke, zatim prema
lateralno do jos uvijek bipotencijalnih
gonadalnih grebena, u koje se smjestaju

tijekom 5. tjedna nakon oplodnje (24).

U 46, XY embrija, determinacija
spola zapocinje 42. dan nakon zaceca s
prolaznom indukcijom ekspresije Sry gena s
Y kromosoma unutar somatskih stanica
gonadalnih prekursora (25,26), dok vidljiva
diferencijacija slijedi za nekoliko tjedana,
nakon indukcije svih enzima potrebnih za
proces steroidogeneze (16). Determinacijom
muskog spola prvo dolazi do specifikacije
Sertolijevih stanica unutar gonada, §to je
ujedno 1 kljuéni dogadaj za testikularnu
diferencijaciju jer ¢e pod njihovim
utjecajem do¢i do razvoja svih ostalih
stanica unutar testisa, ukljuc¢ujuéi i zametnih
stanica. Sry gen djeluje poput okidaca za
usmjeravanje gonade prema diferencijaciji

testisa, no zapravo klju¢ne dogadaje razvoja

muskog spola koordinira njegova najvaznija
ciljna  molekula SOX9. SOX9 tako
koordinira diferencijaciju 1 odrzavanje
Sertolijevih stanica, koc¢enje molekularnih
mehanizama prema razvoju  jajnika,
odrzavanje Wolffovih kanala i regresiju
Mdllerovih kanala (15,17). Zahvaljujuéi
aktivnosti NR5AL (poznat i kao SF1), koji
veze 1 aktivira testis-specifi¢ni enhancer of
Sox9 (TES),

kompleksa u kombinaciji sa SRY faktorom,

posredovanjem njihovog
potaknuta je ekspresija Sox9 (27). Nakon
pada ekspresije Sry od 53. dana nakon
zaCeCa (26), Sox9 ekspresija odrzava se
visokom autoregulacijom 1 aktivnos$cu
FGF9, PTGDS i DMRT1 (28,29).
Regulacija Sry ekspresije objasnjena je s
Cetiri modula, pri ¢emu su tri posredovana
transkripcijskim faktorima koji djeluju
uzvodno od Sry, a Cetvrti je temeljen na
promjenama epigenoma koje omogucuju ili
prijeCe pristup regulatornim regijama Sry
gena. Prvi modul indukciju Sry ekspresije
objasnjava GATA4 proteinom, Koji svoju
funkciju ostvaruje stupajuci u interakciju s
ZFPM2 (poznat i kao FOG2) (30). Za samu
aktivnost GATA4 potrebna je fosforilacija
p38 proteina koji se u signalnom putu nalazi
odmah nizvodno od kinaze MAP3K4, ¢iju
aktivnost potice GADD45y (31). Modul 2
saCinjavaju TF ¢ija je aktivnost usmjerena
na regulaciju NR5A1 (SF1) koji se direktno
veze na Sry promotor. Cak 20% slucajeva

46, XY gonadalne disgeneze uzrokovano je



mutacijama ovoga gena (Tablica 1). Ovom
modulu pripada i aktivnost ostalih TF kao
Sto su: TF CBX2, CITED2, SIX1, SIX4 i
LHX9 (32).Temelj modula 3 ¢ini najvazniji
regulator Sry ekspresije, WT1, koji uz Sry,
regulira i ekspresiju Nr5al, Dax1, Amh (33).
Modul 4 nesto je drugaciji i objasnjava
regulaciju Sry preko metilacije njegove
regulatorne regije i prisutnih histonskih
PTM-a. Naime, u mi$jih je embrija Sry
promotor u vrijeme indukcije hipometiliran,
dok sa padom njegove ekspresije postaje
Dodatni

ponovno hipermetiliran  (34).

epigenetski mehanizam regulacije je i
H3KO,

inaktivnog

aktivnost demetilaze markera

transkripcijski kromatina,

poznate kao KDM3A (35).

U klinickoj medicini je 46, XY
gonadalna  disgeneza  poznata  pod
eponimom Swyerov sindrom, pri ¢emu istu
klinicku sliku (fibrozni gonadalni tracci,
zenski unutarnji spolni organi nastali iz
Mullerovih struktura i potpuno feminizirano
vanjsko spolovilo uz izostanak puberteta i
razvoja sekundarnih spolnih karakteristika)
generiraju mutacije nekoliko razli¢itih gena.
Otprilike 10-20% slucajeva ima etiologiju u
mutacijama Sry gena (36). Osim kompletne,
moguca je 1 parcijalna gonadalna disgeneza
pri ¢emu vanjski i unutarnji spolni organi
pokazuju razli¢iti stupanj feminizacije ili
virilizacije. Tablica 1 prikazuje izdvojene
mutacije koje su u 46, XY embrija povezane
s gonadalnom disgenezom (engl. gonadal

dysgenesis, GD).

Tablica 1. l1zdvojene mutacije povezane s GD u 46, XY ploda (prema: Baetensu i Verdinu

(16))

Gen Lokus Nasljedivanje | Knockout model | Fenotip u ¢ovjeka | Referenca
(mis)

Arx Xp22.13 | X-vezano Izostanak GD Kitamura i
diferencijacije lizencefalija, sur. (37)
Leydigovih epilepsija,
stanica, intelektualne
poremecena poteskoce,
migracija temperaturna
neurona nestabilnost




Atrx Xq13.3 X-vezano Hipoplasti¢ni GD + odsutnost | Reardon i
testisi, Miillerovih sur. (38)
diskontinuirani struktura + | Pask 1 sur.
sjemeni kanali¢i, | disporfija lica, | (39)
odgoden pocetak | intelektualne
spermatogeneze | poteSkoce, -

talasemija

Cbx2 17925 AR Musko-zenska 46, XY kompletna | Biason-

promjena spola GD (Swyerov | Lauber isur.
sindrom) (40)

Dhh 12913.1 | AR Poremecéen Kompletna Umehara i
razvoj (Swyerov sur. (41)
testikularnih sindrom) ili | Canto i sur.
tracaka zbog | parcijalna GD + | (42)
nepravilnog minifascikularna
razvoja neuropatija
peritubularnog
tkiva

Dmrtl | 9p24.3 AD Gubitak GD (Swyerov | Raymond i
Sertolijevih i | sindrom) + | sur. (43)
zametnih stanica, | dismorfija  lica, | Matson i
nepravilan razvoj | mikrocefalija sur. (29)
testisa

Gata4 |8p23.1- | AD smrt embrija | GD + dvospolno | Lourenco i

p22 zbog sréanih | vanjsko spolovilo | sur. (44)

malformacija;
Gata4 ki
izostanak razvoja
testikularnih

tracaka

+  kongenitalne

sréane greske
(ASD, VSD,
TOF),

dijafragmalna

hernija




Zfpm2 | 8qg22.3 AD Izostanak razvoja | GD + | Bashamboo
testikularnih dvosmisleno I sur. (45)
tracaka vanjsko spolovilo

+  kongenitalne
sr¢ane greske
(ASD, VSD,
TOF),
dijafragmalna
hernija

Nr5al | 9933 AD Agenezagonadai | 46, XY  GD | Achermann
nadbubreznih (Swyerov I sur. (46)
zlijezda; sindrom) + [ Lin i sur.
Heterozigot  — | hipospadija, 47
hipoplasticne mikropenis, Kohler i sur.
gonade, oslabljen | kriptorhizam  + | (48)
odgovor primarna
nadbubreznih adrenalna
Zlijezda na stres | inuficijencija

Sox8 16p13.3 | AD Sox87: smanjena | GD (nije | Portnoi i
plodnost potvrdeno) + | sur. (49)
Sox8”7, Sox9”: | muska
razli¢it  stupanj | neplodnost,
musko-Zenske primarna
promjene spola | ovarijska

insuficijencija
Sox9 17924- AD Musko  Zenska | GD + | Barrionuevo
925 promjena spola | kampomeli¢na i sur. (50)
displazija, Wagner i
Cooksov sindrom, | sur. (51)

Pierre Robinova

sekvenca




Sry Ypll.3 Y-vezano Musko-zenska Komplena GD | McElreavey

promjena spola (Swyerov i sur. (52)
sindrom) Harley i sur.
(53)

Wil 11p13 AD Apoptoza stanica | GD u  sklopu | Lee i sur.
gonada i | WAGR sindroma, | (54)
nadbubreznih Denys-Drash Finken i sur.
zlijezda sindroma ili | (55)
Wt1+KTS™: Frasier sindroma
potpuna musko-

Zenska promjena
spola, bubrezna
insuficijencija
Wt1-KTS:
hipoplasticni 1
displasti¢ni
bubrezi,
gonadalni tracci
Dvije teorije objasnjavaju objasniti slucajeve razvoja testisa u 46, XX
determinaciju  zenskog spola  unutar embrija (17).

somatskih stanica indiferentnih gonadalnih
prekursora. Prva teorija zagovara bazi¢nu
programiranost fetalnih gonada za razvoj u
smjeru jajnika, Sto je u muskih embrija
zaustavljeno zahvaljuju¢i prisutnosti Sry
gena na'Y kromosomu. Prema drugoj teoriji,
u somatskim stanicama bududeg jajnika
prisutan je tzv. Z-faktor, koji determinira
zenski spol 1 usporedno koc¢i molekularne
mehanizme neophodne za razvoj testisa. Z-
faktor za sada je hipotetski produkt gena,

medutim, njegova prisutnost mogla bi

lako determinacija i diferencijacija
zenskog spola nisu razjasnjene onoliko
dobro koliko je to slu¢aj za muski spol, ipak
su poznati odredeni geni i njthovi produkti
koji su u taj proces ukljuceni. Jedan od gena
koji se eksprimira najranije u tijeku razvoja
jajnika je Foxl2, za kojeg je na misjim
modelima pokazano da sudjeluje i u
postnatalnom odrZavanju jajnika,
suprimirajuci ekspresiju gena koji sudjeluju
u testikularnoj diferencijaciji (17,56). | dvije

komponente Wnt signalnog puta imaju



vaznu ulogu u razvoju jajnika, to su Wnt4 i
Rspol. Oni aktiviraju p-katenin koji se
translocira u  jezgru gdje regulira
transkripciju gena ukljucenih u daljnji
razvoj jajnika, poput samog Wnt4 i Fst (57).
Ekspresija aktivne forme B-katenina unutar
XY gonade dostatna je za musko-zensku

promjenu spola tog embrija (58).

Disgeneza jajnika javlja se kao
posljedica aneuploidije spolnih kromosoma
u Turnerovom (45,X0 ili
46,XX/45,X0) ili uslijed mutacija gena

sindromu

odgovornih za razvoj jajnika kod zena s
(1,59).

Tablica 2 prikazuje izdvojene gene Cije su

normalnim  kariotipom  46,XX

mutacije povezane s disgenezom jajnika u
46,XX embrija.

Tablica 2. 1zdvojene mutacije povezane s GD u 46,XX ploda (prema: Baetensu i Verdinu

(16))

Gen Lokus | Nasljedivanje | Knockout model Fenotip u ¢ovjeka | Referenca

Brca2 | 13q13.1 | nepoznato Drosophila: Kompletna GD + | Weinberg-
nerazvijeni jajnici | mikrocefalija, Shukron i
nepravilne akutna mijeloi¢na | sur. (60)
strukture leukemija, cafe-au-

lait mrlje

Fshr 2p16.3 | AR Mis:  poremecéen | GD + POI Aittomaki i
estros ciklus, sur. (61)
atrofiéni  jajnici, Kuechler i
ovulatorni defekti, sur. (62)
uterus oblika
tracka

Foxl2 |3g22.3 | AD Mi§:  postnatalni | Do sada  nije | Pailhoux i
KO uzrokuje | identificiran slucaj | sur. (63)
transdiferencijaciju | GD u Covjeka, ali
somatskih stanica | su promjene gena
jajnika u | povezane S
testikularne fenotipom POI
(Sertolijeve i
Leydigove) stanice




Koza: zensko-
muska  promjena
spola (63)

Wnt4 1p36.12 | AD/AR Mis: XX gonade | aplazija Mandel i
pokazuju Mllerovih sur. (64)
testikularnu struktura,
vaskularizaciju i | hiperandrogenizam
steroidogenezu, + SERKAL
reduciran broj | sindrom (engl.
oocita 46,XX sex reversal

with dysgenesis of
kidney, adrenal
and lungs)

Rspol |1p34.3 | AR Mis: XX gonade | XX  testikularno | Parmaisur.
pokazuju tkivo (65)
testikularnu Tallapaka i
vaskularizaciju i sur. (66)
steroidogenezu

Nr5al | 9933 AD Mis: ageneza | XX  testikularno | Bashamboo
gonada i |tkivo ili XX |isur. (67)
nadbubreznih ovotestisi + POI Baetens i
Zlijezda; sur. (68)
Heterozigot - Igarashi i
hipoplasti¢ne sur. (69)
gonade, oslabljen Swartz i
odgovor sur. (70)
nadbubreznih
zlijezda na stres

Wil 11p13 | AD Mis: izostaje | GD + | Gomes i
razvoj klitoromegalija, sur. (71)
bipotencijalnih aplasti¢na ili | Viot-
gonada slijepo Szoboszlai

i sur. (72)
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zavrSavajuca

rodnica

Istrazivanja na zivotinjskim i in vitro
modelima ukazuju kako brojni geni koji
vode razvoj spola, sudjeluju i u njegovom
odrzavanju u postnatalnom zivotu te od
pocetaka svoje ekspresije pa i tijekom
zivota, konstantno aktivno suprimiraju gene
odgovorne za razvoj suprotnog spola. U
jajnicima je za represiju testikularne
diferencijacije  odgovoran Foxl2, ¢&iji
proteinski produkt inhibira Sox9 enhancer
TES (73) i antagoniziraju¢i Wt1-KTS koci
aktivnost NR5AL (74), ostvarujuéi tako
dvojaku represiju Sox9 ekspresije. Nadalje,
delecija FoxI2 u granuloza stanicama jajnika
odrasle Zenke miSa dovodi do razvoja
testikularnih ~ obiljezja unutar jajnika,
ukljucujuéi i transdiferencijaciju granuloza
stanica u Sertolijeve i teka stanica u
Leydigove (73). Istrazivanja upucuju kako
su u zrelim XY gonadama za inhibiranje
razvoja gonadalnog  spola
odgovorni Fgf9 (75), Dmrtl i Sox9 (29). Oni

inhibiraju ekspresiju FoxI2 i odrzavaju

zenskog

ekspresiju  gena  koji  sudjeluju u
diferencijaciji muske gonade. Knockout
mi§ji modeli gena Dmrtl pokazuju
transdiferencijaciju somatskih stanica testisa
u stanice nalik na granuloza stanice te
paralelno s time indukciju ekspresije FoxI2

u tim stanicama. DMRT1 faktor k tome

sudjeluje i u supresiji aktivnosti retinoi¢ne
kiseline (RA) u testisima ¢ime se regulira

ulazak zametnih stanica u mejozu (76).

2.2. Geneticki uzroci hipogonadotropnog

hipogonadizma

Endokrina i reproduktivna funkcija
spolnih Zlijezda regulirane su aktivnoscu osi
hipotalamus-hipofiza-gonada, pri ¢emu se
hormonalna homeostaza, i u zena pravilna
fluktuacija hormona tijekom menstrualnog
ciklusa, ostvaruje pomocu negativne
povratne sprege kojom steroidni hormoni
gonada djeluju na centralno izlu¢ivanje
polipeptidnih hormona (1). Os je aktivna jo§
od intrauterinog Zivota, ali ju tada, kao i u
ranom postnatalnom zivotu, Karakterizira
funkcionalna nezrelost. Tijekom djetinjstva
0s je inaktivna, da bi se ponovno aktivirala s
nastupom puberteta, ubrzo potom sazrijela i
odrzala se funkcionalnom tijekom ostatka

zivota (15).

Neuroni koji secerniraju GnRH
nastaju iz medijalne olfaktorne plakode i
migriraju u podrucje fetalnog hipotalamusa
sa otprilike 40 gestacijskih dana (77).
Adenohipofiza  zapoC€inje = produkciju
gonadotropina FSH i LH sa 9 tjedana

gestacije (78) i moguce ih je detektirati u
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krvi fetusa sa 12 do 14 tjedana (79). U ovoj
fazi razvoja, pa sve do 30. tjedna gestacije,
sekrecija gonadotropina neovisna je 0
GnRH (80). Koncentracija FSH i LH u Kkrvi
fetusa  maksimum  dostize  sredinom
gestacije, Sto se podudara s vremenom
maksimalne serumske koncentracije
testosterona (81). Tijekom druge polovice
gestacije

koncentracije  gonadotropina

progresivno  opadaju  zbog negativne

povratne sprege  potaknute  visokim

koncentracijama  placentarnin  spolnih

hormona.  Tijekom fetalnog razvoja
koncentracije gonadotropina nize su u krvi
muskih fetusa (82) zbog visih koncentracija
testikularne

testosterona uslijed

steroidogeneze, a 1 dominirajuci
gonadotropin razlikuje se izmedu spolova.
U muskih fetusa prevladava LH, dok u
zenskih FSH (81). lako nezrela, aktivnost
osi tijekom intrauterinog zivota ima
fiziolosku vaznost za normalan razvoj oba
spola. Naime, Baker i Scrimgeour (83)
pokazali su da u anencefalicnih fetusa, u
kojih izstaje funkcionalnost osi, testisi
pokazuju znacajnu redukciju broja gonocita
i Leydigovih stanica. Nasuprot tome, isto
istrazivanje pokazuje da razvoj jajnika
anencefaliénih Zenskih fetusa napreduje
normalno do 34. tjedna gestacije, pri cemu
se oogonije dijele i diferenciraju u primarne
oocite koje ulaze u mejozu i zaustavljaju se
u diplotenu stadiju profaze I, okruzene

jednim slojem plocastih stanica, formiraju¢i
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primordijalne folikule. Medutim, za razliku
od kontrolne zdrave skupine, jajnici ovih
fetusa ne sadrzavaju male antralne folikule,
Sto govori o nemogucénosti napredovanja

folikulogeneze, a time i maturacije oocite.

Nakon rodenja dolazi do izlu¢ivanja
placentarnih hormona iz tijala fetusa, ¢ime
se 0s hipotalamus-hipofiza-gonada oslobada
negativne povratne sprege i nastupa niz
promjena u luéenju razli¢itih hormona s
obrascem specificnim za svaki spol. Ovo
razdoblje hormonskih promjena tijekom
prvih nekoliko mjeseci Zivota naziva se
minipubertet (84). On je u djecaka obiljezen
dominacijom LH koji vrSnu koncentraciju
postize u prvih 10 tjedana zivota, nakon ¢ega
opada 1 odrzava se na niskim pre-
pubertalnim vrijednostima od 6. mjeseca
zivota (85). Zbog ovakvog kretanja LH,
tijekom prva tri mjeseca Zivota broj
Leydigovih stanica raste, testosteron postize
vr$nu koncentraciju za minipubertet, a
nezrele Sertollijeve stanice secerniraju
AMH i inhibin B, te dolazi do blagog
povecanja volumena testisa, rasta penisa i
ponekad se moZe primijetiti pojava pubi¢ne
dlakavosti i skrotalne hiperpigmentacije
(84,86). Upravo u ovom periodu dolazi do
diferencijacije  testikularnih ~ zametnih
stanica u spermatogonije tipa A (87). U
djevoj¢ica je vaznosti minipuberteta neSto
nejasnija. Karakterizira ga dominacija FSH

koji vrSne koncentracije postize izmedu 1.



tjedna i 3. mjeseca i, za razliku od LH, ostaje
visok do 3. ili 4. godine Zivota. Njegov
porast praden je aktivacijom granuloza
stanica, produkcijom AMH (koji se ipak
odrzava na niskim vrijednostima tijekom
cijelog djetinjstva kod djevojCica) i
estrogena (Cija koncentracija fluktuira, ali se
odrzava visokom tijekom prvih 6 mjeseci)
(88,89).

