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Studija asocijacije varijanti u genima PRMT6, PEX10, SOX5, MIR27A i MIR146A sa rizikom za
razvoj idiopatke neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije

Sazetak

Posle malignih tumora i vaskularnih bolesti, Svetska zdravstvena organizacija neplodnost
definiSe kao trecu najcescu bolest ljudi sa preko 190 miliona neplodnih osoba Sirom sveta.
Klinicka neplodnost ili sterilitet definiSe se kao nemoguénost zaceca kod para koji ima redovne
seksualne odnose u vremenskom periodu od godinu dana. Terminoloski ,,muska neplodnost” ne
predstavlja jasno definisan klini¢ki sindrom, veé obuhvata skup razli¢itih urodenih ili ste¢enih
stanja heterogene etiologije. Kod skoro trecine parova za problemom zaceé¢a odgovorna je
muska neplodnost. Muska neplodnosti bez jasne etiologije naziva se idiopatska neplodnost.
Medu brojnim faktorima koji uzrokuju razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca,
dominantni uzrocnici su geneticke i epigeneticke promene. Kada je neplodnost muskaraca u
pitanju, rezultati prve GWAS pokazale su statisti¢ki znac¢ajnu asocijaciju tri varijante u genima za
proteine: PRMT6 (rs12097821), PEX10 (rs2477686) i SOX5 (rs10842262) sa rizikom za pojavu
neplodnosti kod muskaraca poreklom iz Kine. Jedan od ciljeva ove disertacije bila je da se ispita
da li se rezultati ove GWAS odnose i na muskarace iz Severne Makedonije. Nakon sprovedene
studije slucajeva i kontola, cilj ove disertacije bila je i meta-analiza ove i drugih studija slucajeva
i kontrola koje su za temu imale mogudu asocijaciju ove tri geneticke varijante sa rizikom za
razvoj idiopatske neplodnosti. Grupa slucajeva u kojoj je ispitivana asocijacija genetickih
varijanti rs12097821, rs2477686 i rs10842262 sa pojavom idioptske neplodnosti ukljucivala je
137 muskaraca sa klinickom dijagnozom idiopatske neplodnosti, dok je kontrolnu grupu ¢inilo
130 zdravih dobrovoljaca odgovarajuéeg uzrasta koji su imali najmanje jedno dete. Geneticke
varijante rs12097821, rs2477686 i rs10842262 nisu pokazale statisticki zna¢ajnu povezanost sa
rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije. Ucestalost alela
G geneticke varijante rs10842262 je znacajno povecana u grupi neplodnih muskaraca sa niskim
volumenom ejakulata, u poredenju sa fertilnim muskarcima, dok je ucestalost genotipa GG
geneti¢ke varijante rs10842262 kod muskaraca sa oligospermijom oko dva puta bila veéa u
odnosu na onu utvrdenu kod fertilnih muskaraca. Rezultati meta-analize ukazuju na povezanost
izmedu manje ucestalog alela G geneticke varijante rs10842262 i muske idiopatske neplodnosti.
Nakon stratifikacije prema etni¢koj pripadnosti ucesnika, rs10842262 je ostao statisticki
znacajno povezan sa neplodnosc¢u kod muskaraca Azijskog porekla. Za drugu testiranu varijantu
rs2477686, rezultati kvantitativne sinteze podataka nisu bili statisti¢ki znacajni. Na kraju,
rezultati meta-analize ukazuju na povezanost izmedu geneti¢ke varijante rs12097821 i
idiopatske neplodnosti muskaraca. Mikro RNK su mali nekodiraju¢i molekuli RNK koji reguliSu
ekspresiju gena na postranskripcionom nivou i ucestvuju u kontroli Sirokog spektra celijskih
procesa. Postoje eksperimentalni podaci da promena u ekspresiji molekula miR-27a i miR-146a
imaju uticaj na odvijanje procesa spermatogeneze i posledi¢an ukupan broj spermatozoida u
ejakulatu. Prekomerna ekspresija miR-27a detektovana je u bioloSkim uzorcima muskaraca sa
klinickom dijagnozom neobstruktivne azoospermije. Ekspresija miR-146a je znac¢ajno smanjena
u uzorcima muskaraca sa azoospermijom, dok je poviSena u uzorcima muskaraca sa
astenozoospermijom. Geneticka varijanta rs2910164 locirana je u regionu semena prateceg



lanca miR-146 i generiSe zamenu baznog para G:U sa baznim parom C:U koji ima efekta u
procesu sazrevanja zrele miR-146a. Geneticka varijanta rs895819 locirana je u regionu klastera
gena pri-miRNK za miR-23a, miR-24a i miR -27a. Identifikovan je kao geneticka varijanta koja
dovodi do promene u sekundarnoj strukturi prekursora miR-27a. Do danas nisu radene studije
asocijacije varijanti rs2910164 i rs895819 sa rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod
muskaraca slovenskog porekla. Grupa slucajeva u kojoj je ispitivana moguca asocijacija
genetickih varijanti rs2910164 i rs895819 sa rizikom za razvoj idiopatke neplodnosti obuhvatala
je 158 muskaraca sa klinickom dijagnozom idiopatske neplodnosti iz Severne Makedonije.
Rezultati ove studije nisu pokazale statisticki znacajnu povezanost geneti¢kih varijanti
rs2910164 i rs895819 sa rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca iz Severne
Makedonije. Rezultati nase studije slucajeva i kontrola pokazali su povezanost genetickih
varijanti rs2910164 i rs895819 sa odredenim podtipovima idiopatske neplodnosti kod
muskaraca iz Severne Makedonije. Manje ucestali alel C rs2910164 statisticki je znacajno Cesci
kod muskaraca sa astenoteratozoospermijom u odnosu na druge podtipove idiopatske
neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije. Neplodni muskarci sa prisustvom
spermatozoida sa genotipom GC varijante rs2910164 pokazali su nizi procenat Zivih
spermatozoida. Nosioci genotipa TC geneticke varijante rs895819 pokazali su niZi procenat
progresivno pokretnih spermatozoida u poredenju sa neplodnim muskarcima sa najceséim
genotipom TT.

Kljune reci: muska neplodnost, studija slucajeva i kontrola, meta-analiza, PRMT6, PEX10, SOX5,
MIR27A i MIR146A

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Biohemija i molekularna biologija



The study of association of variants in genes PRMT6, PEX10, SOX5, MIR27A and MIR146A
with male infertility risk among men from North Macedonia

Abstract

Following malignant tumors and vascular diseases, the World Health Organization ranks infertility as the
third most prevalent human health condition, affecting over 190 million individuals globally. Clinically,
infertility is defined as the inability to conceive after one year of regular, unprotected intercourse in a
couple. "Male infertility" does not represent a well-defined clinical syndrome but rather encompasses a
variety of congenital and acquired conditions with heterogeneous etiologies. In approximately one-third
of infertile couples, male infertility is identified as the primary cause of impaired conception. When no
clear cause is identified, the condition is termed idiopathic infertility. Among the various factors
contributing to idiopathic male infertility, genetic and epigenetic alterations are predominant. The first
genome-wide association study (GWAS) has identified significant associations between male infertility
and three genetic variants: PRMT6 (rs12097821), PEX10 (rs2477686), and SOX5 (rs10842262) in Chinese
men. One of the goals of this dissertation was to examine whether the results of this GWAS also apply to
men from North Macedonia. After conducting a case-control study, the goal of this