Pocetkom puberteta dolazi do
aktivacije pulsatilne sekrecije GnRH iz
neurona nucleus arcuatus hipotalamusa,
¢ime se postize kontinuirano satno
izlu¢ivanje GnRH 1 gonadotropina, i
neurona POA, koji imaju mjesecni ritam
sekrecije GnRH 1 zaduZeni su sa skok u
izlu¢ivanju LH kojim se potice ovulacija. Za
uspostavljanje zrele i funkcionalne osi
tijekom puberteta neophodna je ekspresija
KISS1 gena na kojem konvergiraju razli¢ite
endokrine i metabolicke poruke kojima se
regulira sekrecija GnRH. Ona je potaknuta
vezanjem Kisspeptina za GPR54/KISS1R
receptor na GnRH neuronima, a mutacije
gena koji kodira taj receptor jedna su od
etiologija hipotalami¢kog hipogonadizma

(90,91).

Hipogonadotropni  hipogonadizam

klinicki se  manifestira  zakaSnjelim
pubertetom, jednako kao i konstitucijski
zakaSnjeli pubertet 1 hipergonadotropni
hipogonadizam. Centralni

hipogonadotropni  hipogonadizam (HH)

moze biti funkcionalan, u slucaju kroni¢nih
bolesti, nutricijskih i stresnih ¢imbenika, i
trajan. Trajni HH nadalje se moze podijeliti
u kongenitalni i steCeni (92). U kontekstu
ovog pregleda zanimljiv je kongenitalni
hipogonadotropni hipogonadizam (CHH)
uzrokovan mutacijama gena koji kodiraju za
produkte vazne u funkcioniranju osi
hipotalamus-hipofiza-gonada. Poznato je
viSe od 30 razliCitih gena c¢ije mutaciji
uzrokuju CHH, a neka od njih pronalazi se u
priblizno 50% pacijenata s CHH (93,94). U
slucaju da mutacije zahvacaju gene vazne za
GnRH
Kallmannov sindrom (KS), karakteriziran

razvoj neurona, razvija se

anosmijom,  senzoneuralnim  gubitkom
sluha, rascjepom usne/nepca, bubreznim
anomalijama i sinkinezijom uz CHH. U
slucaju da mutacije zahvacaju gene
uklju¢ene u GnRH sekreciju 1 funkciju,
razvija se normosmié¢ni oblik, nCHH, koji se
¢esto naziva 1 normosmic¢nim idiopatskim
HH (nIHH) (92,95). Tablica 3 prikazuje
izdvojene gene ¢ije su mutacije povezane s
CHH, ali i neke od gena koji su povezani s
konstitucionalno zakaSnjelim pubertetom.
Naime, uz tradicionalnu gensku analizu
sekvenciranjem po Sangeru, uz ovaj potonji
oblik zakasnjelog puberteta rijetko su se
pronalazile mutacije gena medu srodnicima.
Medutim, novijom aplikacijom NGS
tehnologije otkrivene su mutacije povezane

i s tim fenotipom (92,93).
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Tablica 3. I1zdvojene mutacije s fenotipom zakasnjelog puberteta (prema:OMIM)

Gen Lokus Nasljedivanje | Produkt Fenotip Komentar
GNRHR | 4913.2 AR Gonadotropin- | nCHH Mutacije
releasing Kottler i sur.|ovog gena
hormone (96) odgovorne su
receptor Costaisur. (97) | za  40-50%
nCHH

KISS1R 19p13.3 | AR KISS1 nCHH

receptor/GPR Seminara i sur.

54 (G protein- | (98)

coupled KS

receptor 54) Miraoui i sur.
(99)

TACR3 4924 AR Tahikinin nCHH, KS

receptor 3 | Topaloglu i sur.
(neurokinin B | (100)
receptor)
TAC3 12913.3 | AR Tahikinin 3 | nCHH, KS Vrlo rijetko
(neurokinin B) | Gianetti i sur.
(101)
GNRH1 | 8p21.2 AR Gonadotropin- | nCHH, KS Vrlo rijetko
releasing Chan i sur.
hormone 1 (102)
KISS1 1g32.1 AR Kissl metastasis | NCHH, KS Vrlo rijetko
suppressor Topaloglu i sur.
(kisspeptin) (103)

LHB 19913.33 | AR B lanac LH nCHH Izuzetno
Valdes-socin i | rijetko
sur. (104)

FSHB 11p14.1 | AR B lanac FSH nCHH Izuzetno
-u Zena | rijetko
primarna
amenoreja i
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izostanak
telarhe, povisen
LH, nemjerljiv
FSH, Layman i
sur. (105)

-u  muskaraca
odgoden ili
normalan
pubertet, nizak
testosteron i
zastoj
spermatogeneze
uz
azoospermiju,

Linstedt i sur.

(106)
ANOS1 Xp22.31 | X-vezano Anosmin 1 KS Mutacije ili
recesivno Hardelin i sur. | intragenske
(107) mikrodelecije
gena
odgovorne za
10-20% KS.
Penetrantnost
je kompletna
za anosmiju i
CHH.
FGFR1 8pl1.23 | AD Fibroblast KS, nCHH, | Nepotpuna
growth  factor | Hartsfield penetrantnost
receptor 1 sindrom, i varijabilna

Jackson-Weiss
sindroma,
Pfeiffer

sindrom i dr.

ekspresivnost
ovih

mutacija.
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Dode i sur.

(108)
Pitteloud i sur.
(109)

CHD7 8g12.2 AD Chromodomain | KS, nCHH, | Varijabilna
helicase DNA- | CHARGE ekspresivnost
binding protein | sindrom
7 Kim i sur. (110)

HS6ST1 | 2914.3 AD Heparan sulfate | NnCHH, KS,
6-O- konstitucijski
sulfotransferase | zakasnjeli
1 pubertet

Tornberg i sur.
(111)

FTO 16g12.2 | AR Fat mass- and | Pretilost,
obesity- usporen rast i
associated gene | razvoj,

dismorfija lica
(Konstitucijski
zakaSnjeli
pubertet,
Howard i sur.
(112))

LIN28B 6016-g21 Homolog SNP povezani s

C.elegans Lin28
gena, B (uc¢inak
postize
vezanjem
miRNA let-7)

dobi menarhe
(113),

indeksom

rastom,

tjelesne  mase
(114) [
nastupom

puberteta (115)

16




2.3. Geneticki uzroci defektne
gametogeneze
2.3.1. Geneticki uzroci defektne

spermatogeneze

Poremecaji spermatogeneze klinicki
se ocituju potpunom ili djelomi¢nom
redukcijom normalnih spermija u ejakulatu,
odnosno azoospermijom (nepostojanjem
spermija u ejakulatu), oligozoospermijom
(koncentracijom spermija manjom od 15
milijuna po mL ejakulata),
teratozoospermijom (abnormalnom

morfologijom spermija u ejakulatu),

astenozoospermijom (smanjenom
pokretljivos¢u spermija) ili kombinacijom

ovih stanja. Pri tome defekti koji zahvacaju

iskljucivo spermiogenezu  rezultiraju
uglavnom  normalnim  brojem, ali
abnormalnih spermija. Poremecaji

spermatogeneze mogu biti kongenitalni i
steCeni (116). U kontekstu ovog pregleda
zanimljivi su kongenitalni uzroci defektne
spermatogeneze koji mogu biti uzrokovani
numeric¢kim i strukturalnim kromosomskim
aberacijama, mikrodelecijama Y
kromosoma ili mutacijama pojedinih gena.
Pronadene su 1 mutacije koje nisu povezane
s poremedenim sjemenim parametrima, a
ucestalost u

imaju  vecu neplodnih

muskaraca (3).

Kromosomske  aberacije  imaju

ucestalost 0.7-1 % u  populaciji

normozoospermnih  muskaraca, 4% u

populaciji muskaraca S teSkom

oligozoospermijom (koncentracija spermija
<5 milijuna po mL ejakulata) i 15% s
neopstruktivnom azoospermijom (NOA)
(117). One mogu biti numericke i

strukturalne. Numericke kromosomske

v 7

aberacije = ¢eS¢e u  muskaraca s

azoospermijom, a jedna takva, ujedno i

najéeS¢a  kromosomska  aberacija u
neplodnth  muskaraca s NOA, je
Klinefelterov ~ sindom (47, XXY ili

46,XY/47,XXY) (118). U suprotnosti s
time, u muskaraca s oligozoospermijom

4

¢eS¢e su  strukturalne  kromosomske
aberacije autosoma ili gonosoma. NajceSce
je rije¢ o recipronim ili Robertsonovim
translokacijama, inverzijama, delecijama i
stvaranju izokromosoma (3). Primjer je De
La Chapelle sindrom, poznat i kao 46,XX
muski sindrom, nastao zbog translokacije
kratkog kraka Y kromosoma, sa Sry genom,
na terminalnu regiju kratkog kraka X
kromosoma ili nekog autosoma. U ovih
osoba se wusprkos XX setu spolnih
kromosoma, a upravo zbog djelovanja
produkta Sry gena, spol determinira kao
muski 1 dolazi do razvoja testikularnog
tkiva, unutrasnjih 1 vanjskih muskih spolnih
organa. Sindrom se otkriva u adolescenciji
zbog hipogonadizma ili kasnije zbog
neplodnosti (seminiferni tubuli ovih testisa

su hijalinizirani i oblozeni iskljucivo
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Sertolijevim stanicama, dok zametne stanice
nedostaju) (119).

Drugi cesti genetski uzrok muske
neplodnosti su mikrodelecije dugog kraka Y
kromosoma. Njihova je ucestalost 3—15% u
muskaraca s NOA, 6-8% s teSkom
oligozoospermijom i oko 0.025% u opcoj
(3,120).
zahvacaju tri regije azoospermija faktora

(AZF): AZFa, AZFb, AZFc. Mikrodelecija

populaciji Yq mikrodelecije

najceS¢e zahvaca regiju AZFc 1 uzrokuje
heterogene fenotipske karakteristike, od
azoospermije do

klini¢ka

oligozoospermije.
Posljednja manifestacija
omogucuje prijenos AZFc mikrodelecije na
muske potomke i1 smanjenu plodnost ili
neplodnost u iducoj generaciji. Upravo je

poznati genetski uzrok muske neplodnosti.

Delecije koje zahvacaju cijelu AZFa ili

gube se Dby i Usp9y geni, Sto rezultira
potpunim gubitkom zametnih stanica i tzv.
Sertoli-only sindromom (121). Kompletnom
delecijom AZFb regije gube se Rbmyl i Pry
genski Klasteri, dovode¢i do mejotickog
aresta u stadiju primarne spermatocite, iako
su drugaciji fenotipovi takoder moguci

(122).

Identificirani su i brojni geni na
autosomima (123,124) i neki na X
kromosomu (125,126) koji sudjeluju u
spermatogenezi, a njihovim mutacijama
dolazi do poremecaja na razlicitim etapama
tog procesa. Tablica 4 navodi autosomne
gene povezane S neuspjeSnom
spermatogenezom (engl. spermatogenic
failure, SPGF), iz nje se vidi geneticka
heterogenost SPGF-a. U tablici je izdvojeno
13 mutacija povezanih sa SPGF, medutim,

identificirane su 43 razli¢ite mutacije

AZFb regiju kao posljedicu imaju potpuni autosoma koje dovode do defekata
nedostatak zrelih spermatozoa kod biopsije spermatogeneze.
testisa. Kompletnom delecijom AZFa regije
Tablica 4. Geni na autosomima povezani sa SPGF (prema: OMIM)
Gen Lokus Nasljedivanje | Fenotip Referenca
SYCP2 20913 AR SPGF1 - spermatocitni zastoj | Schilit i sur.

(arest)
akumulacija i

spermatocita u tubulima

tijekom mejoze, | (127)

degeneracija

Kromosom | AD

1, inverzije

SPGF2 — arest na razini primarne | Bache i sur.
spermatocite, azoospermija ili | (128)

teska oligozoospermija
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SLC26A8 | 6p21.31 AD SPGF3 — astenozoospermija Dirami [
sur. (129)

SYCP3 12923.2 AD SPGF4 - azoospermija ili | Miyamoto i
oligozoospermija sur. (131)
U Zena: rekurentni pobacaji (130)

AURKC 19913.43 | AR SPGF5 - makroglobularni, | Dieterich i
multiflagelarni, poliploidni | sur. (132)
spermatozoi

SPATA16 | 3g26.31 AR SPGF6 — globozoospermija Dam i sur.

(133)

CATSPER1 | 11g13.1 AR SPGF7 — | Avenarius i
oligoteratoastenozoospermija sur. (134)

NR5A1 9933.3 AD SPGF8 — astenozoospermija Bashamboo
Ostalo: 46,XX promjena spola | isur. (124)
(67)

46,XY promjena spola
(47)
Adrenokortikalna
insuficijencija
POF7 (135)

DPY19L2 | 12qg14.2 AR SPGF9 - totalna | Kilani i sur.
globozoospermija (136)

SEPT12 16p13.3 AD SPGF10 - defektni anulus | Lin i sur.
(prstenasta struktura na granici | (137)
glavnog i srednjeg dijela repa
spermija), mehanicka potpora
mitohondrija >
teratozoospermija

KLHL10 17g21.2 AD SPGF11 — | Yatsenko i
oligoteratoastenozoospermija sur. (138)

NANOS1 10926.11 | AD SPGF12 — azoospermija ili teSka | Kusz-
oligoteratoastenozoospermija Zamelczyk

i sur. (139)
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TAF4B 18g11.2 AR SPGF13 — azoospemija ili | Ayhan isur.
oligozoospermija (140)

ZMYND15 | 3p21.31 AR Primarna cilijarna diskinezija, | Ayhan isur.
izolirana azoospermija (140)

FANCA 16924.3 AR Fanconijeva anemija, Sertoli-only | Krausz [
sindom i azoospermija sur. (141)

DMRT1 9p24.3 AD Sertoli-only sindrom I | Tewes isur.
azoospermija (142)

DMC1 22q13.1 AR Azoospermija i zastoj na razini | He i sur.
primarnih spermatocita (143)
(U Zzena primarna ovarijska
insuficijencija u ranoj dobi)

PLK1 16pl12.2 AD Sertoli cell -only sindrom i | Miyamoto i
azoospermija sur. (144)

Mutacija gena TEX11 (Xql3.1),
nasljeduje se X-vezano recesivno i rezultira
mejotickim defektom 1 degeneracijom

primarnih  spermatocita tijekom prve
mejoticke diobe. Delecija TEX11 gena u
spermatocitima ometa pravilnu sinapsu
homolognih kromosoma tijekom mejoze. U
slucaju izostanka sinapse izmedu autosoma,
apoptoza nastupa tijekom pahitena prve
mejotiCke diobe, dok u slucaju izostanka
sinapse izmedu gonosoma dioba napreduje,
ali ipak ne dalje od prve mejoticke diobe

(125,145).

2.3.2. Geneticki uzroci defektne oogeneze

Za razliku od spermatogeneze koja

se zapoCinje tijekom puberteta, oogeneza
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zapocinje joS tijekom intrauterinog Zzivota.
Diferencijacijom oogonija u primarne
oocite, pod utjecajem retinoiCne kiseline
(146) inducira se njihov ulazak u mejozu I,
u kojoj se zadrzavaju do puberteta. Pravilno
odvijanje mejoze, maturacija oocite i
folikulogeneza koordinirani su nizom gena,
¢ije su mutacije povezane s apoptozom
oocite i atrezijom folikula (59). Klinicki se
to manifestira smanjenom ovarijskom

rezervom ili  primarnom  ovarijskom
insuficijencijom (POI). Geneticka podloga
bolje je istrazena za slucajeve POI, ali se
pretpostavlja da isti geni, ali njihove manje
penetrantne mutacije igraju ulogu u
nastanku smanjene ovarijske rezerve. Broj
folikula najvec¢i je za vrijeme fetalnog Zivota

i od tada nadalje progresivno opada,



iznose¢i oko 1-2 milijuna pri rodenju, oko
400 000 pred pocetak puberteta i svega 400
oocita ovulira za vrijeme reproduktivnog
zivota  (147).
ovarijske rezerve u starijoj dobi, u prosjeku

razdoblja Praznjenjem
sa 50 godina, nastupa menopauza. U Zena s
POI ovarijska rezerva isprazni se prije 40.
godine Zivota, Sto moZe biti posljedica
malog folikularnog bazena pri rodenju ili

ubrzane apoptoze oocita tijekom Zivota (59).

Pravilna mejoza ovisna je o pravilnoj

segregaciji  kromosoma i pravilnom
popravku dvolanc¢anih lomova DNA (engl.
double-strand breaks, DSB). Tijekom
profaze 1, u zigotenu, stvara se sinapsa
kromosoma,

izmedu homolognih

interakcijom  njihovih  centromera, i
omogucava se rekombinacija koordinirana
SPO11 proteinom Kkoji je zaduZen za
stvaranje programiranih DSB DNA. Nakon
rekombinacije

slijedi pravilno

pozicioniranje na  ekvatoru  stanice
djelovanjem diobenog vretena i potom
segregacija kromosoma (148). Zbog svojeg
mejotiCkog aresta oocita je podloZzna
greSkama u segregaciji kromosoma Sto
postaje sve naglasenije sa starenjem oocita.
Kao posljedica toga sa starenjem se
povecava ucestalost aneuploidnih jajnih
stanica i embrija (149). Pretpostavlja se da u
mejotickim  greSkama  povezanim  sa
starenjem sudjeluje gubitak kohezina i

kohezinu sli¢nih proteina poput SGO2

(150). Nadalje, u plodova s mozai¢nim
tipom aneuploidija pronadene su varijacije
gena BUB1B koji kodira za serin/treonin
kinazu B koja djeluje na mitotickom
checkpointu i omoguéuje  daljnje
napredovanje mitoze u anafazu tek kada su
svi kromosomi pravilno spojeni na diobeno
vreteno. Uz ove gene u pravilnu
kromosomsku segregaciju ukljuceni su i
SYCP3, STAG3, HFM1, SYCE1, NUP107,

PSMC3IP, REC8, SMC1B (59).

Enzimi odgovorni za popravak DNA
izuzetno su heterogena skupina ¢ije mutacije
uzrokuju  Siroki  dijapazon  razlicitih
fenotipova. Za ta stanja je karakteristicna
tendencija lomova kromosoma i genomska
nestabilnost, zbog Cega zahvacene stanice
odumiru apoptozom. Mutacije gena Kkoji
sudjeluju u popravku DNA u podlozi su
mnogih sindroma (Fanconi anemija, Werner
sindrom, LIG4 sindrom, Bloomov sindrom,
ataksia teleangiektazija, xeroderma
pigmentosum i neki drugi) Kkoji se
posljedicno prezentiraju zastojem rasta,
imunim deficijencijama, koZnim lezijama,
razvojnim poremecajima Zivéanog sustava,
predispozicijom za razvoj malignih tumora i
gonadalnom deficijencijom. Moguée su i
mutacije koje se manifestiraju
nesindromskom primarnom
insuficijencijom jajnika, poput onih u
genima MCM8, MCM9, XRCC4 i MSH5

(151-153). Proteini MCM8 i MCM9
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dijelovi su kompleksa koji se regrutira na
mjesta osteCenja DNA 1 sudjeluje u
popravku DSB. Homozigotne mutacije gena
MCM8 i MCM9 (151,152) pronadene su u
pacijentica S primarnim
hipergonadotropnim hipogonadizmom, dok
su nositelji heterozigotnih mutacija zdravi i
reproduktivno sposobni, iako i oni pokazuju
vecu ucestalost kromosomskih lomova u
odnosu na divlje tipove tih gena. Rezultati
analiza

populacijskih  cijelogenomskih

pokazuju najjaCu  asocijaciju  izmedu
polimorfizma jednog nukleotida u egzonu 9
MCM8 gena i dobi menopauze (154), sto
upucuje na funkciju tog gena u modulaciji
dok bi

imati

trajanja reproduktivnog Zivota,

heterozigotne nositeljice  mogle
povecan rizik za razvoj POI, smanjene

ovarijske rezerve i neplodnosti.

U ljudi homozigotni i heterozigotni

nositelji  mutacija  genaciji  produkti
sudjeluju u segregaciji kromosoma i
popravku DNA pokazuju POl fenotip.

Bouilly i sur. (155) pokazali su kako u
pacijentica s primarnom i sekundarnom
amenorejom prije 40. godine koje su
pozitivne za mutacije povezane s POI,
gotovo polovica posjeduje vise od 1
mutacije. Nositeljice dvaju ili viSe mutacija
prezentirale su se s POl u ranijoj dobi i ¢esce
sekundarnom

S primarnom nego sa

amenorejom. Supostojanje mutacija
razli¢itih gena moZe objasniti varijabilnost u

POl fenotipu i nepotpunu penetrantnost

mutacija koja je primjec¢ena. Tablica 5

prikazuje gene povezane s POI fenotipom.

Tablica 5. Geni povezani s POI fenotipom (prema: OMIM)

Gen Lokus Nasljedivanj | Uloga gena Fenotip
e
FMR1 XQg27.3 | X-vezano Odgovor DNA | POI1
na oSte¢enja Murray i sur. (156)
DIAPH2 Xq21.33 | X-vezano Regulira POI2A
dominantno | vezanje Bione i sur. (157)
mikrotubula na
Kinetohore
POF1B/FLJ2279 | Xq21.1 | X-vezano Organizacija POI2B
2 recesivno aktinskih Lacombe i sur. (158)
filamenata,
formiranje
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¢vrstih  spojeva

(engl. tight
junction)
FOXL2 3922.3 | AD Diferencijacija | POI3
granuloza Laissue i sur. (159)
stanica u | Ostalo: blefarofimoza,
jajniku, epikantus inversus i ptoza
odgovor DNA | (POl u sklopu sindroma
na oSteCenja opisali Harris i sur. (160))
BMP15 Xp11.22 | X-vezano Diferencijacija | POl4
granuloza Dixit i sur. (161)
stanica u | Ostalo: disgeneza jajnika
jajniku, (162)
ovulacija
NOBOX 7935 AD Folikulogeneza | POI5
Qin isur. (163)
FIGLA 2pl3.3 | AD Folikulogeneza | POI6
Tosh isur. (164)
Yuan i sur. (165) su
identificirali recesivnu
mutaciju gena
NR5A1 9g33.3 | AD Transkripcijski | POI7
faktor koji | Harrison i sur. (166)
regulira  gene | Ostalo: SPGF8, 46,XX i
ukljucene u | 46,XY promjena spola,
reprodukciju, adrenokortikalna
steroidogenezu i | insuficijencija (vidi tablice
spolni razvoj 1,2i4)
STAG3 7022.1 | AR Sparivanje i | POI8

segregacija
kromosoma

tijekom mejoze

Caburet i sur. (167)
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HFM1 1p22.2 | AR Replikacija POI9
DNA Wang i sur. (168)
MCM8 20p12.3 | AR Inicijacija POI10
replikacije AlAsiri i sur. (151)
DNA
ERCC6 10g11.2 | AD DNA popravak | POI11
3 Qin isur. (169)
Ostalo: povecan rizik za
rak pluéa 1 makularnu
degeneraciju povezanu sa
starenjem,
cerebrookulofacioskeletal
ni sindrom (AR),
Cockayne sindrom tip B
(AR) i neki drugi
SYCE1 10926.3 | AR Formiranje POI12
sinaptonemalno | De Vries i sur. (170)
g kompleksa u | Ostalo: SPGF15 (vidi
mejozi tablicu 4)
MSH5 6p21.33 | AR Popravak DNA, | POI13
rekombinacija | Guo isur. (171)
DNA, crossing-
over
GDF9 5031.1 | AD/AR Folikulogeneza | POI14
Bouilly i sur. (155)
identificirali su bolesne
heterozigotne nositeljice,
a Franca 1 sur. (172)
mutaciju koja se ispoljava
u homozigotnoj varijanti
FANCM 14g21.2 | AR Popravak DNA | POI15

Fouquet i sur. (173)
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Ostalo: SPGF28  (vidi
tablicu 4)
BNC1 15925.2 | AD Regulira POI16
proliferaciju Zhang i sur. (174)
keratinocita i
transkripciju
rRNA, njegov
produkt je
naden u velikoj
koli¢ini u
zametnim
stanicama
testisa i jajnika
DMC1 22913.1 | AR Popravak DNA | POl sa  sekundarnom
amenorejom u
homozigotnoj nositeljici,
¢iji se brat manifestira s
NOA
He isur. (143)

Ekspanzija CGG tripleta FMR1 gena
povezana je sa Ssmanjenom ovarijskom
rezervom i POI u Zena i
neurodegenerativnim bolestima u odrasloj
dobi u muskaraca, ali isklju¢ivo u slucaju

premutacija tog gena sa 55-200 ponavljanja
trinukleotidnog slijeda (59,175).

2.4. Geneticki  uzroci

reproduktivnog trakta

malformacija

Determinacijom muskog spola i

indukcijom  Sry  ekspresije u  pre-

Sertolijevim stanicama, slijedi njihova
diferencijacija prema nezrelim fetalnim
Sertolijevim stanicama koje su hormonski
aktivne. Jedan od glavnih hormona Koji
izluCuju je anti-Mullerov hormon (AMH),
¢lan obitelji TGFp transkripcijskih faktora,
koji se izluCuje sve do puberteta i marker je
nezrelih Sertoli stanica (176). Njegova
produkcija potaknuta je oko 8. tjedna
gestacije
faktora SOX9, NR5AL, WT1 i GATA4, dok
DAX1

kodiraju¢eg gena (177,178). Pod utjecajem

djelovanjem  transkripcijskih

inhibira transkripciju njegovog
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AMH u periodu od 8. do 10. tjedna razvoja

paramezonefriticki ~ Millerovi  vodovi
regrediraju. Tijekom 9. i 10. tjedna razvoja
iz prekursorskih stanica celomskog epitela i
stanica  podrijetlom iz mezonefrosa,
diferenciraju se Leydigove stanice, pod
parakrinim utjecajem Sertolijevih stanica.
One izluc¢uju DHH i PDFGA koji se vezu za
receptore na  fetalnim

stanicama, PTCH1 i PDGFRa (179). Slijedi

Leydigovim

izluCivanje testosterona ¢ija koncentracija
doseze vrhunac izmedu 14. 1 18. tjedna
gestacije (180). Pod njegovim utjecajem
odrzavaju se mezonefriticki Wolffovi
vodovi iz kojih se razvijaju epididimis, vas
deferens i seminalne vezikule. U
Leydigovim stanicama, djelovanjem Sa-
reduktaze, testosteron se konvertira u So-
dihidrotestosteron, odgovoran za indukciju
muske uretre, prostate, bulbouretralnih
zlijezda, penisa 1 skrotuma, kao 1 za

spustanje testisa iz abdominalne Supljine u

skrotum (15).

AMH regresiju paramezonefritickih
kanala postize djelovanjem preko svojih
receptora, poglavito receptora tipa I,
AMHR-1I (MISR-I1), koji su eksprimirani
na stanicama

mezenhima u okolici

paramezonefritickih ~ (Mullerovih)kanala
(181). Vezanjem za njih potiCe se
mezenhimno-epitelna signalizacija
(najvjerojatnije putem ekspresije Mmp2,

koji kodira za matriks metaloproteinazu) i
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inducira se regresija Mullerovih kanala
(182). Ekspresija Amhr2 odrzava se pak
epitelno-mezenhimnim
putem WNT7a (183). Mutacije gena Amh i
Amhr2

perzistentnih

signaliziranjem
odgovorne su za sindrom
Mullerovin  kanala u
muskaraca 1 nasljeduju se autosomno
recesivno. Kod tih muSkaraca se uz strukture
nastale iz Wolffovih kanala i musko vanjsko
spolovilo nalaze i jajovodi, maternica,
cerviks i rodnica. Testisi su u tih muskaraca

smjesteni unutar lig. latum uteri ili unutar

ingvinalnog kanala (181).

Djelovanje testosterona na
mezonefriticke vodove je parakrino i
omoguéeno vezanjem za androgene
receptore (AR) na mezenhimnim stanicama
u okolici tih struktura. Razvoj triju razli¢itih
struktura (epididimisa, vas deferensa i
seminalnih vezikula) iz Wolffovog kanala
omoguceno je regionalno specificnim
epitelno-mezenhimnim interakcijama duz
njegovog tijeka. Ona je omogucena
regionalno
razli¢itih faktora rasta (GDF7, FGF10 i
kranio-kaudalnim rasporedom ekspresije
(184,185).

Mutacije gena AR (Xql2) prenose se X-

specificnom ekspresijom

razlicitth HOX  proteina)

vezano recesivno i zbog potpunog i

djelomicnog izostanka aktivnosti

testosterona rezultiraju sindromom
kompletne (engl. androgen insensitivity

syndrome, AIS) ili parcijalne (engl. partial



androgen insensitivity syndrome, PAIS)
neosjetljivosti na androgene (186-188).
Fenotip AIS ukljucuje razvoj testisa koji
zaostaju u abdomenu ili u ingvinalnom
kanalu, Zensko vanjsko spolovilo, slijepo
zavrSavajuéu vaginu zbog izostanska
razvoja sturtkura iz Mullerovih kanala i
zenski razvoj dojki 1 izostanak pubicne i
aksilarne dlakavosti. PAIS je poznat i kao
Reifensteinov sindrom, rije¢ je o fenotipski
heterogenom poremecaju ¢ija prezentacija
ovisi o rezidualnoj aktivnosti AR, a varira od
izuzetne feminizacije vanjskog spolovila do
genitalija koje nalikuju muskima. Najéesc¢a
prezentacija ukljucuje mikropentis,
hipospadiju, bifidni skrotum sa ili bez
kriptorhizma. Osim mutacija u genu koji
kodira AR, i neadekvatna proizvodnja
testosterona dovodi do razliCite razine
hipomaskulinizacije vanjskog spolovila i
poremecaja razvoja Wolffovih struktura.
Ovakvo stanje moze nastati zbog mutacija
gena koji su zaduzeni za steroidogenezu
spolnih hormona (AKR1C genski Klaster,
CYP5A, CYP11Al, CYP17Al1, CYP21A1,
HSD3B2, HSD17B3, POR, SRD5A2, STAR)

(16).

Poremecaji razvoja struktura iz
mezonefritiCkih kanala mogu se pojaviti i
izolirano  od  drugih  reproduktivnih
anomalija. Tada je najceS¢e rije¢ o
kongenitalnoj

bilateralnoj aplaziji vas

deferensa (engl. congenital bilateral aplasia

of vas deferens, CBAVD), koja usprkos
nazivu zahvaca 1 epididimis i seminalne
vezikule. CBAVD se pripisuje 1-2% muske
neplodnosti i nalazi se u ¢ak 25% muskaraca
s opstruktivnom azoospermijom. U 80%
muskaraca s CBAVD su homozigoti za
mutaciju CFTR gena. Postoji i X-vezana
varijanta ovog poremecaja, CBAVDX, koja
nastaje zbog mutacije gena ADGRG2
(Xp22.13). (izvor:OMIM)

Determinacijom Zenskog spola 1
diferencijacijom jajnika, zbog nepostojanja
Sry gena i njegovih nizvodnih signala,
izostaje sinteza testosterona zbog Cega se
mezonefriticki vodovi ne mogu odrzati te
regrediraju. Suprotno tome,
paramezonefriticki vodovi slobodno se
razvijaju, stapaju se u medijanoj liniji oko 9.
tjedna gestacije i njihov jednoslojni epitel
prolazi  kroz  regionalno  specifi¢nu
diferencijaciju formirajuci jajovode, uterus,
cerviks 1 gornju tre¢inu vagine. Regionalno
specificni razvoj ovisan je, kao i kod muskih
fetusa, o regionalnoj ekspresiji Hox gena i
Wnt7a. Anomalije razvoja Miillerovih

struktura nalaze se u 1% Zena normalne

plodnosti i 3% zena s rekurentnim
abortusima (189). Nekoliko gena je
povezano s anomalijama  Maullerovih
struktura.  Mutacije gena  HOXA13

nasljeduju se autosomno dominantno i
uzrokuju sindrom S$aka-stopalo-uterus, u
sklopu

kojega se javljaju anomalije
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reproduktivnog sustava (hipospadija u
muskaraca i anomalije fuzije
paramezonefritickih kanala) s nepotpunom
penetrantnosti i varijabilnom tezinom
fenotipa (190). U Zena sa sporadi¢nim
uterinim malformacijama i neplodnih Zena s
endometriozom identificirane su varijante
HOXA10 i HOXA1l gena i aberantna
ekspresija HOXA11-AS1 antisense RNA
(191). Nadalje, heterozigotne nositeljice
mutacija HNF1B (192), LHX1 (193), WNT4
(192), WNT7A (194), WNT9B i PBX1 (195)
nalaze se s vecom uclestalosti u Zena sa
sindromskim 1 sporadi¢nim malformacijama
maternice, ukljucujué¢i i onih s Mayer-
Rokitansky-Kiinster-Hauser ~ sindromom.
Neke studije spominju i mutacije PAX2
(196), PAX8 (197), EMX2 (198) gena, iako
su dokazi njihove povezanosti s Millerovim

anomalijama manje ¢vrsti.

2.5. Geneticki uzroci neuspjesne oplodnje i

preimplantacijskog embrionalnog aresta

Owvulirana oocita, zaustavljena u
metafazi II, okruzena je glikoproteinskim
omotacem zone pelucide i nekoliko slojeva
stanica kumulusa kroz Kkoje prodiru
kapacitirani spermiji. Ljudska zona pelucida
gradena je od cetiri glavna glikoproteina,
ZP2, ZP3 i ZP4 koji formiraju duge
filamente medusobno povezane sa ZPI.

Oplodnja je omogudena prepoznavanjem
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ZP3 na povrsini zone pelucide i proteina na
povrsini glave spermija, ¢ime se inducira
akrosomska reakcija, a nakon nje se adhezija
zone 1 spermija odrzava putem ZP2
Slijede
membrana gameta, blokada polispermije,

glikoproteina. fuzija stani¢nih
aktivacija metabolizma jajne stanice i
dovrSenje mejoticke diobe te stapanje
gameta (199). U
razdoblju prije prve diobe (24 sata u

pronukleusa dvaju

sisavaca) i tijekom prvih nekoliko dioba

nakon oplodnje, embrionalni genom
transkripcijski je inaktivan i zivot zigote i
brazdanje ovisni su o citoplazmatskim
faktorima nasljedenim od majke, Koji su se
u ooplazmi akumulirali tijekom maturacije
oocite (200). Ti fatori uklju¢uju RNA
molekule, proteine, druge makromolekule i
organele (201). Plod prolazi kroz fazu
morule, formira blastocistu koja ulazi u
maternicu i implantira se u njezin endometrij

6-7 dana nakon oplodnje.

Identificirani su brojni geni Koji

sudjeluju  u  fertilizaciji i  ranom
embrionalnom razvoju. Ukoliko su prisutne
njihove patoloske varijante, oplodnja ¢e biti
neuspjesna ili ¢e ubrzo nakon nje nastupiti
rani embrionalni arest, u razdoblju prije
nego li je mogucée potvrditi trudnocu. Uz
normalnu ovarijsku rezervu, normalne
vrijednosti hormona i regularne cikluse,
takvi slu€ajevi dijagnosticiraju se kao

primarna idiopatska neplodnost. Procjenjuje



se da je 70% embrija dobivenih IVF-om
vijabilno, dok ostalih 30% odumire u fazi
brazdanja tijekom prvih nekoliko dana
(202).

Zona pelucida okruzuje oocitu od
stadija primarnog folikula nadalje, kroz
ovulaciju i1 oplodnju, te nakon nje,

sprjecavajuci tako preranu implantaciju

blastociste (199). Njezin glikoproteinski
matriks sintetizira sama oocita tijekom svoje
maturacije unutar folikula. Zbog toga su
poremecaju koji nastaju kao posljedica
mutacija kodiraju¢ih gena klasificirani kao
defekti maturacije oocite (engl. oocyte
maturation defects, OOMD). Tablica 6

prikazuje gene povezane s OOMD.

Tablica 6. Geni povezanis OOMD  (prema: OMIM)

Gen Lokus Nasljedivanje | Fenotip Komentar
ZP1 11912.2 AR OOMD1 Potpuni izostanak zone pelucide
Zhou i sur. | 2 nemogucnost oplodnje
(203)
TUBB8 | 10p15.3 AD, AR OOMD2 Gen kodira za B-tubulin (s a-
Feng i sur. | tubulinom tvori heterodimer koji
(204) polimerizira u mikrotubule)
—> defekt diobenog vretena i arest
MI oocite
*gen je eksprimiran iskljucivo u
oociti i embriju  (mutacija
nasljedena od oca nema ucinka na
fenotip)
ZP3 7911.23 AD OOMD3 Potpuni izostanak zone pelucide i
Zhou i sur. | degeneracija oocite
(203) -> sindrom praznog folikula
* gen je eksprimiran iskljucivo u
oociti i embriju  (mutacija
nasljedena od oca nema ucinka na
fenotip)
PATL2 | 15¢21.1 AR OOMD4 Kodira za protein koji veZe RNA i
djeluje kao represor translacije,
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Maddirevula | ekspresija  visoka u stadiju
isur. (205) |germinalnog vezikula (GV),

metafaze | i u prvom polarnom
tijelu. Varijabilnost fenotipa: arest
u stadiju GV ili u metafazi I, u
nekih pacijentica zavrsava se prva
mejoticka dioba, a u nekih razvoj
napreduje i nakon oplodnje, ali
nikada dalje od ranog
embrionalnog stadija

WEE?2 7934 AR OOMD5 Kodira za tirozin kinazu koja
Sang i sur. | inaktivira CDK1 i kontrolira
(206) stani¢ni ciklus - arest oocite u

metafazi Il

- nemogucénost oplodnje

ZP2 16p12.3- | AR OOMDG6 Abnormalno tanka zona pelucida i
pl2-2 Zhou i sur. | nepravilno  vezanje  spermija,
(203) priSiren perivitelini prostor -
uspjesna trudno¢a potencijalno
moguca uz ICSI, ali ¢eS¢e zavrSava
arestom u preimplantacijskom
razdoblju
PANX1 | 11921 AD OOMD7 Kodira za pannexin 1, glikoprotein
Sang i sur. | koji formira membranske kanale
(207) -> Uz mutacije smrt oocite nastupa

prije ili nakon oplodnje, unutar 20-
30 sati

Rani embrionalni arest povezan je i s
dodatnim mutacijama. TLE6 kodira za ¢lana
subkortikalnog membranskog kompleksa
(engl. subcortical membrane complex,

SCMC) koji je vazan za progresiju zigote
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iznad jednostani¢nog stadija. SCMC sastoji
se od Flooped (OOEP), Mater (NRLP5),
TLEG i Filia (KHDC3L) (208). Nedostatak
Flooped i/ili Mater (209), kao i mutacije
gena TLE6 (210), ne prijece oplodnju jajne



stanice, ali su povezane s defekthom

formacijom zigote 1 nemoguénoséu

napredovanja iznad faze brazdanja.
Mutacije gena KHDC3L, u homozigotnih
nositeljica, povezane su s rekurentnom
hidatiformnom molom (isto vrijedi 1 za
mutacije NLRP7, TOP6BL/C110RF80,
MEI1) (211,212). PADI6 kodira za enzim
peptidilarginin deaminazu, koji sudjeluje u
posttranslacijskim modifikacijama proteina,
a njegova je ekspresija mnogo viSa u
oocitama nego u spermijima i somatskim
stanicama. U homozigotnih 1 slozenih
heterozigotnih  majki  nositeljica ovih
mutacija identificirana je, na razini zigote,

redukcija fosforilacije RNA polimeraze 11 i

ekspresije gena uklju¢enih u citokinezu,
transkripciju i RNA obradu, sto upucuje na
poremecenu aktivaciju genoma zigote (213).
Ove mutacije takoder ne prijece oplodnju,
ali ve¢ina embrija odumire unutar prvih
nekoliko dana, prije stadija blastociste.
Ponekad trudnoca napreduje i do stadija
implantacije, ali i u tim slucajevima prekid
trudnoce nastupa prije nego li ju je moguce
klini¢ki dijagnosticirati. Geni koji kodiraju
za razli¢ite majCine citoplazmatske faktore
eksprimiraju se isklju¢ivo u oocitama 1 zbog
toga su njihove mutacije povezane
iskljucivo sa zenskim faktorom neplodnosti.
(prema: OMIM) Tablica 7 prikazuje neke od

tih gena.

Tablica 7. Geni povezani s preimplantacijskom smrti embrija (engl. preimplantation embryonic

lethality, PREMBL) (prema:OMIM)

Gen Lokus Nasljedivanje | Fenotip

TLE6 19p13.3 AR PREMBL1
Alazami i sur. (210)

PADI6 1p36.13 AR PREMBL?2
Xuisur. (213)

2.6. Geneticki uzroci smanjene fetalne

vijabilnosti

Cak 60% oplodenih jajnih stanica
zavrSava spontanim pobacajem ploda
tijekom prvih 12 tjedana razvoja (214).
Daleko najve¢i udio pobacaja (50-60%)
nastaje kao posljedica fetalne aneuploidije, a

medu ostalim uzrocima su nebalansirane

translokacije kromosoma, anomalije

uterusa, placentarna insuficijencija,
trombofili¢éni ~ (poput  antifosfolipidnog
sindroma), imunoloski ili  endokrini

poremecaji i brojni drugi. Zanimljivo je da
su 1 varijante odredenih gena povezane sa
smanjenjem fetalne vijabilnosti (215),

odnosno s povecanim rizikim rekurentnog
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gubitka trudnoée u Zena nostiteljica tih

mutacija (tablica 8). Gubitak trudnoce je

pojam koji se odnosi na smrt ploda prije

nego li on postane sposoban za zivot i

ukljucuje spontani pobacaj (smrt fetusa koja

nastupa prije 20., odnosno 22. tjedna
gestacije) 1 mrtvorodenje (ukoliko smrt

nastupi nakon 22. tjedna).

Tablica 8. Geni povezani s povecanim rizikom ponavljanih gubitaka trudnoce (engl. recurrent

pregnancy loss, RPRGL) (izvor: OMIM)

Gen

Lokus

Nasljedivanje

Fenotip

Komentar

F5

1924.2

AD

RPRGL1

Kodira za koagulacijski faktor V
Leiden

Martinelli i sur. (216) zakljuéili su da
mutacije faktora V i protrombina nose
priblizno 3X veéi rizik od kasnog

gubitka ploda

F2

11p11.1

AD

RPRGL2

Kodira za koagulacijski faktor I1
Pihusch i sur. (217) su povezali
20210G-A mutaciju s  C¢eS¢im
gubitkom  trudnoée u  prvom

tromjesecju

ANXAS5

4927

AD

RPRGL3

Kodira za aneksin 5 (formira o naponu
ovisne Ca®* kanale i veZe se za F-aktin
i gama-aktin u aktiviranim
trombocitima)

Bogdanova i sur. (218)

SYCP3

12423

AD

RPRGL4

Kodira za protein 3 sinaptonemalnog
kompleksa, u muskaraca ova mutacija
uzrokuje defekt spermatogeneze

Bolor i sur. (130)

Pretpostavljena povezanost, ali nedostatni dokazi

NOS3

7936.1

Kodira za endotelnu NO sintetazu
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Tempfer i sur. (219) detektirali su vecu frekvenciju

NOS3 polimorfizma u zena s idiopatskim rekurentnim

Kodira za janus kinazu 2
Mercier i sur. (220) pronasli su povezanost JAK2
V617F mutacije i rizika od embrionalne ili fetalne

Pffeifer i sur. (221) povezali su polimorfizme s

pobacajima
JAK2 9p24.1

smrti
HLA-G | 6p22.1

RPRGL
HLA-
DRB1 | 6p22.32
HLA-
DQBl1 | 6p21.32

Nielsen i sur. (222) predlozili su povezanost
nepravilne imunoloske reakcije majke na HY
antigene specificne za muski spol, tijekom prve
trudnoc¢e u kojoj se nosi muski plod, i sekundarnih

rekurentnih pobacaja

Zivot ploda ovisi o pravilnoj funkciji
posteljice,

hormonske aktivnosti,

organa

koji proizvodi i

toleranciju imunoloski stranog fetalnog

visoke tkiva tijekom trudnoce. Mclntre i sur. (225)

pretpostavili su da bi njihov manjak mogao

brojne proteine, enzime, citokine i druge rezultirati  defektnom implantacijom i

molekule (223). Neadekvatna placentarna
sinteza tvari obiljezje je placentarne
inusficijencije i ima negativne implikacije
za trudnocu. Tako razine beta-1-
glikoproteina specificnog za trudnoc¢u, kojeg
sintetiziraju  stanice  sinciciotrofoblasta,
pokazuju korelaciju s funkcijom placente i
dobrostanjem fetusa, tako da se niske razine
povezuju s neZeljenim ishodima trudnoce
(224). Nadalje, trofoblast sintetizira i
aloantigene TLXA (engl. trophoblast-
lymphocyte cross-reactive alloantigens) koji
su odgovorni za prepoznavanje blastociste

od strane maj¢inih tkiva 1 omogucuju

spontanim pobacajem.

Geni  AAGALT kodira enzim
odgovoran za sintezu Gb3, a B3GALT3
enzim odgovoran za sintezu Gb4 antigena.
Ti antigeni na povrSini eritrocita odredunju
njihovu pripadnost krvnoj grupi P1Pk
sustava. Cini se kako bi njihov nedostatak
mogao biti povezan s teskim oblicima
transfuzijskih  reakcija i rekurentnim

pobacajima (226).
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2.7. Poligenski uzroci neplodnosti

Sindrom
(PCOS)
neplodnosti kojemu se pripisuje ¢ak 40%

policisticnih  jajnika

najces¢i  je uzrok  zenske
sluc¢ajeva, a vrlo je Cest i u op¢oj populaciji
zena generativne dobi gdje zahvaca njih 5-
10% (1). Neplodnost je posljedica nize stope

fertilizacije 1 viSe stope gubitka trudnoce

(30-50%). PCOS je fenotipski heterogena
skupina poremecéaja Cija je etiologija
multifaktorijalne prirode. Nije identificiran
gen Cija bi mutacija u homozigotnoj ili
heterozigotnoj varijanti uzrokovala nastanak
PCOS-a, medutim, identificirani su geni za
koje se smatra da njihove varijacije mogu
nositi povetan rizik za razvoj ovog

poremecaja (tablica 8) (227).

Tablica 8. Geni ¢iji su polimorfizmi povezani s etiopatogenezom PCOS-a (prema:Khan i sur.

(227))

Gen Lokus Funkcija Referenca

CYP11A 15924.1 Ukljucen u | Diamanti-Kandarakis i sur. (228)
steroidogenezu

CYP17 10924.32 Ukljucen u | Carey isur. (229)
steroidogenezu

CYP19 15g21.2 Ukljucen u | Itoisur. (230)
steroidogenezu

AR Xql2 Modulira uéinak spolnih | Hickey i sur. (231) pronasli su da
hormona je epigeneticko utiSavanje X

kromosoma povezano s rizikom
od PCOS-a

SHBG 17p13.1 Modulira uéinak spolnih | Wickham i sur. (232)
hormona

INS 11p15.5 Ukljuéen u sekreciju i | Waterworth i sur. (233)
bioloski uc¢inak inzulina

INSR 19p13.2 Ukljuéen u sekreciju i | Urbanek isur. (234)
bioloski uc¢inak inzulina

IRS1 2036.3 Ukljuéen u sekreciju i | Thangavelu isur. (235)
bioloski uc¢inak inzulina

CAPN10 2037.3 Ukljuéen u sekreciju i | Saez isur. (236)
bioloski uc¢inak inzulina
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LHB 19913.33 Gonadotropin Batista i sur. (237)
FSHR 2pl16.3 Gonadotropinski receptor, | Wu i sur. (238)
modulacija djelovanja
FSH
AMH 19p13.3 Produkt granuloza stanica | Gorsic i sur. (239)
FTO 16912.2 Kodira za alfa- | Rizwan i sur. (240)
ketoglutarat ovisnu
diokcigenazu,
PCOS1 19p13.2 Regija na kromosomu 19 | Urbanek i sur. (234)
povezana s rizikom od
PCOS
SRD5A1 5p15.31 Kodira za steroid Goodarzi i sur. (241) povezali
Sa-reduktazu 1 SRD5A1 s rizikom od
hirzutizma, a SRD5A2 s
protekcijom od hirzutizma
NCOR1 17p12-p11 |[engl. nuclear receptor | Qu i sur. (242) pronasli su 5
corepressor 1 hipometiliranin  CpG  unutar
PPARG1 3p25.2 engl. peroxisome | promotora NCOR1 i 2
proliferator-activated hipermetilirana CpG  unutar
receptor-gamma, promotora PPARG1
ukljuCen u diferencijaciju
adipocita
Jo§ jedan Cesti ginekoloski problem, pripisati genetskim faktorima, odnosno
s jednakom prevalencijom od 0.8-6% u nasljedu, iznosi 51% (244). Na temelju
op¢oj populaciji, je endometrioza. Ova rezultata cjelogenomskih analiza

prevalencija raste i na 20-50% unutar
skupine zena sa smanjenom plodnosti (243).
I u ovom slucaju je rije¢ o klinicki
heterogenom poremecaju multifaktorijalne
etiologije. Na temelju blizanackih studija

zakljuceno je da udio slucajeva koji se mogu

povezanosti (engl. genome-wide association
GWAS)

genoma koje pokazuju povezanost s rizikom

study, identificirane su regije

za razvoj endometrioze (tablica 9) (7).
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Tablica 9. Geni ¢iji su polimorfizmi povezani s rizikom za razvoj endometrioze (prema: Fung

i sur. (7))
Gen Lokus Funkcija Referenca
WNT4 1p36.12 | Kodira za  glikoprotein  bogat | Mafra i sur. (245)
cisteinom koji sudjeluje u stani¢nom
signaliziranju, sudjeluje u indukciji
razvoja zenskog spola 1 supresiji
razvoja muskog spola
GREB1 2p25.1 Gen  osjetljiv. na  stimulaciju | Matalliotaki i sur.
estrogenom, pretpostavlja se da igra | (246)
vaznu ulogu u hormonski osjetljivim
tkivima
FN1 2035 Kodira za fibronektin 1, sudjeluje u | Matalliotaki i sur.
adheziji i migraciji stanica (246)
ID4 6p22.3 engl. inhibitor of DNA binding 4 Fung i sur. (7)
Intergenski SNP na SNP rs12700667 nalazi se uzvodno od | Viana i sur. (247)
kromosomu 7 HOXA genskog klastera
CDKN2BAS 9p21.3 Nekodirajuca antisense RNA, njezini | Pagliardini i sur.
SNP povezani su s ocekivanim | (248)
trajanjem zdravog Zivota (eng. healthy
life expectancy)
VEZT 12922 Kodira za vezatin, veznu komponentu | Holdsworth-
kadherin-kateninskog kompleksa Carson i sur.
(249)
IL1A 2014.1 Kodira za interleukin 1A, medijator | Badie i sur. (250)

upale i imunosti kojeg secerniraju
brojne stanice (makrofazi, fibroblasti,

limfociti i drugi)
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3. Epigenom i epigenetika

Epigenetika je podruéje biologije
koje proucava molekularne modifikacije
genske ekspresije, nestale bez promjene
unutar DNA sekvence. Epigenom, analogno
genomu, odnosi se na skup svih
epigenetickih  promjena unutar jednog
organizma. Medutim, dok je genom,
definiran stapanjem haploidnih setova
kromosoma muSke 1 Zenske gamete pri
oplodnji, stabilan i jednak u svim stanicama
jednog organizma, epigeneticke promijene
tog genoma su reverzibilne 1 specifi¢ne za
stanicu, tkivo ili pak odredenu fazu razvoja
organizma. lako su sve stanice eukariotskog
organizma svojom strukturom i osnovnim
stani¢énim procesima koji se unutar njih
zbivaju izuzetno sli¢ne, ipak unutar jednog
organizma razlikujemo vise od 200 razli¢itih
vrsta stanica koje se medusobno razlikuju
izgledom i funkcijom. Upravo su
epigeneti¢ke promjene kromatina jedan od
mehanizama regulacije genske ekspresije
unutar stanice. Drugim rije¢ima, one

omogucuju promjenu fenotipa bez promjene

genotipa (14).

3.1. Epigeneticki mehanizmi

Osnovni epigeneticki mehanizmi su
DNA metilacija, modifikacije histona,
RNA-posredovana regulacija i

reorganizacija nukleosoma (14,251).

DNA metilacija je kovalentna
modifikacija DNA molekule koja ne utjece
na njezin nukleotidni slijed. Metilna
skupina, -CH3, dodaje se citozinskoj bazi na
njezinom petom C atomu, formirajuéi 5-
metilcitozin. Reakcija se odvija na citozinu
koji je je fosfatnom skupinom povezan s
gvaninom nizvodno, odnosno na CpG
dinukleotidnoj sekvenci. Metilacija CpG
sekvence mijenja aktivnost gena u ¢ijem se
sastavu  nalazi, smanjujuéi  njegovu
ekspresiju i inaktivirajuéi ga (251,252).
visestrukim

Inaktivacija  se  postize

mehanizmima. Prvo, nemoguénoscu
vezanja specifiénih aktivatora transkripcije
za metiliranu regiju. Dodatno, metilirane
CpG sekvence omogucuju vezanje proteina
koji poti¢u inaktivaciju gena, kao Sto je
MeCP2, koji veze i histonsku deacetilazu,
HDAC, te MBD1 (engl. methyl-CpG-

binding protein 1) koji stvara kompleks s

histonskom  metiltransferazom,  HMT
(251,253). Posljednja dva mehanizma
predstavljaju  spojnicu  izmedu DNA

metilacije i histonske modifikacije koja
dovodi do stvaranja heterokromatina i
utiSavanja genske transkripcije. Reakciju
DNA  metilacije  kataliziraju =~ DNA
enzimi  Koji

metiltransferaze, prenose

metilnu  skupinu s molekule  S-
adenozilmetionina na CpG citozin. DNMT1
zaduZena je za odrZavanje obrasca
metilacije tijekom DNA replikacije tako Sto

se veze za hemimetiliranu DNA molekulu i
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prepisuje metilacijski obrazac s roditeljskog
lanca. DNMT3A i DNMT3B zaduZzene su za
de novo metilaciju DNA pa je njihova
aktivnost najizrazenija tijekom ranog
embrionalnog razvoja (252). DNMT3L je
kataliticki neaktivni kofaktor, koji vezanjem
za ostale DNMT3 enzime poveéava njihovu
aktivnost ¢ak 15 puta (254). Budu¢i da su
epigeneticke promjene reverzibilne, postoji
1 moguénost demetilacije. Ona moZe biti
pasivha ako izostane aktivnost DNMT1
tijekom replikacije te dode do gubitka
metilacijskog obrasca na
novosintetiziranom lancu uz daljnje
smanjenje stupnja metilacije sa svakom
Dakle, pasivna

idu¢om replikacijom.

demetilacija ovisna je o replikaciji.
Dodatno, demetilacija moZze biti i aktivna,
odnosno posredovana porodicom enzima
ten-eleven translocation (TET), $to je od
izuzetne vaznosti u procesu epigenetickog
programiranja tijekom rane faze razvoja

embrija (255,256).

U jezgri je molekula DNA usko
povezana s histonima — po dvije molekule
H2A, H2B, H3 i H4 tvore oktamersku srz
oko koje se DNA navija dva puta
formirajuci nukleosom, osnovnu
funkcionalnu jedinicu kromatina. Kromatin
moZe biti vise ili manje kondenziran, Sto pak
oteZzava ili olakSava pristup na DNA
molekulu i tako mijenja razinu genske

transkripcije (257). N-terminalni krajevi
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histonskih polipeptidnih lanaca sadrze
pozitivno nabijene aminokiseline, koje su
usmjerene od srzi nukleosoma u obliku
‘histonskih repova' (engl. histone tails). Na
histonskim repovima  odvijaju  se
posttranslacijske modifikacije kovalentnim
vezanjem razli¢itih skupina u reakcijama
metilacije, acetilacije, fosforilacije,
sumoilacije, ubikvitilacije i brojnih drugih.
Spomenute skupine mijenjaju elektrostatski
naboj histonskih repova te tako utjecu na
interakciju DNA molekule i histona, $to se
odrazava na strukturu cijele molekule
kromatina uvjetuju¢i stupanj njegove
kondenziranosti (258). Jedan od
mehanizama takvog remodeliranja
kromatina jest histonska acetilacija, reakcija
dodavanja acetilne skupine, -CH3CO, na
aminokiselinu lizin ¢ime se neutralizira
njezin pozitivni naboj (258,259). Time se
interakcija histona i DNA molekule opusta,
dopustajuci pristup transkripcijskih faktora
te pogoduju¢i genskoj transkripciji. Ova
reakcija  katalizirana  je  histonskim
acetiltransferazama. Suprotno se dogada
djelovanjem histonskih  deacetilaza -
uklanjanjem acetilnih skupina s lizinskih
ostataka, histonski repovi postaju pozitivno
nabijeni i ulaze u tijesnu elektrostatsku
interakciju s negativno nabijenom DNA,
prijee¢i pristup transkripcijskih faktora i
smanjuju¢i gensku aktivnost. Upravo je
visok  stupanj

acetilacije  povezan s

transkripcijski aktivnim eukromatinom, dok



je visoko kondenziran i transkripcijski
neaktivan heterokromatin slabo acetiliran. |
druge histonske modifikacije uzrokuju

remodeliranje kromatina (251,258).

Dodatni epigeneticki mehanizam je
RNA interferencija koja se temelji na
funkciji nekodiraju¢ih RNA, gdje se
ubrajaju INcCRNA, miRNA, siRNA i piRNA
molekule (260). Ove molekule mogu
regulirati gensku ekspresiju utjecu¢i na
transkripciju (remodulacijom kromatina),
kako djeluju IncRNA, siRNA i piRNA; ili
im ucinak moze biti posttranskripcijski
(prepoznavanjem ciljane mRNA molekule i
njezinom degradacijom ili blokadom
translacije), kako djeluju miRNA i siRNA
(260,261). miRNA su 21-25 nukleotida
dugacke jednolancane nukleinske kiseline
sa izuzetno vaznom ulogom u regulaciji
gametogeneze i embriogeneze (262). Prvi
korak u njezinoj sintezi je dvosmjerna
transkripcija s DNA, pri ¢emu nastaje
primarna miRNA, pri-miRNA, koja se slaze
u obliku ukosnice. Nju preraduje enzimi
Drosha i Pasha u prekursorsku miRNA, pre-
mMIiRNA, koja izlazi iz jezgre u citoplazmu
gdje se dodatno procesuira djelovanjem
RNaza Il enzima, Dicer. Time nastaje
dvolancana miRNA koja se povezuje s
proteinom Argonaut u miRISC (engl.
miRNA-induced silencing complex) unutar

kojeg se formira jednolancana miRNA

spremna za
komplementarne mRNA (14,262).

prepoznavanje sebi

Svaki od opisanih mehanizama
promijenit ¢e ekspresiju gena cuvajuci
njegovu strukturu. Valja istaknuti kako
dinamic¢nost tih procesa nije uvjetovana
isklju¢ivo intrinzi¢nim faktorima same
stanice, ve¢ znatan doprinos daje upravo
mikrookoli§ u kojem se svaka pojedina
stanica nalazi, a na koji utjeu i vanjski

faktori okolisa.

3.2.  Epigeneticka  zbivanja  tijekom
gametogeneze
3.2.1. Epigeneticka zbivanja tijekom

spermatogeneze

Proces formiranja zrelih haploidnih
muskih gameta tijesno je reguliran na
svakom svom koraku genetskim i
epigenetskim mehanizmima, sve sa ciljem
ostvarivanja uspjeSne oplodnje. Proces
spermatogeneze kontinuirano se pocinje
odvijati s  pubertetom, odnosno s
uspostavljanjem osi hipotalamus-hipofiza-
testis (263). Medutim, formiranju inicijalne
stanice spermatogeneze, spermatogonije,
prethode brojni dogadaji koji zapocinju vec
u najranijem intrauterinom zivotu i

nastavljaju  se  postnatalno  tijekom

djetinjstva pa sve do puberteta (256).
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PGC su tijekom  migracije

podvrgnute  drasticnim  epigenetickim
promjenama, koje u ovoj fazi razvoja ne
zahvacaju niti jednu drugu populaciju
stanica. Naime, neposredno nakon oplodnje,
tijekom prvih dioba zigote, nastupa globalna
demetilacija DNA s drasti¢nim promjenama
(264). Ovo

dovodi do

kromatina epigenetsko

reprogramiranje aktivacije
faktora pluripotencije (geni OCT-4, Nanog,
Sox) u embrionalnim zametnim stanicama i
kljuéno je za konacni razvoj razlicitih vrsta
stanica i tkiva iz samo dvije visoko
diferencirane stanice, spermija i jajne
stanice (265). DNA metilacija i protekcija
CpG otoka uspostavljaju se tijekom
implantacije, tako da stanice
postimplantacijskog embrija dobivaju svoj
epigenomski obrazac koji je vecinski
stabilan tijekom cijelog zivota (266).
Drugacija sudbina c¢eka buduce spolne

Naime, PGC

migracije u postimplantacijskom embriju

stanice. tijekom svoje
podlijezu dodatnom valu demetilacije,
odnosno resetiranju svog epigenoma (267).
Time stupanj metilacije u PGC opada sa
70% na otprilike 4%, dolazi do brisanja
somatskog  epigenetskog programa i
aktivacije gena specifiénih za PGC (268).
Demetilacija DNA se u PGC odvija aktivno
i pasivno. Epigenetickom aktivacijom
transkripcijskih faktora PRDM1 i PRDM14
inhibirano je djelovanje DNMT1, koja je
zaduZena za odrZavanje metilacije, ali i
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DNMT3a i DNMT3b, koje su zaduzene za
de novo metilaciju, Sto skupno dovodi do
metiloma

Aktivna

gubitka
(269,270).

posredovana TET enzimima izrazena je u

tijekom  replikacija

demetilacija
podrucjima lokusa zahvacenih
imprintingom kao $to je H19 (271). Uz ovu,
TET enzimi imaju 1 dodatnu funkciju zastite
genoma od nepravilne remetilacije tijekom
daljnjin  faza  diferencijacije = PGC.
Demetilacija genoma PGC zavrSena je
nedugo nakon njihove migracije u buduce

gonade (272).

Medutim, demetilacija genoma nije
jedina epigeneticka promjena koja zahvaca
PGC. Uz nju dolazi i do opsezne modulacije
kromatina  zbog  promjene  obrasca
histonskih posttranslacijskih modifikacija.

Naime, zabiljezen je gubitak H3K9me2,

povezan s gubitkom transkripcijske
represije, ali i porast H3K27me3 i
H3K9me3, modifikacija vezanih uz
transkripcijski inaktivni  heterokromatin

(273). Vrijedno je spomenuti da di- |
H3K9, iako jesu

heterokromatina, nisu u ¢vrstoj korelaciji s

trimetilacija biljezi
transkripcijskom represijom, tako da je te
modifikacije moguée pronaéi 1 unutar
promotora transkripcijski vrlo aktivnih
gena.  Suprotno tome, modifikacija
H3K27me3 unutar promotora u ¢vrstoj je

korelaciji s genskom inaktivnosti (274).

Navedene PTM Kkataliziraju posebni enzimi,



SETDB1, PRMTS5 i H3K9 metiltransferaze
Cija je ekspresija visoka sve do ponovnog
metiloma

uspostavljanja stanicnog

(273,275). Njihova aktivnost inducira

kromatinske  modifikacije  koje  Stite
stabilnost i integritet genoma u odsutnosti

DNA metilacije.

Dolaskom u gonadalni greben
tijekom 5. tjedna razvoja, PGC gube svoju
sposobnost migracije i dalje se diferenciraju
u smjeru prospermatogonija ili oogonija,
ovisno o signalima koje primaju iz
mikrookolisa u kojem se nalaze (24).
Diferencijacijom prema
prospermatogonijama, ove Se stanice
mitoticki dijele 1 ponovno pokazuju
aktivnost DNMT enzima $§to u misjim
gonocitima  korelira sa  smanjenjem
ekspresije gena pluripotencije. U de novo
metilaciji u oba spola se aktivnost
DNMT3A pokazala esencijalnom, dok
DNMT3B pokazuje odredenu
redundantnost funkcije (276). U fetalnim
testisima ljudi, najveca aktivnost DNMT3A
i DNMT1 zabiljezena je tijekom 22. tjedna
razvoja, iako se odrzava visokom od 21. do
23. tjedna (277). Na temelju toga se
pretpostavlja da je to vrijeme kada se DNA
prospermatogonija remetilira. Djelovanjem
tih enzima se obnavlja metilom specifi¢an za
spermije  uz ponovno  uspostavljanje
o¢inskog metilacijskog obrasca unutar tri

diferencijalno  metilirane regije, DMR.

Buduéi da se metilom spermija ne razlikuje
znac¢ajno od metiloma spermatogonijske
stanice, zakljucuje se da se metilacijski
obrazac muske zametne linije uspostavlja
prije pocetka spermatogeneze i u ljudi on
zahvaca do 90% CpG dinukleotida. Uz
remetilaciju DNA, uz neke promotore
odvija se i metilacija histona H3K4, koja je
¢vrsto povezana s aktivacijom gena, i
H3K27, koja je povezana s genskom
(278).

obrazac karakteristiCan je za primordijalne

represijom Ovakav  bivalentni
zametne stanice, kojima u ovaj fazi
prospermatogonije 1 nalikuju, iako vaZnost
ovog otkrica nije u potpunosti jasna.
Pretpostavlja se da bi ovakav obrazac PTM
mogao oznacavati prijelaz unipotentne
stanice u pluripotentnu, u pripremi za
oplodnju.  Nadalje, u diferenciranim
prospermatogonijama prisutna je redukcija
metilacije H3K9, Sto upucuje na opustanje
kromatina i1 pojacanu gensku transkripciju.
H3K9me3 je biljeg heterokromatina, on
veze heterokromatinski protein 1 (HP1) koji
je odgovoran za formaciju 1 odrzavanje
heterokromatina i transkripcijske represije.
Naime, modifikacije metiloma dijelom su
ovisne o postoje¢cim PTM-a histona unutar
kromatina. Tako DNMT3A svojom ADD
domenom prepoznaje 1 veze iskljucivo
nemetilirani  H3K4, mijenja  svoju
konformaciju 1 postaje kataliticki aktivna,
dok prisutnost H3K4me3 koci aktivnost tog

enzima (279).
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Uz specifi¢ne histonske
modifikacije, u spermatogenim stanicama
prisutne su varijacije H2 histona, specifi¢ne
za testis (TH2A, TH2B), koje su odgovorne
za pravilnu regulaciju kohezije tijekom
mejoticke diobe (256). Dakle, epigenetske
modifikacije genoma u ovoj fazi razvoja
muskih gameta odgovorne su za pripremu
prospermatogonija na pravilnu mejoticku
Diferencirane

diobu u  buduénosti.

prospermatogonije S obnovljenim
metilomom, ulaze u GO/G1 fazu i1 mitoticki
arest u prenatalnom razdoblju 1 odrzavaju se
u njemu sve do puberteta (280). lako je
epigenom tijekom djetinjstva vecinski
stabilan, ipak je podloZzan modifikacijama,
koje iako minimalne, mogu utjecati na
funkcionalnost

gameta i na njihovu

sposobnost za oplodnu (281).

S pubertetom i uspostavljanjem osi
hipotalamus-hipofiza-testis,
prospermatogonije izlaze iz mitotickog
aresta, dijele se i dobivaju poticaj za
diferencijaciju u spermatogonije tipa A i B,
1 konacno primarne spermatocite koje ulaze
u profazu I. mejoticke diobe (263). Tijekom
mejoze, od primarnih spermatocita do
haploidnih ~ spermatida,  odvijaju  se
karakteristicne epigenetske promjene. Iako
nema promjena u staniénom metilomu,
prisutne su opsezne remodulacije kromatina.
Naime, zatvaraju se, odnosno postaju
lokusi

transkripcijski nepristupacni
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specifi¢ni za mitozu, dok se lokusi specifi¢ni
za mejozu otvaraju. Pojavljuju se i dodatne
varijante histona specificne za testise, H1t i
H3t, koje su vezane uz relaksaciju
kromatinske strukture i pravilnu mejoticku
transkripciju s reguliranom rekombinacijom
(282,283).

Mejozom nastale haploidne
spermatide nisu funkcionalne muske gamete
sve dok ne produ kroz proces
spermiogeneze. Spermijacijom otpustene
pojedinacne

spermatide sazrijevaju

prolaskom kroz reproduktivni  sustav
muskarca. U ovoj fazi stanice su ponovno
dramati¢nim

podvrgnute epigenetskim

modifikacijama. Najvaznija, i za
funkcionalnost spermija neizostavna, jest
zamjena histonskih proteina protaminima.
Rije¢ je o visoko bazicnim proteinima,
protaminu 1 i 2, koji neutraliziraju negativan
naboj DNA molekule i omogucuju izuzetno
¢vrstu kompakceiju genoma spermija (284).
Organizacijom kromatina u strukturu koja je
¢ak 6-20 puta kompaktnija u usporedbi s
onom unutar somatskih stanica, genom
spermija postaje inertan. Transkripcijska
aktivnost o¢uvana je unutar 10-15% genoma
koji zadrzava svoju vezanost uz histonske
oktamere (285). Histonsko-protaminska
tranzicija ukljucuje tri koraka. Prvi korak je
hiperacetilacija kromatina sa stvaranjem
otvorene kromatinske strukture. Slijedi

zamjena histona tranzicijskim proteinima,



TP1 i TP2, koji se u posljednjem koraku
zamijenjuju protaminima, PRM1 i PRM2.
Nakon oplodnje protamini se zamijenjuju
histonima jajne stanice, ¢ime se omogucuje
dekondenzacija kromatina i formiranje

oc¢evog pronukleusa (286).

Napredovanjem kroz faze
spermatogeneze mijenja se ekspresija
pojedinin  gena, ali i  ekspresija

nekodiraju¢ih RNA, poput miRNA. One
sudjeluju u regulaciji genske ekspresije i
ulaze u interakciju s drugi regulatornim
epigenetskim mehanizmima. Tako
prisutnost miR-29a i miR-29b ometa
aktivnost DNMT3A i DNMT3B i koc¢i de
(287), dok miR-469

degradira mMRNA koja kodira za tranzicijske

novo metilaciju

proteine i ometa histonsko-protaminsku
tranziciju (288). Ove molekule prenose se u
zigotu sa oplodnjom 1 igraju vaznu ulogu u
procesima ranog razvoja. Primjerice, miR-
34c, ujedno i najobilnija  MRNA u
spermijima, odgovorna je za Smanjenje
ekspresije Bcl-2 gena u zigoti miSa, ¢ime

omogucuje prvu diobu zigote (289).

3.2.2. Epigeneticka zbivanja tijekom

oogeneze

Za kvalitetu buducega embrija,
njegov potencijal za Zivot 1 zdravlje,
neobi¢no je vazna kvaliteta jajne stanice

koja ¢e biti oplodena. Ta kvaliteta definirana

je, kako genetskim sadrzajem jajne Stanice,
tako i sumacijom utjecaja svih egzogenih
¢imbenika koji su na nju djelovali cijelog
njezinog zivota, a koja se ogleda upravo u
njezinom epigenomu. Zbog ¢injenice da je
oplodena jajna stanica ujedno i ona stanica
koja je bila prisutna u fetalnom jajniku
tijekom razvoja, pa stoga i izlozena
djelovanju razli¢itih ¢imbenika za vrijeme
fetalnog Zzivota, najprije ¢e kratko biti
govora o radanju primarnih oocita ¢ijom

mejotickom diobom nastaju jajne stanice.

Jajne stanice, analogno spermijima
kod muskaraca, nastaju iz primordijalnih
zametnih stanica, ¢iji je put od specifikacije
do migracije i diferencijacije, jednak u oba
spola. PGC se krajem 5. ili pocetkom 6.
tjedna embrionalnog razvoja smjeStaju u
prekursore gonada, gonadalne grebene, koji
se u ovoj fazi svoga razvoja nalaze u
indiferentnom, odnosno bipotencijalnom
stadiju (15). Vrlo skoro po smjesStanju u
gonadalne prekursore, a po nekim autorima
i prije ulaska u njih, PGC privele su kraju i
drugi val demetilacije, odnosno zavrsio se
proces epigenetskog reprogramiranja. PGC
diferenciraju se u oogonije koje se od 2. do
5. mjeseca intenzivno dijele mitozom, a svoj
maksimalni broj od 7 milijuna dostizu ve¢ u
20. tjednu razvoja (290). Stani¢ni klonovi
oogonija, nastali u periodu od 9. do 22.
tjedna, isprva su povezani citoplazmatskim

mosti¢ima koji se gube sa diferencijacijomu
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primarne oocite i njihovim ulaskom u prvu
mejoticku diobu, u periodu od 12. do 25.
tjedna razvoja. Primarne oocite napreduju
kroz leptoten, zigoten, pahiten i ulaze u
diktioten, u kojem se zaustavljaju sve do
puberteta. Zaustavljanju stani¢nog ciklusa u
fazi diktiotena podlozne su sve primarne
oocite u razdoblju od 16. do 29. tjedna
razvoja (291). U trenutku svoga aresta u
profazi 1, primarne oocite okruZene su
jednim slojem plocastih stanica unutar
primordijalnih  folikula i gotovo su u
potpunosti liSene metilacije na svojim DNA
molekulama. Dakle, dok muske spolne
stanice, prospermatogonije, prvo obnavljaju
svoj stanicni metilom 1 potom se
zaustavljaju u GO/G1 fazi ciklusa, oocite
ulaze u mejoticki arest prenatalno, a obnovu
metiloma zapoc€inju tek sa stanicnim rastom
u kasnijim fazama razvoja folikula (146).
Razli¢iti geni metilirani su u razli¢ito
vrijeme, kroz cijeli period razvoja folikula
od primarnog do antralnog stadija, tako da o
potpuno obnovljenom metilomu mozemo
govoriti  tek u fazi
folikula (292,293).

obnove metiloma u oociti ima specifi¢an

preovulatornog
Graafovog Proces
obrazac i dinamiku, a isto vrijedi i za
posttranslacijske modifikacije histona i

histonske varijante.

Jo§ prije uspostave metilacije u
oocitama, na lokusima koji su predodredeni

za metilaciju detektiraju se specificne
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histonske modifikacije u pripremi za samu
metilaciju DNA molekule (294). Dakle,
epigenetski mehanizmi ne djeluju neovisno
jedan od drugoga, ve¢ medusobno
komplementarno. Te histonske modifikacije
ukljucuju redukciju di- i trimetilacije lizina
na 4. poziciji histona H3, H3K4me2 i
H3K4me3, dviju histonskih modifikacija
koje su protektivne za metilaciju DNA, i
porast trimetilacije lizina na 36. poziciji
istog histona, H3K36me3, koja dopusta
DNA metilaciju (295,296). Naime, pokazalo
se da su mjesta djelovanja DNMT enzima na
DNA molekuli odredena upravo histonskim
modifikacijama toga dijela kromatina, koje
su pak
aktivnoS¢u (256). Ova ovisnost DNA

metilacije o transkripciji prvo je istrazena u

uvjetovane  transkripcijskom

misevima na primjeru Gnas gena i njegovih
dviju diferencijalno metiliranih  regija,
gDMR, a nesto detaljnije bit ¢e razjasnjena

nize.

Obnova stani¢nog metiloma oocite
ovisna je ponajprije o aktivnosti de novo
DNMT3 skupine enzima, dok aktivnost
DNMT1 za maturaciju i funkcionalnost
oocite u pogledu fertilizacije nije toliko
znaajna, zbog izostanka DNA replikacije
izmedu dviju mejotickih dioba. Usprkos
tome, normalna funkcija DNMT1 oocite
nezaobilazna je u cijelom kontekstu

plodnosti, jer osteCenje te funkcije vodi

letalitetu ploda in utero (297), sto ¢e biti



objasnjeno u poglavlju 3.3. Iako se u oociti
detektiraju  DNMT3A, DNMT3B i
DNMT3L, ipak se ¢ini da je aktivnost
DNMT3B neobavezna i da, za razliku od
obnove metiloma u spermijima, u oociti ona
lezi iskljucivo na aktivnosti DNMT3A i
kofaktora DNMT3L (298). Nadalje, i sam
kona¢ni obrazac metilacije u oocitama je
specifican. Za razliku od spermija, gdje je po
potpunoj obnovi metiloma 90% CpG
dinukleotida metilirano, ta razina u
oocitama iznosi svega 40% (299). Dodatno,
zastupljenost ~ metilnih  skupina  nije
jednolika kroz genom, kao $to je to slucaj u
spermijima i u somatskim stanicama, ve¢ se
opaza bimodalni obrazac metilacije s
velikim blokovima hipo- (metilirano <25%)
i hipermetilacije (metilirano >75%), dok je
samo manji dio CpG dinukleotida
djelomi¢no metiliran, uglavnom onih u
intergenskim podruc¢jima (300). Nadalje, u
oociti je prisutno iznenaduju¢e mnogo
metilnih skupina izvan CpG dinukleotida,
Sto se oznaCava kao CpH metilacija, a
vecinski  je  prisutna
dinukleotida (301).

naziva se i asimetri¢nom jer se ne preslikava

unutar  CpA

Ovakva metilacija

s roditeljskog lanca tijekom replikacije. Ona
je karakteristika i drugih stanica s visokom
aktivnosti de novo DNMT, kao $to su
embrionalne mati¢ne stanice. Buduc¢i da
DNMT3A i DNMT3L ne metiliraju
isklju¢ivo CpG dinukleotide, a primarna

oocita nalazi se u nereplikativhom stanju, s

vremenom i s maturacijom oocite dolazi do

akumulacije CpH metilacije.

Prethodno je ve¢ spomenuta
ovisnost DNA metilacije o transkripciji i 0
histonskim PTM. Naime, istrazivanja na
miSevima pokazuju de se DNMT3A i
DNMT3L eksprimiraju pocetkom rasta
primarne oocite kada njezin promjer
dosegne 50 um, S$to odgovara prijelazu
primarnog u sekundarni folikul, raste s
daljnjim rastom oocite 1 doseZe vrhunac
kada je promjer stanice >70um, Sto kod
miSeva odgovara oociti unutar
preovulatornog folikula (302). Zavrsetkom
sazrijevanja zavrSava se 1 uspostavljanje
stani¢énog metiloma te slijede pad ekspresije
de novo DNMT-a i kondenzacija kromatina
u pripremi za dovrSenje prve mejoticke
diobe. Nakon njezinog dovrsenja i1 ulaska u
metafazu II, sekundarna oocita zadrzava
stabilan metilom uz transkripcijsku represiju

sve do oplodnje.

lako je metilacija u vecini stanica
povezana s utiSanom transkripcijom, taj
odnos u oociti nije toliko nedvosmislen.
Naime, hipermetilirane domene genoma
aktivnom

oocite povezane Su S

transkripcijom, dok su hipometilirane
domene transkripcijski inaktivne (293,299).
Razina transkripcijske aktivnosti mnogo
bolje korelira s odredenim histonskim
modifikacijama, u prvome redu s

H3K36me3 koja je obilno zastupljena
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unutar hipermetiliranih domena genoma i
obiljezava transkripcijski aktivna tijela gena
(303,304). Cini se kako DNMT3A i
DNMT3L u oociti formiraju kompleks u
kojem DNMT3L sluzi kao kofaktor
kataliticke aktivnosti enzima DNMT3A
(303). Dakle, samo DNMT3A posjeduje
kataliticki aktivhu domenu koja vezanjem
uz ADD domenu istog proteina ostaje
onesposobljena za pristup na DNA
molekulu. Na taj na¢in DNMT3A zauzima
autoinhibitornu alostericku konformaciju.
Do promjene konformacije dolazi nakon
prepoznavanja nemetiliranog H3K4 putem
ADD domene, koju osim DNMT3A
posjeduje i DNMT3L (295). Vezanje samo
jedne od tih domena za spomenuti lizinski
ostatak dovoljno je za oslobadanje 1
aktivaciju kataliticke domene. DNMT3A
posjeduje dodathu domenu, PWWP, koja
prepoznaje H3K36me3 (305). Spomenuto je
kako je H3K36me3 uz tijela gena u
korelaciji s njihovom transkripcijom i
vjerojatno je kako je upravo ovo
prepoznavanje spomenute modifikacije od
DNMT3A/DNMT3L  kompleksa

razlog hipermetiliranosti

strane
transkripcijski

aktivnih dijelova genoma oocite (299).

Uz tipi¢an obrazac PTM, oocite
sadrze 1 specifi¢an histonski linker, H1foo,
koji se eksprimira u zreloj oociti od stadija
germinalnog vezikula do dvostani¢nog

stadija u embriju (306). Ova varijanta
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histona H1 potrebna je za maturaciju oocite,
1ako nije poznato ima li funkciju u oogenezi,
I za rani razvoj embrija kada formira
dekondenzirani  oblik  kromatina  koji
omogucuje epigenetsko reprogramiranje, a
ako se eksprimira duze koci diferencijaciju
embrionalnih stanica i odrzava ih u

(306,307). Jos jedna

histonska varijanta prisutna u oociti, iako ne

pluripotentnima

specificna za nju, je H3.3 koji pokazuje
korelaciju s de novo DNA metilacijom i,
mozebiti, je neophodna za taj proces, buduéi
da pristup kompleksa DNMT3A/DNMT3L
na DNA molekulu ovisi 0 njegovoj
interakciji s histonskim repom H3 (308).

Histoni primarnih oocita
karakterizirani su i Vvisokim stupnjem
ukupne acetilacije, koja iako slabi s
maturacijom oocite, ipak ostaje na relativno
visokoj razini (309). Ukupna acetilacija
upucuje na transkripcijsku aktivnost, dok je
konkretna acetilacija histona H4 vazna za
strukture

organizaciju  viSih  razina

kromatina i posredno regulaciju
transkripcije. Naime, H4K16ac inhibira
vezanje enzima ACF (engl. ATP-dependent
chromatin-assembly factor), koji regulira
jednolik razmak izmedu nukleosoma 1
posljedi¢no kompakciju kromatina,
pridonose¢i tako odrzavanju relaksiranog i
kromatina (310).

redukcijom

dekondenziranog

Medutim, ukupne razine

acetilacije histona s maturacijom oocite,



enzim HDAC2 deacetilira H4K16 te tako
omogucuje kondenzaciju kromosoma i
njihovu pravilnu segregaciju, odnosno
pravilni zavrSetak prve, a kasnije i druge,

mejoticke diobe (311).

Dakle, genom primarne oocite je

tijekom  mejotickog  aresta  prvotno

dekondenziran  formiraju¢i tzv. non-
surrounded nucleolus, NSN (312). U
pripremi za dovrSenje prve mejoticke diobe
kromocentri, mase heterokromatina gradene
od pericentromernih regija DNA i proteina,
nakupljaju se oko nukleolusa poput prstena
formirajuci tzv. surrounded nucleolus, SN.
Organiziranje genoma u SN praceno je
opseznim PTM histona, poput spomenute
deacetilacije H4K16, ali i metilacije H3K9,
H3K27me3 i ubikvitinacije H2A, koje su
obiljeZja utiSane transkripcije i organizacije
u heterokromatin (313).

3.2.3. Ucinak epigeneti¢kih nepravilnosti

tijekom gametogeneze na fertilitet

Mnogo je dogadaja, 1 mnogo
razli¢itih molekula koje u njima sudjeluju,
¢iji tijek kroz gametogenezu mora biti
pravilno reguliran kako bi nastale gamete s
normalnim epigenomom jer jedino takav
omogucuje oplodnju 1 normalni razvoj
ploda. Poneke nepravilnosti nisu od
Zivotnog znacaja za plod, i takve dovode do

sindromskih poremecéaja ili do povecane

predispozicije za odredene bolesti u odrasloj
dobi. Do
modifikacija mogu dovesti i endogeni i

poremecaja  epigenetiCkih
egzogeni ¢imbenici. O egzogenim, odnosno
okolisnim ¢imbenicima, bit ¢e rije¢ kasnije,
dok ¢e ovdje biti razjasnjene posljedice na
fertilitet prouzro¢ene nedostatnom il
pretjeranom aktivnoS¢u pojedinih molekula
koje sudjeluju u epigenomskim
modifikacijama. Budu¢i da je epigenom
rezultat zajedniCkog djelovanja genoma i
okolisa, ukljucujuéi 1 mikrookolisa u kojem
se stanica razvija, njegove promjene mogu
biti generirane i mutacijama unutar samog

genoma (294,314).

Nepravilnosti DNA metilacije

DNMT1 enzim odgovoran je za
odrzavanje metilacije tijekom replikacije
DNA. Budu¢i da su gamete stanice koje se
ne dijele, gubitak funkcije tog enzima ne
ometa sposobnost oplodnje, ali zato
drasti¢no utjeCe na razvoj ploda in utero
(297). U muskih miseva knock-out gena
Dnmtl, ili mutacija koja rezultira gubitkom
njegove funkcije, ne sprje¢ava oplodnju, ali
rezultira  globalnom  hipometilacijom
genoma embrija s ekspresijom oba alela
gena Cije je utiSavanje na jednom
roditeljskom kromosomu neophodno za
normalan razvoj (315). Nadalje, izostaje i
utiSavanje  retrotranspozona ¢ime  se
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naru$ava stabilnost genoma (316). Ti
embriji pokazuju izuzetnu ograni¢enost
ranog intrauterinog rasta i nisu povezani sa
zivorodenosti (317). Isto se dogada i u
zenskim knock-out modelima — gDMR
regije oocite nisu promijenjene, iako
globalna razina metilacije jest neSto manja.
Razlog tome je sto DNMTlo, specificna
izoforma tog enzima koja se nalazi u
oocitama, ima tek malu ulogu u metiliranju
hemimetiliranin  mjesta DNA tijekom
maturacije oocite, a znacajnu tek nakon
fertilizacije, tijekom embrionalnog razvoja
(297). Ako tada
DNMTlo,

izostane  aktivnost

diferencijalno utiSavanje
roditeljskih alela se ne odrzava i smrt

nastupa u prenatalnom razdoblju.

Knock-out modeli za gen Dnmt3a
karakterizirani su znacajnim smanjenjem
broja spermatocita u testisima koje pokazuju
gubitak ocevih diferencijalno utisnutih gena
(276). Nadalje, knock-out gena Dnmt3a i
Dnmt3b rezultira dodatnim gubitkom
metilacije na samo jednom lokusu, S§to
govori o redundantnosti funkcije enzima
DNMT3B (318). Knock-out gena Dnmt3l u
mi§jim testisima rezultira progresivnim
gubitkom spermatogonija §to u konacnici
dovodi do azoospermije (319). Niti
pretjerana ekspresija gena skupine Dnmt3
nije bez Stetnih posljedica — povezana je s
razvojem embrionalnog karcinoma (320). U

zenskim modelima, knock-out gena Dnmt3b
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nema nikakvog utjecaja na oplodnju i razvoj
ploda koji se rada s normalnim fenotipom,
dok gubitak funkcije Dnmt3a i Dnmt3l
dovodi do znatnog gubitka metilacije unutar
genoma oocite, s gubitkom metilacije unutar
gDMR i nepravilnim utiSavanjem gena u
embriju Sto rezultira letalitetom u periodu
ranog embrionalnog razvoja (E9.5-E10.5)
(321). Pri tome gubitak funkcije Dnmt3|
rezultira letalnijim fenotipom, vjerojatno
kao posljedica sposobnosti DNMT3L da
veze i DNMT3B i djelomi¢no nadomjesti
funkciju enzima DNMT3A, §to govori u
prilog redundantnosti tog enzima i u

oocitama (319).

Brojni poremecaji metilacije u ljudi
povezani su s defektnom spermatogenezom.
Primjerice, hipermetilacija promotora gena
MTHFR dovodi do redukcije enzimatske
aktivnosti njegovog produkta i nalazi se s
muskaraca s

ve¢om udlestalosti u

neopstruktivnom azoospermijom i
idiopatskom neplodnosti (322). Spomenuta
hipermetilacija Cesto je u neplodnih
muskaraca udruzena s gubitkom metilacije
utisnutog gena H19 (323). Hipermetilacija
promotora VDAC2 gena (engl. voltage-
dependent anion-selective channel protein
2) smanjuje pokretljivost spermija i rezultira
idiopatskom astenozoospermijom (324).
Neki poremecaji

metilacije  genoma

spermija neée rezultirati njegovom

nesposobnosti za oplodnju, ali su povezani s



tumorigenezom.  Tako  hipermetilacija

promotora odgovornin  za regulaciju
transkripcije tumor supresor gena vodi
njigovom utiSavanju i razvoju testikularnih
tumora zametnih stanica, dok je utiSavanje
piRNA

razvojem

promotora  koji  reguliraju

transkripciju  povezano S

testikularnog karcinoma (325,326).

Metilom oocite specifiCan je zbog
svog bimodalnog obrasca u kojem se
izmjenjuju  domene hipermetilacije i
hipometilacije. Takav obrazac metilacije
narusen je deplecijom STELLA proteina,
¢ija je uloga zaStita genoma od metilacije
(327). Gen Stella specifican je za
primordijalne zametne stanice, njegova se
ekspresija odrzava u oociti tijekom njezinog
rasta i u zigoti nakon oplodnje gdje regulira
epigenetsko reprogramiranje (328). U zigoti
se genom ocevog pronukleusa selektivno
demetilira, dok su maj¢in pronukleus i neki
utisnuti geni oca zastiCeni od demetilacije
STELLA proteinom. On prepoznaje i veze
H3K9me2, bogat u genomu majke, i Stiti 5-
metilcitozin  od  oksidacije u  5-
hidroksimetilcitozin (329). Genom oca
siromaSan je H3K9me2 i gusto pakiran s
protaminima, zbog cega ga STELLA ne
prepoznaje, osim u podru¢jima lokusa
utisnutih gena koji su obiljeZzeni ovom
histonskom modifikacijom 1 tako zaStieni
od rane demetilacije joS u tijeku

spermatogeneze. Knock-out gena Stella

rezultira  globalnom  hipermetilacijom
genoma oocite, sa ¢ak dvostrukom razinom
metilacije u odnosu na normalnu oocitu, pri
¢emu je 1 ocCuvana metilacija DMR.
Medutim, zbog poremecaja epigenetickog
reprogramiranja kromatina tijekom prvih
nekoliko dioba, smrt ploda nastupa u stadiju

blastociste (327,328).

Brojne abnormalnosti  metilacije
gameta nece dovesti do smrti ploda, ve¢ do
razli¢itih sindromskih stanja. Ovakav ishod
najcesce se opisuje uz nepravilno utiSavanje
alela nasljedenog od jednog roditelja koje je
karakteristicno za tzv. imprinted (utisnute,
utiSane) gene. Ti geni se obi¢no grupiraju na
kromosomu 1 dijele zajednicku regulatornu
regiju DMR (engl. differentially methylated
region). Abnormalna hipermetilacija oceve
DMR gena H19 Viili
KvDMR1

Beckwith—Wiedemannovim

hipometilacija
majéinog  alela rezultira
sindromom
ploda (330). S druge strane, hipometilacija
ocevog alela H19-DMR uzrokuje Silver—

Russellov sindrom (331).

Poremecaji histonskih modifikacija

Posttranslacijske modifikacije

histona drugi su bitni  mehanizam
epigeneticke regulacije ¢ije nepravilnosti
imaju Stetne posljedice na plodnost,

embrionalni razvoj i zdravlje ploda jer za
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posljedicu imaju nepravilnu kondenzaciju

kromatina.

U covjeka bi gubitak aktivnosti
LSD1/KDM1,
specificne za H3K4 i H3K9, mogao biti

histonske demetilaze
povezan s apoptozom spermija i sterilitetom
(332). Na misjim modelima je pokazano da
je promjena dimetilacijskog statusa H3K9
povezana s inhibicijom spermatogeneze
(333), a gubitak aktivnosti MLL2, histonske
metiltransferaze specificne za H3K4, s
redukcijom u broju spermatocita zbog
indukcije apoptoze (334). Sli¢no se dogada i
u zenskim modelima. Naime, knock-out
gena MII2 u oociti rezultira izostankom
njezine ovulacije i odumiranjem prije
fertilizacije (335).

Za regulaciju dinami¢nih promjena
kromatina u tijeku spermatogeneze vazna je
i histonska varijanta H3.3. Naime, knock-out
misji modeli za gen H3f3Db, $to je samo jedan
od gena koji kodira za tu histonsku varijantu,
rezultirali su smanjenjem H3.3 u kromatinu,
PTM-a i

ekspresijom gena,

promijenjenim  histonskim
promijenjenom
uglavnom onih koji su ukljueni u
spermatogenezu  (336). Nadalje, isto
istrazivanje zabiljezilo je 1  redukciju
protaminske ugradnje u kromatin, §to je u
kombinaciji s ostalim modifikacijama
epigenoma  dovelo do  nekvalitetne
kondenzacije kromatina u spermijima.

Fenotipski su se ove modifikacije oc¢itovale
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apoptozom spermatogonija i spermatocita,

smanjenim  testikularnim  volumenom,
abnormalnom morfologijom spermija i

infertilitetom.

Histonska varijanta H3.3 vazna je i
za modulaciju kromatina u oocitama i
njezina ekspresija korelira s DNA de novo
metilacijom. Pretpostavka je da upravo
putem histonskog repa H3.3 kompleks
DNMT3A/DNMT3L pristupa na DNA
molekulu (337). Oocite miSeva koje ne
posjeduju H3.3 chaperone HIRA pokazuju
globalnu DNA hipometilaciju, ukljucujuéi i
gubitak metilacije na DMR utisnutih gena
(338). Oplodnjom takve oocite ne razvija se
vijabilni plod, ve¢ smrt nastupa neposredno
nakon oplodnje. Prisutnost H1foo, veznog
histona specificnog za oocitu, vazna je za
indukciju gena pluripotencije u zigoti.
Knock-down gena H1foo u misjim
modelima inducira ¢vrSéu kromatinsku

strukturu pronukleusa i ometa transkripciju

gena vaznih za zivot zigote (339).

Aberantna acetilacija H4K12 unutar
promotora utisnutih gena vaznih =za
embrionalni razvoj indikator je nekvalitetne
kompakcije kromatina u stanicama spermija
(340). Naime, ona dovodi do poremecaja
relaksacije kromatina u spermijima koja se
odrZava 1 u zigoti 1 rezultira arestom ve¢ u
prvoj diobi. Aberacije u histonskim
modifikacijama smatraju se 1 moguéim

uzrokom bolesti u ploda (341). Primjer za to



je Rubinstein-Taybijev sindrom, koji u 50%
slu¢ajeva nastaje kako posljedica mutacije
CREBBP (engl. CREB binding protein), ¢iji
se produkt veze za CREB transkripcijski
koaktivatora

faktor i ima funkciju

transkripcije, koja ovisi 0 njegovoj
intrinzi¢noj HAT domeni (342,343). Prema
tome, u patogenetskoj podlozi sindroma je
mehanizma

poremecaj epigenetskog

acetilacije histona — aktivirani
transkripcijski faktor CREB, i uz njega
vezani koaktivator transkripcije CREBBP,
vezu se za specificne genske promotore
unutar kojih HAT domena CREBBP
acetilira histone, relaksira kromatinsku
strukturu 1 tako igra klju¢nu ulogu u

aktivaciji transkripcije.

Epigeneticki mehanizmi medusobno
su ovisni pa tako odredene neprimjerene
histonske modifikacije mogu dovesti do
poremecene DNA metilacije na tom dijelu
kromatina 1 posredno do poremecene
ekspresije gena. Lokusi koji se metiliraju u
fazama oocite

kasnijim maturacije

zahtijevaju  demetilaciju  H3K4me2 i
H3K4me3 kako bi se omogucio pristup
DNMT3A/DNMT3L kompleksa (303).
Katalizatori te reakcije su demetilaze,
KDM1A  (H3K4mel/2 i H3K9me2
demetilaza) i KDMI1B (H3K4mel/2
demetilaza), pri ¢emu znacajniju ulogu igra
KDM1B koji se eksprimira u kasnijim

fazama rasta oocite (344). 1zostanak njegove

aktivnosti, a u manjoj mjeri i aktivnosti
KDM1A, rezultira izostankom demetilacije
H3K4, blazim gubitkom metilacije na razini
cijelog genoma, ali specificnom
hipometilacijom odredenih lokusa. Knock-
out modeli za gen Kdmla pokazuju gubitak
metilacije DMR gena Gnasla i Cdhl5 u
oociti 1 arest ploda na dvostani¢nom stadiju
(345). Sli¢cno se dogada i u knock-out
modelima za gen Kdm1b, gubi se metilacija
kasno metiliranih DMR i smrt nastupa u
ranom embrionalnom periodu (E10.5)

(344).

Sli¢no se dogada i kao posljedica
gubitka aktivnosti HDAC1 1 HDAC2, §to je
pokazano na mi$jim oocitama. Ti enzimi
moduliraju  kromatinsku  strukturu i
osiguravaju pristup na DNA molekulu, bez
¢ega je njezina metilacija nemoguca (303).
Knock-out modeli gena Hdacl i Hdac2
pokazuju globalni gubitak metilacije |
potpuni gubitak metilacije  DMR svih
utisnutih gena, zbog Cega se oocita ne
razvija i do ovulacije ne dolazi (346).
Knock-out tih gena na razini embrionalnih
mati¢nih stanica rezultira abnormalnostima
diobenog vretena, nepravilnom
kromosomskom segregacijom i apoptozom

stanica (347).

SETD2 je H3K36me3
metiltransferaza, karakteristicna za stanice
sisavaca, koja je esencijalna za

spermatogenezu i  oogenezu  (348).
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H3K36me3 sluzi kao marker za HDAC

enzime Kkoji  deacetiliraju histone i
sprjecavaju nekontroliranu transkripciju.
Knock-out gena Setd2 u zametnim

stanicama testisa rezultira defektnom

spermiogenezom, abnormalnom
morfologijom akrosoma i infertilitetom
(349). U oociti, deplecija H3K36me3
rezultira  dramaticnom  redistribucijom
metilacije, tako da hipermetilirane domene
postaju  hipometilirane i obrnuto, a
metilacija DMR se u potpunosti gubi. Takva
oocita sposobna je za oplodnju, ali smrt
ploda nastupa ve¢ u preimplantacijskom

razdoblju (350).

Zamjena histona protaminima nije
primjer histonskih PTM, ali je izuzetno
vazan epigeneticki mehanizam regulacije
genoma spermija jer upravo o0 tim
proteinima zavisi pravilna kondenzacija
kromatina u zrelim spermijima (284).
Protamin 1 i protamin 2 eksprimirani su u
priplizno podjednakim koli¢inama, tako da
omjer P1/P2 iznosi otprilike 1 (0.8-1.2
prema Aoki i sur. (351)) i vazan je za
plodnost. Abnormalno visok ili nizak omjer
P1/P2 u ljudskim spermijima povezan je s
ve¢om ucestalosti DNA fragmentacije i

smanjenom  plodnosti  (352).
redukcija u sintezi P1 i P2 uz nisak P1/P2

Nadalje,

omjer nalazi se u ejakulatu muSkaraca s
astenozoospermijom  (353). Pokusi u

misevima upucuju na to da protamini imaju
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ulogu i nakon oplodnje (354). Abnormalno
niske koncentracije P2, osim Sto uzrokuju
membranske defekte, imobilnost spermija i
neplodnost, dovode 1 do poremecaja
tranzicije histona u protamine, koja korelira
sa smanjenom stopom trudnoce i povezana

je s embrionalnim letalitetom.

Poremecaji ncRNA

Pravilna ekspresija miRNA i piRNA
tijekom spermatogeneze potrebna je za
normalan razvoj spermija (314). Naime,
delecija gena Dicerl u zametnim stanicama
rezultira

smanjenjem testikularnog

volumena, broja spermija 1 muskim
sterilitetom (355). I poremecaji u ekspresiji
samo jedne ili nekoliko ncRNA imaju Stetne
posljedice na muSku reproduktivnu
funkciju. Tako pretjerana ekspresija E2F1
transkripcijskog faktora uzrokuje povecanu
ekspresiju miR-449a/b ¢ime se izaziva
apoptoza spermatocita i testikularna atrofija
(356). S druge strane, gubitak ekspresije
miR-449a/b moze uzrokovati

oligoastenozoospermiju (357).

Sinteza miR-122 u spermatidama
sudjeluje u post-transkripcijskoj regulaciji
sinteze tranzicijskog proteina 2. U slucaju da
je njezina sinteza nedostatna,
spermiogeneza Ce biti defektna. UtiSavanje
ove miRNA primje¢uje se u muskaraca s

astenozoospermijom I



oligoastenozoospermijom, ali i onih s
azoospermijom (358,359). Dodatno, cijeli je
niz miRNA molekula ¢ija je ekspresija
neophodna za normalnu  regulaciju
spermatogeneze (miR-34c-5p, miR-122,
miR-146b-5p, miR-181a, miR-374b, miR-
509-5p, miR-513a-5p). Znatna redukcija tih
miRNA nalazi se u muskaraca s
azoospermijom, a pretjerana ekspresija u

muskaraca s astenozoospermijom (359).

3.3. Epigeneticka zbivanja tijekom starenja

gameta i fertilitet

Reproduktivna spostobnost ¢vrsto je
vezana uz neizbjezni proces starenja. Ovaj
odnos desetlje¢ima se isti¢e u kontekstu
zenskog reproduktivnog kapaciteta, Sto je i
razumljivo s obzirom na raniji i iznenadniji
gubitak te sposodnosti ve¢ nakon 35. godine
zivota (360). Kod muskaraca, s druge strane,
ucinak starenja na smanjenje reproduktivne
funkcije postaje vidljiv kasnije tijekom
zivota, 1ima blazi tok 1 znatnu
interindividualnu  varijabilnost ~ (361).
Medutim, starenje je proces koji zapocinje
od trenutka postizanja reproduktivne
zrelosti, nastavlja se sa dobi, te vodi
postepenom slabljenju 1 kona¢no slomu
funkcija, a ne zaobilazi niti jednu stanicu
organizma. Proslo je vise od dvadeset
godina otkako je taj proces prvi puta

povezan s epigenetickim zbivanjima (362),

a ta povezanost je toliko konstantna da je
konstruirano nekoliko 'epigenetickih satova'
koji omogucuju procjenu kronoloske dobi
na temelju epigenomskog obrasca stanica
(363,364). 1 gamete Covjeka stare i sa
Starenjem akumuliraju epigeneticke
alteracije koje se odrazavaju na njihovu
funkcionalnost, ali i na kvalitetu ploda
(365,366). Prema tome, epigenetski uéinci
starenja u gametama jedan su od mogucih

uzroka smanjene plodnosti i neplodnosti

koja se opaza sa dobi .

Iako se Cesto naglasava trend odgode
majcinstva u Zapadnim druStvima, isti se
primje¢uje 1 medu ocevima. Statistika
Velike Britanije pokazala je da se u periodu
od 1993. do 2003. godine udio oceva starih
35-54 godine povecao s 25% na 40%
ukupno rodene djece, dok je shodno tome
udio o¢eva <35 godina pao sa 74% na 60%
sve novorodencadi (367). Starija dob oca
povezana je sa smanjenim fekunditetom i
duzim vremenom do zacea, smanjenom
kvalitetom sjemena, vecom ucestalosti
kromosomskih abnormalnosti i tockastih
mutacija, promjenom  epigenomskog
obrasca i ucestalijom fragmentacijom DNA
(368-370). Uz to, visa ocinska dob
pozitivno korelira s pojavnosti odredenih
neuropsihijatrijskih bolesti u potomka, u
prvome redu shizofrenije (371), bipolarnog
poremecaja (372) i autizma (373). Dapace,

pojavnost autizma pokazuje i korelaciju s
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dobi djeda, Sto govori u prilog
transgeneracijskog nasljedivanja
epigenetskih alteracija (374). lako se

uCestalost pobacaja, smrti in utero i
prijevremenog poroda ceSce povezuje s
faktorom majke, epidemioloske studije
pokazuju njihovu korelaciju i sa starijom
dobi oca (375).

Genom spermija sa starenjem
zahvacéaju opsezne modifikacije na razini
DNA metilacije, koje akumulacijom
stvaraju metilomski obrazac u kontrastu s
pomjenama primje¢enim u somatskim
stanicama. Naime, genom spermija sa
starenjem pokazuje globalnu hipermetilaciju
s lokaliziranim regijama hipometilacije
(376). Jenkins i sur. (376) pronasli su da se
medu regijama koje pokazuju alteraciju
metilacije sa starenjem, nalaze i geni vezani
uz neuropsihijatrijske poremecaje

(shizofrenija, bipolarni poremecaj,
autizam). Tako su pokazali kako je Drd4
gen, ukljucen u etiopatogenezu shizofrenije
i bipolarnog poremecaja (377,378), cijeli
hipometiliran u starosti. Medutim, nije jasno
jesu li modifikacije metiloma 1 tockaste
mutacije medusobno neovisne ili ovisne i,
ako jesu, u kojoj mjeri. Promjene povezane
sa starenjem Ceste su u subtelomernim
regijama (379), a upravo su ove regije jedne
od rijetkih koje

izbjegavaju  proces

epigeneticko reprogramiranja nakon

oplodnje i u primordijalnim zametnim
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stanicama, omogucujué¢i tako prijenos
promjena steCenih starenjem na iducu
generaciju (380). Metilacijske promjene
povezane sa starenjem su izuzetno dosljedne
i u spermijima, $to je omogucilo Kreiranje
regresijskih ~ modela za  predikciju
kronoloske dobi muskarca upravo na
temelju metiloma spermija, s to¢nos¢u od

949% (381).

Uz promjene metilacije, starenjem

spermija  uocavaju se 1 odredene
kromatinske modifikacije, iako je njihov
opseg i znacaj slabije razjaSnjen. Pokusima
u miSevima, pokazalo se da starenjem opada
koncentracija H2A varijante, TSEG-1,
odgovorne  za

indukciju  apoptoze

spermatogenih stanica, S$to dovodi do

defektnih

smanjenjem

nakupljanja spermija s

posljedi¢nim oplodnog
kapaciteta (382). Nadalje, iako tijekom
spermatogeneze dolazi do opsezne zamjene
histona protaminima, s ciljem kompakcije
kromatina u glavi spermija, ipak 10-15%
DNA ostaje vezano u nukleosomima i
dostupno za  transkripciju (383).
Zadrzavanje histona opaza se uz promotore
razvojnih gena, gena koji kodiraju za
miRNA i uz utisnute (engl. imprinted) gene.
K tome, regije koje zadrZavaju histone Cesto
sadrze 1 aktivirajuée 1 inaktivirajuce
histonske = modifikacije, H3K4me3 i
H3K27me3, formirajuci bivalentni kromatin

(285). Cjelogenomska analiza ChIP-Seq



misjih spermija pokazala je smanjenje
H3K27me3 sa starenjem, dok je H3K4me3
modifikacija ostala jednako zastupljena
(384). Ovakve

spermatogonijskim zametnim stanicama za

promjene u
posljedicu imaju smanjenjen brojgena

vezanih uz bivalentne  modifikacije.
Medutim, bioloski u¢inak ove alteracije u

covjeka nije razjasnjen.

Dakle, starenjem organizma, stare i
spermatogonije te nakupljaju epigenetske
alteracije koje koje se mejozom prenose na
spermije. Adekvatan epigenom spermija
nuzan je za njihovu funkcionalnost 1
oplodnu sposobnost, rani razvoj embrija i

zdravlje potomka.

Visa dob majke povezana je sa
smanjenom ovarijskom rezervom i losijom
kvalitetom oocita $to se ogleda u vecem
riziku od spontanog pobacaja i
mrtvorodenosti, kao 1 u vecoj ucestalosti
aberacija i fetalnih
malformacija (385,386). Ovakvi klini¢ki

1shodi

kromosomskih

uzro¢no se  povezuju S

diobe, s

aberantnom homolognom rekombinacijom i

abnormalnostima  mejoticke
segregacijom kromosoma zbog deplecije
kohezina i nestabilnosti mejotickog vretena
sa starenjem (387,388). Uz to, kao stanica
koja se ne dijeli, ve¢ se nalazi u mejotickom
arestu, oocita s vrcemenom postaje podloZzna
akumulaciji oste¢enja DNA molekule, koja
dovela do

bi u tijeku replikacije

zaustavljanja stani¢nog ciklusa i apoptoze.
Razlozi smanjene produkcije nekih proteina,
ukljucujuéi i enzima, u oociti sa starenjem
nisu U potpunosti razjasnjeni, ali se sa
otkricem uloge epigenoma u procesu
starenja, sve vise istiCe potencijalna uloga
epigenetickih  modifikacija s ucincima
gubitka kohezina, disfunkcije kinetohora i
smanjene produkcije enzima odgovornih za
popravak DNA molekule. Literatura o
epigenetskim procesima starenja oocite
mnogo je siromasnija od one o spermijima,
medutim, neke promjene povezane sa

starenjem jesu potvrdene.

Cini se kako oocita sa starenjem, za
razliku od spermija, podlijeze alteraciji
metiloma nalik na onoj u somatskim
stanicama. lako nedostaje definitivni dokaz
usporedbe metilacije u oocitama mladih 1
starijih Zena, postoje dokazi koji navode na
zaklju¢ak da je genom oocite sa starenjem
podlozan globalnoj hipometilaciji, uz
moguce postojanje regija hipermetilacije,
kao $to je slu¢aj i u somatskim stanicama.
Naime, u mis§jim oocitama Yue i sur. (389)
zabiljezili su  Smanjenje metilacije sa
starenjem, uz smanjenu ekspresiju svih
DNMT enzima. lako isto nije pokazano za
Covjeka, ipak je u starijih Zena pronadena
smanjena ekspresija TAP73, za koju se zna
da je regulirana upravo DNA metilacijom. U
ljudskim granuloza stanicama Yu i sur.

(390) pronasli su hipometilacija onih regija
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koje su u mladoj dobi slabije metilirane i
hipermetilacija brojnih regija koje u mladih
zena ve¢ posjeduju guséu metilaciju.
Nadalje, u mis§jim oocitama pronadena je i
povecéana ekspresija TET (391), §to navodi
na zakljucak da bi globalna hipometilacija
starijih oocita mogla biti posljedica slabije

metilacije i intenzivnije demetilacije.

Nadalje, sa starenjem u miSjim
oocitama dolazi do smanjenja ekspresije
HDAC, enzima koji sudjeluju u globalnoj
deacetilaciji histona pri kraju maturacije
njezinog aresta u metafazi Il (392). Nadalje,
potpuna inhibicija HDAC u misjim
oocitama dovodi do aneuploidije ploda
(393). Uz izraZzeniju acetilaciju, oocite
starijih miSeva pokazuju i gubitak metilacije
(H3K9me3, H3K36me2,
H3K79me2, H4K20me2) (394). U teoriji,

gubitak H3K9me3 u centromernim i

histona

telomernim regijama mogao bi dovesti do
poremecaja kromosomske segregacije uz
posljedicnu  aneuploidiju ploda. Osim

zivotinjskih  dokaza, postoje  potvrde
promjena u histonskim PTM-a sa starenjem
i kod ljudi. Naime, pokazano je starenje ima
nepovoljan u¢inak na deacetilaciju H4K12
tijekom metafaze Il te da je povezano s
povecanom

deubikvitinaznih gena (395,396).

ekspresijom vise

Tijekom maturacije oocite

sintetiziraju se brojne RNA molekule, od
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kojih neke oocita iskoriStava za vlastite
stani¢ne procese, a neke su neophodne za
rani zivot i razvoj zigote prije aktivacije
embrionalnog genoma. Za pravodobnu
translaciju genske poruke u proteine,
zaduzena je regulacija miRNA molekulama.
One prepoznaju sebi komplementarnu
MRNA molekulu i prije¢e inicijaciju
translacije, a medu miRNA sintetiziranima u
oociti su one koje kontroliraju ekspresiju
gena pluripotencije i gena potrebnih tijekom
ranog embrionalnog razvoja kao i onih koji
kodiraju za proteine s ulogom kromatinskog
remodeliranja. Battaglia i sur. (397)
pokazali su da se u oociti covjeka starenjem
mijenja ekspresija 12 miRNA molekula, sto
ukljuéuje i povecanu sintezu miR-29a-3p i
miR-203a-3p.

mMiIRNA molekula u mi§jim oocitama

Povecana prisutnost tih

korelira sa  smanjenom

DNMT3A i DNMT3B.

ekspresijom

Starenjem oocita akumulira
oSte¢enja  DNA molekule (398). Za
popravak tih oSteenja odgovorno je
nekoliko skupina enzima, od kojih su za
raspravu 0 epigenetskim modifikacijama
bitni enzimi za popravak dvolancanih
lomova DNA (engl. DNA double strand
break repair). Pojava dvolan¢anih lomova
DNA normalna je u tijeku mejoticke
rekombinacije, nakon koje slijedi njihov
popravak spomenutim enzimima. Jedan od

tih enzima je i BRCAL, koji uz popravak



DNA ima dodatne uloge sudjelovanja u
formiranju diobenog vretena i u kontroli
segregacije kromosoma u kontrolnoj tocki u
metafaza-anafaza prijelazu (eng.
metaphase-to-anaphase

spindle assembly checkpoint — SAC) (399).

transition, the

Tendencija  akumuliranja  dvolancanih
lomova sa starenjem povezana je sa
smanjenom ekspresijom BRCAL, koja
postaje naglasena nakon 36. godine Zivota
(400). Mehanizam smanjenja ekspresije
BRCA1, ali i ATM i mnogih drugih
uklju¢enih u mehanizam popravka DNA
nije u potpunosti razjasnjen, ali se
epigenetski mehanizmi utiSavanja namecu
kao moguéi posrednik (401). Naime,
pokazano je kako je ekspresija ATM
podlozna modifikaciji metilacijom
proksimalnog promotora tog gena (402),
dok ¢imbenici poput hipoksije dovode do
utiSavanja BRCA1l

posredovanjem histonskih PTM-a (403).

transkripcija

3.4. Promjene epigenoma inducirane

egzogenim ¢imbenicima i fertilitet

Sa  postizanjem  reproduktivne
zrelosti zapocinje se generativno razdoblje u
zivotu Covjeka. Kljucni dogadaj tog
razdoblja je stvaranje funkcionalnih gameta.
Spermiji se produciraju svakodnevno, iako
im je kompletni regeneracijski period oko 72

dana, koliko traje spermatogeneza u ¢ovjeka

(404), dok se jajna stanica stvara jednom
mjesecno, rastom i sazrijevanjem primarne
oocite od primordijalnog folikula nadalje. U
testisima su prospermatogonije zaustavljene
u GO0/G1 fazi stani¢nog ciklusa, s kompletno
obnovljenim metilomom jo§ od prenatalnog
razdoblja  (405).

folikulima jajnika, jo§ od kasnog fetalnog

Suprotno tome, u

razdoblja nalaze se primarne oocite
zaustavljene u profazi I. mejoticke diobe, u
diktiotenom stadiju, i gotovo u potpunosti
liSene svog stani¢nog metiloma koji se
obnavlja tek s rastom i razvojem oocite u
kasnijim stadijima folikulogeneze (406).
Oba procesa, spermatogeneza i 0ogeneza,
pra¢eni su 1 dinami¢nim promjenama
histonskih PTM-a. Dakle, mnogo je koraka
koji moraju biti skladno i pravovremeno
orkestrirani kako bi nastale gamete s
normalnim epigenomom, $to je preduvjet za
njihovu  funkcionalnost, odnosno za
sposobnost oplodnje i1 razvoj zivog ploda.
Izostanak potrebnih epigenetickih
modifikacija ili pojavnost suvisnih, mijenja
ekspresiju gena gameta i vodi smanjenju
njihove kvalitete ili ¢ak njihovoj potpunoj
nefunkcionalnosti. Cimbenici koji dovode
do promjena epigenoma mogu biti endogeni

i egzogeni.

U kontekstu onoga §to covjek moze
uciniti za vlastito zdravlje, pa tako 1 zdravlje
reproduktivnog sustava, treba naglasiti

vaznost egzogenih ¢imbenika na epigenom.
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Upravo tako nastale epigenomske alteracije

predstavljaju most izmedu c¢imbenika
okolisa 1 stanicnog genoma, S§to ¢e u
konacnici uvjetovati funkcionalnost gameta.
Uz to Sto se promjene stani¢nog epigenoma
ogledaju u funkcije same stanice,
epigenomske alteracije u gametama prenose
se i na potomstvo i time oblikuju kvalitetu
zdravlja  iduce

generacije,  njezinu

predispoziciju  razli¢itim  bolestima 1
reproduktivnu sposobnost (407). Medu
najcesce spominjanim okolisnim
¢imbenicima s negativnim ucinkom na
reprodukciju su puSenje, alkohol, nedostatna
tjelesna aktivnost i nepravilna prehrana,
stres i toksini poput dietilstilbestrola i

endokrinih disruptora (407-409).

3.4.1. Pusenje

Prema Istrazivanju o uporabi duhana
u odrasloj populaciji Republike Hrvatske iz
2015. godine (410) 31,1% stanovnistva pusi,
od Cega vecina svakodnevno. Pri tome je
medu muskarcima 35,3% pusSaca, a medu
zenama 27,1%. Ako se ucestalost puSenja
promatra po dobnim skupinama, tada se
primjecuje da je najvisi udio puSaca upravo
medu reproduktivno sposobnom
populacijom od 25 do 44 godine, i iznosi
38,9%. Republiku

Ovakva statistika

Hrvatsku smjesta iznad europskog prosjeka.
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Povezanost puSenja 1 smanjene
plodnosti konstantna je kroz literaturu i
statisticki znacCajna, iako u vecini studija
snaga dokaza nije vrlo jaka, a i specifi¢nost
je nesigurna zbog nedostatka kontrole nad
¢imbenicima zabune (411). Medutim,
brojne studije su pokazale da je spomenuti
ucinak ovisan o dozi, tako da ucestalije
pusenje korelira s progresivnim slabljenjem
reproduktivne funkcije (412,413), sto
podrzava 1 podatak o reverzibilnosti tog

ucinka s prestankom pusenja (414).

Pusenje majke povezano je s
oslabljenim fekunditetom, tako da je udio
zena s odgodom do koncepcije iznad 12
mjeseci ¢ak 54% veci u skupini pusacica
nego nepusacica (415). Nadalje, izgledno je
da puSenje ubrzava i depleciju ovarijskih
folikula, S§to je podrzano podacima da
menopauza kod puSacica nastupa u prosjeku
1-4 godine ranije nego kod nepusacica (416)
te da Zene koje puSe imaju niZe
koncentracije AMH 1 zahtijevaju vise doze
gonadotropina za ovarijsku stimulaciju u
tijeku asistirane reprodukcije (417). Ne
samo S§to puSenje smanjuje mogucénost
uspjeSne oplodnje, ve¢ ima i negativne
posljedice na sami tijek i1 ishod trudnoce.
Naime, ono je povezano s ucestalijim
spontanim pobacajima u ranom tijeku
trudnoce (418), S

insuficijencijom (419),

placentalnom
restrikcijom

embrionalnog i fetalnog rasta te smrti in



utero (420). Pusenje korelira i s pojavom
bakterijske vaginoze koja se pak dovodi u
vezu s pobacajem u tijeku drugog trimestra i
S prijevremenim porodom (421), te s
poveéanom incidencijom ektopicne
trudnoce (422,423). Pusenje majke pokazuje
dodatni negativni ucinak na muski plod,
do¢im kod oca puSaca spomenuti efekt
izostaje. Naime, danska epidemioloska
studija (424) povezala je  poremecaj
sjemenih parametara, u prvome redu
smanjenje broja spermija i gustoce sperme
muske djece ¢ije su majke pusile vise od 10

cigareta na dan.

Kod muskaraca je pusenje povezano
sa smanjenom kvalitetom sjemena — padom
gustoce spermija, smanjenim motilitetom,
antioksidativnom

zivotnim  vijekom i

aktivnosti  te  potencijalnim  Stetnim
djelovanjem na morfologiju spermija. Ovaj
uc¢inak ovisan je o dozi, a povezuje se S

aktivnim i pasivnim pusenjem (425).

Cigaretni dim sadrzi preko 7000
razli¢itih kemijskih spojeva, od kojih je 69
poznatih kancerogena. Mnogi od tih spojeva
(nikotin, policiklicki aromatski
ugljikovodici, teSki metali) povezani su sa
Stetnim djelovanjem na stanice, ukljucujuci
i gamete (426). Mehanizmi njihovog
djelovanja na razli¢ite aspekte reprodukcije
nisu u potpunosti razjasnjani i izgledno je da
jesu multipli, a vrlo vjerojano i medusobno

povezani. Epigeneticke modifikacije gameta

1 somatskih stanica unutar gonada su moguci
konac¢ni cilj djelovanja razlicitih endokrinih,
parakrinih i autokrinih signalnih putova
pokrenutih sastojcima iz duhanskog dima
(425). Te modifikacije mnogo su bolje
ispitane za spermije, tako da ¢e o tim

dokazima ovdje 1 biti rijec.

Metilom spermija je karakteriziran
hipometilacijom gena ¢iji produkti sudjeluju
u spermatogenezi i ranom embrionalnom
razvoju (427). Predlozene su dvije teorije za
objasnjenje nastanka metilacijskih promjena
kao posljedica puSenja (428). Prva teorija
temelji se na regrutiranju  DNA
metilfiransferaza na mjesta oStecenja DNA
molekule nastala zbog direktnog vezanja
sastojaka cigaretnog dima, a druga alteraciju
DNA metilacije dovodi u vezu s hipoksijom
uzrokovanom ugljikovim monoksidom iz

cigaretnog dima.

Joubert i sur. (429) proveli su meta-
analizu povezanosti pusenja majke u tijeku
trudnoce i DNA metilacije u novorodencadi,
kroz 13 kohorti, i identificirali gotovo 3000
CpG dinukleotida unutar gena Ciji se
metilacijski status u novorodencadi majki
koju su pusile tijekom trudnoce razlikuje od
onih koje nisu. Medu genima koji su
pokazali promjenu metilacije u vezi s

pusenjem majke su BMP4, vezan uz

orofacijalne rascjepe, PRDMS8, H3K9-
specificna  metiltransferaza, = DLGAP2,
uklju¢en u organizaciju  sinapsi 1
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molekularne  signalne  putove unutar
neurona, i jo§ 24 druga ena.
Usporedba metilacijskog statusa

kontrolnih regija SNRPN i H19 gena plodnih
i neplodnih muskaraca pokazala je da
povezanost promjena njihove metilacije s
neplodnos¢u (430). Upravo je pusSenje
faktor za

predlozeno  kao  rizi¢ni

hipometilaciju H19 i hipermetilaciju
SNRPN pronadenu u skupini neplodnih
muskaraca. Cjelogenomska analiza koju su
proveli Jenkins i sur. (431) pokazala je
asocijaciju pusSenja 1 globalnog porasta
metilacije u genomu spermija, a istom
analizom su Laqgan i sur. (432) pronasli
znacajnu razliku u metilaciji nekoliko CpG
dinukleotida izmedu pusaca i nepusaca, od
kojih se neke nalaze unutar gena TKR i
MAPKS8IP3, koji su povezani sa
spermatogenezom. Istrazivanje na miSevima
(433) pokazalo je da izlozenost cigaretnom
dimu uzrokuje porast metilacije uz
transkripcijsko startno mjesto Pebpl gena,
Sto smanjuje njegovu ekspresiju i uzrokuje
nizvodnu inaktivaciju ERK signalnog puta s
posljedi¢nim defektom spermatogeneze.
Nije iskljuceno niti da puSenje posreduje
hipometilaciju u spermijima. Naime, u
mi§jim  testisima nikotin dovodi do
povecane ekspresije gena za profilin 1 koji
sudjeluje u regulaciji citoskeleta, a njegova

hiperekspresija je povezana S
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polimerizacijom aktina i promjenom

pokretljivosti spermija (434).

Vrlo vazan epigenetski dogadaj u
tijeku spermiogeneze je zamjena vecéine
histona protaminima, P1 i P2. Pusenje
pokazuje  korelaciju s abnormalnom
zamjenom histona i s promjenom ekspresije
mRNA za oba protamina u tijeku
spermatogeneze (435). Pokazano je da
puSenje ima negativan utjecaj na razinu P2
sa posljedi¢nim poveéanjem P1/P2 omjera u
skupini  puSaca, S$to 1ima negativne
reperkusije na funkcionalnost muske gamete
(436). Nadalje, omjer H2B prema ukupnim
jezgrinim  proteinima  (histomina i
protaminima) je u skupini neplodnih puSaca
vis$i nego u skupini neplodnih nepusaca, a
razina mMRNA molekula ¢iji se kodovi
translatiraju u P1 1 P2 znacajno su nizi u
pusata (437). Ovi nalazi upucuju na
ometanu zamjenu histona protaminima u

pusaca.

Pusenje

nekodiraju¢ih  RNA molekula, ncRNA.

mijenja 1  ekspresiju
Dapace, nekodiraju¢e miRNA molekule
smatraju se potencijalnim biomarkerima
bolesti 1 stanja vezanih uz puSenje, a
muske

miRNA

pridonose 1 procjeni faktora
(438).

microarray analizu pronadena je razliCita

neplodnosti Koriste¢i

ekspresija nekoliko miRNA kod pusaca u
odnosu na nepusace (358,439,440), pri

¢emu je ekspresija nekih bila povecana, a



nekih smanjena. Pri tome razina miRNA
pokazuje negativhu korelaciju s razinom
sebi komplementarnih mRNA molekula, $to
navodi na zakljuéak da puSenjem inducirana
promjena u sastavu staniénih miRNA
uzrokuje promjenu ekspresije mRNA u
Mnoge  od
miRNA u

pusaca. diferencijalno

eksprimiranih pusaca
pokazujuregulatornu ulogu u putovima
odgovornim za normalnu kvalitetu spermija

i rani embrionalni razvoj.

3.4.2. Pretilost

Prekomjerna tjelesna masa i pretilost

veliki  su  javnozdravstveni  problem
modernog doba koji se povezuje s razvojem
mnogih  bolest —  kardiovaskularnih
(ukljuCujuéi infarkt miokarda 1 mozdani
udar koji su medu vode¢im uzrocima smrti),
dijabetesa, mnogih malignih  tumora,
muskuloskeletnih bolesti, ali i s narusenjem
mentalnog i reproduktivnog zdravlja (441).
Svjetska zdravstvena organizacija
procjenjuje da vise od 1,9 milijardi odraslih
osoba pati od prekomjerne tjelesne tezine i
pretilosti. Situacija u Hrvatskoj nije niSta
bolja nego u ostatku svijeta, ve¢ je, dapace,
jedna od gorih u Europi. Od prekomjerne
tielesne mase i debljine u Republici
Hrvatskoj  boluje  57,4%  odraslog
stanovnistva, 63% ukupne muske 1 54%

zenske populacije RH. Jasno je da je zbog

kombinacije jaine wucinka 1 opsega
zahvacenosti globalni teret ove bolesti

iznimno visok (442).

Usporedno porastu prevalencije
pretilosti tijekom protekli desetljeca, prati se
I progresivna redukcija kvalitete sjemenih
parametara muskaraca (443). Smanjena
sposobnost oplodnje u musSkaraca s
prekomjernom tjelesnom tezinom i pretilosti
povezana s  veCom  prevalencijom
olizozoospermije (koncentracija spermija u
ejakulatu <15 milijuna po mL) i
azoospermije  (444). U usporedbi s
muskarcima prikladne tjelesne teZine, pretili
muskarci imaju tri puta vecu vjerojatnost
oligozoospermije. Uz to i volumen ejakulata
pokazuje negativnu korelaciju s indeksom
tielesne mase (445). Ovo je posljedica
kompleksnih interakcija na razini cijelog
aktivnost

organizma koje moduliraju

hipotalamo-hipofizno-gonadalne  osovine.
Naime, porast tjelesne tezine pracen je
hipertrofijom i hiperplazijom adipocita s
posljedicnom pove¢anom produkcijom
brojnih hormona 1 citokina. Povecava se
koncentracija serumskog estradiola, §to je
posljedica konverzije testosterona
djelovanjem enzima aromataze u masnome
tkivu, i peptidnog hormona leptina (446).
Oba hormona djeluju na KISS1 neurone
nucleus arcuatus u hipotalamusu ¢ija je
funkcija sekrecija kisspeptina koji stimulira
GnRH  (447).

sekreciju Estradiol na
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spomenute neurone djeluje negativnom
povratnom spregom, dok leptin potice
lucenje kisspeptina iz neurona nucleus
arcuatus. Ti neuroni osim §to imaju
projekcije na GnRH neuronima, poti¢uci
njihovu sekreciju, imaju ih i na NPY
neuronima, koceé¢i njihovu sekreciju i tako
neuropeptidom Y posredovanu inhibiciju
GnRH (448). Medutim, u pretilih ljudi
razvija neosjetljivost na leptin, sto takoder u
konac¢nici dovodi do smanjenog lucenja
kisspeptina i GnRH. Ve¢i dio literature
temeljen na opazajnim dokazima u ljudi 1
eksperimentalnim studijama na Zivotinjama,
povezanost  pretilosti sa  smanjenom
plodnosti objasnjava upravo kroz djelovanje

hormona leptina (449).

Dodatno, masa proupalnih citokina
sintetiziranih u masnom tkivu negativno
utjeCe na steroidogenezu u Leydigovim
stanicama testisa, zbog ometanja aktivnost
steroidogenog akutnog regulatornog
proteina, StAR, koji je zaduzen za unos
molekula kolesterola u mitohondrije (450).
U pretilih muskaraca promjenjena je irazina
brojnih adipokina osim leptina. Primjerice,
koncentracija serumskog adiponektina je u
pretilih muskaraca poviSena i recipro¢no
povezana S koncentracijom serumskog
kolesterola (451). Oreksin (hipokretin)
jedan je od  aktivatora  enzima
steroidogeneze u Leydigovim stanicama i

stimulator produkcije testosterona (452), a
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njegova je koncentracija u pretilih

muskaraca  snizena.  Osim  peptida
secerniranih iz masnog tkiva, promjenjena
je 1 sekrecija neuropeptida grelina iz
probavnog sustava, koja je takoder
povezana s poremecajem steroidogeneze i
niskom koncentracijom serumskog
testosterona (453). Istom ucinku pridonosi i
hiperinzulinemija usljed inzulinske
rezistencije jer dovodi do smanjenja

koncentracije SHBG (454).

Sve navedene promjene pridonose
hormonskoj neravnotezi unutar pretilog
organizma i rezultiraju  promjenom
mikrookolisa svih stanica pa tako 1
unutar testisa.

spermatogenih  stanica

Ovakav mikrookoli§ karakteriziran je
visokom razinom upale i oksidativnog
stresa, Sto vodi poremecaju kvalitete
spermija koji se u njemu razvijaju. Spermiji
pretilih muskaraca tako gomilaju vecu
koli¢inu o$te¢enja DNA (455), nepravilno
kondenziraju svoj kromatin (456) u tijeku
spermatogeneze 1 posljedicno  imaju
kompromitiran integritet genoma. Neki od
gena  koje  zahvacaju  epigeneticke
modifikacije u sluc¢aju o€eve pretilosti su
Meg3, Ndn, Snrpn i Sgce/Pegl0, koji
reguliraju fetalni razvoj i rast tumora (457).
Osim $to takvi spermiji nose rizik za
nepovoljni ishod oplodnje 1 trudnoce,
povecavaju 1 rizik oboljenja potomka od
sindroma,

pretilosti 1 metabolickog



neuroloskih poremecaja i malignih tumora u
odrasloj  dobi, prilog

nasljedivanja epigenomskih modifikacija

govore¢i U

steCenth u gametama pod utjecajem

okoli$nih ¢imbenika.

Klinicki ucinci  pretilosti  na
reproduktivinu funkciju Zena takoder su
vecinski posredovani modulacijom
aktivnosti osovine hipotalamus-hipofiza-
jajnik i hiperinzulinemije (458,459). lako
odredeni nalazi upucuju na mogucnost
sudjelovanja

epigenetike u  promjeni

kvalitete jajne stanice, ipak moguci

mehanizmi  nisu  dovoljno  istraZeni.
Primjerice, u pretilih Zena takoder je
promjenjen mikrookoli§ u kojem sazrijeva
oocita, Sto se vidi po povecanoj
koncentraciji inzulina, triglicerida i markera
upale kao $to su laktat i CRP, u folikularnoj
tekucini prilikom asistirane reprodukcije
(460). Uz redukciju kvalitete oocite, i
embriji dobiveni postupkom in vitro
oplodnje pokazuju slabiji razvojni uspjeh
(461). Naime, oocite Zena prekomjerne
tjelesne mase u tijeku IVF-a daju manji broj
embrija koji se razvijaju nakon fertilizacije,
a oni koji se razviju do stadija blastociste
ipak pokazuju slabije preuzimanje glukoze u
stanice, $to ima negativan uc¢inak na njihov
rast i razvoj u ranoj embriogenezi. Nadalje,
djeca pretilih Zena imaju veéi rizik
oboljevanja od pretilosti, metabolickog

sindroma, dijabetesa tipa 2 i

kardiovaskularnih bolesti u odrasloj dobi
(462). Jedan od rijetkih podataka o moguéim
specificnim epigenetickim modifikacijama
povezanih s pretilosti je povecanje globalne
razine metilacije u stanicama posteljice
pretilih Zena (463).

3.4.3. Struktura prehrane

Sam prehrambeni sastav igra bitnu
ulogu u epigenetickim modifikacijama
genoma gameta (409). Taj u¢inak, medutim,
nije direktan, ve¢ posredovan modulacijom
aktivnosti enzima koji provode epigeneticke
modifikacije  DNA molekule i histona.

u prehrani  u prekoncepcijskom i
perikoncepcijskom razdoblju (464). Naime,
folna kiselina sluzi kao donor metilne
skupine te igra esencijalnu ulogu u
remetilaciji homocisteina u  metionin,
osiguravaju¢i time dostatnu koli¢inu S-
adenozilmetionina,  primarnog  donora
metilne skupine u vecini bioloSkih reakcija
metilacije. Uslijed nedostatka folata u
razdoblju oko fertilizacije, zbog nedostatka
metilnog donora SAM, dolazi do
hipometilacije u podrucju diferencijalno
metilirane regije (DMR) IGF2 gena, koji je
nasljeden od majke normalno metiliran 1i
utiSan (465). Nadalje, i kroni¢no gladovanje
trudno¢e  vodi

majke za  vrijeme

hipokalorijskoj prehrani fetusa s
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nedostatnom opskrbom hranjivim tvarima,

Sto za posljedicu ima  povecanu

predispoziciju razli¢itim bolestima u
odrasloj dobi (koronarna bolest srca,

hiperlipidemija, pretilost i druge) (466).

Epigenom oca takoder moze biti
moduliran prehranom i imati utjecaj na
zdravlje buducih potomaka (467). Naime,
niskokalori¢na prehrana oca jos u djetinjstvu
povezana je s nizim mortalitetom potomaka
od kardiovaskularnih bolesti, dok je
kalorijski suviSak ¢ak i1 u prehrani djedova
tijekom njihovog djetinjstva povezan s
viSim mortalitetom od te skupine bolesti
(468). Sastav prehrane takoder igra bitnu
ulogu. Dugotrajna prehrana bogata mastima
u spermatidama miSeva dovodi do
znacajnog smanjenja eksresije Sirt6 gena,
koji kodira za NAD-ovisnu proteinsku
deacetilazu, sirtuin 6 (469). Nadalje,
prehrana  muskih miSeva  siromasna
proteinina rezultirala je radanjem potomaka
s vecom ekspresijom gena ukljucenih u
sintezu lipida i1 kolesterola, §to je dodatni
dokaz za prijenos okolisem uzrokovanih
epigenomskih modifikacija na potomstvo

(470).

3.4.4. Endokrini disruptori

Endokrini disruptori su kemijski

spojevi  koji ulaskom u organizam

interferiraju s normalnom produkcijom,
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sekrecijom 1 djelovanjem hormona, cCime
narusavaju homeostazu organizma (471).
Toj skupini spojeva pripadaju bisfenol A
(BPA), ftalati, poliklorirani bifenili (PCB),
perklorat, ali i organoklorni i organofosfatni
pesticidi i razliCiti zagadivali zraka, te
brojni drugi. S obzirmo na rasirenu uporabu
tih spojeva u razli¢itim granama industrije 1
u agrikulturi, ¢ovjek je njihovom djelovanju
izloZzen na svakodnevnoj bazi. Drugim
rije¢ima, endokrini disruptori sastavni su dio
okolisa u kojem ¢ovjek zivi i on ih unosi u
organizam hranom, vodom, transdermalnim
prijenosom 1 inhalacijom nanocestica iz
oneCis¢enog zraka. Zabrinjavajuca je
¢injenica da je danas komercijalno dostupno
preko 84 000 razli¢itih kemijskih spojeva,
od kojih njih 95% nema adekvatno
ocijenjenu  biosigurnost i uc¢inak na
reproduktivnu funkciju., a procjenjuje se da
th ¢ak 70% nikada i nece biti ocijenjeno

(472).

Endokrini disruptori povezani su s
negativnim ucinkom na reproduktivnu
funkciju (473,474). U muskaraca su
povezani s loSijom kvalitetom sjemena,
smanjenom koncentracijom i brojem
spermija, ve¢om ucestalosti morfoloskih
nepravilnosti, manjim udjelom viabilnih
spermija. K tome pesticidi oStecuju 1
funkciju  akcesornih  spolnih  zljezda
reduciraju¢i tako volumen ejakulata i

mijenjaju¢i normalni pH prema vise



alkalnim vrijednostima (475). Nadalje,
djelovanje ovih spojeva povezuje se i s
ucestalosti

vecom kriptorhizma 1

testikularnog karcinoma (476).

Kod Zena je reprotoksic¢nost
endokrinih disruptora posljedica
poremecene folikulogeneze (477).

Izlozenost zena BPA povezana je s razvojem
sindoma policisticnih jajnika (478) i
endometrioze (479), a u postupku
potpomognute oplodnje te Zene pokazuju
slabiji odgovor jajnika s razvojem manjeg
broja antralnih folikula 1 oocita 1 nizim
vrijednostima koncentracija estradiola kao
odgovor na hiperstimulaciju s hCG (480).
Ovakav odgovor jajnika rezultira manjom
vjerojatnos¢u oplodnje i1 implantacije, a
primijeceni su i ucestaliji spontani pobacaji,
prijevremeni porod i razvojne

abnormalnosti fetusa.

Za vec¢inu endokrinih disruptora
poznato je kako interferiraju s hormonskom
ravnotezom. To je prvenstveno djelovanje
na receptore spolnih hormona estrogena i
testosterona, koje moze biti agonisticko ili
antagonisticko, i izravna inhibicija enzima
steroidogeneze. Medutim, opisani su i
mehanizmi  koji  objasnjavaju  kako
djelovanjem tih spojeva dolazi do
modifikacije genske ekspresije, rije¢ je o
epigeneti modifikacijama DNA molekule

koje su pokazane na razini genoma spermija.

Isti dokazi nedostaju za oocitu zbog njezine

nedostupnosti (472).

Endokrini disruptori u organizmu
generiraju slobodne radikale kisika i
induciraju oksidativni stres unutar stanica,
Sto na razini DNA molekule uzrokuje
fragmentaciju, oksidaciju baza i stvaranje
adukata (481). Baza najosjetljivija na
oksidaciju je gvanin, pri ¢emu najcesce
nastaje  8-oksogvanozin. Medutim, ona
zahvaca 1 citozin, stvaraju¢i 5- 1 5,6-
hidroksilcitozin, i metilcitozin. Oksidacijom
metilcitozina nastaju 5-hidroksimetilcitozin
i 5-formilcitozin, iste baze koje nastaju i
procesom aktivne demetilacije TET
enzimima. Dakle, oksidacija nemetiliranih
CpG dinukleotida ometa metilaciju DNMT
enzimima, dok oksidacija metiliranih CpG
zapravo predstavlja demetilaciju (472). U

oksidativni  stres 1

DNA metilaciju i

svakom  slucaju,

oksidacija remete
regulaciju transkripcije. Potomci muskaraca
¢iji je metilom izmjenjen u smjeru
hipometilacije oboljevaju od metabolickog
sindroma i dijabetesa u odrasloj dobi (468).
Ovakav obrazac epigenetskih modifikacija
genoma spermija zabiljeZzen je u muskaraca
s visokim koncentracijama ftalata u urinu
(482). Pokusi na zZenskim Stakoricama,
potvrduju oStecenje ovarijske funkcije uz
endokrine disruptore. Nadalje, istraZivanja
na Stakorskom modelu pokazala su da

izlaganje pesticidu metoksikloru (MXC) u
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fetalnom i1 neonatalnom razdoblju ostecuje
ovarijsku rezervu kroz hipermetilaciju CpG
otoka unutar promotora ERS gena u

stanicama jajnika odraslih jedinki (483).

Navedeno upucuje na nepravilnosti
DNA metilacije pod utjecajem endokrinih

disruptora i oksidativnog stresa u muskim i
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zenskim gametama, sa posljedicnim
prijenosom epigenomskih modifikacija na
potomstvo koje pokazuje vecu tendenciju
oboljevanja od pretilosti, dijabetesa,
sindroma policisti¢nih jajnika, poremecaja u

nastupu puberteta i tumorigeneze.
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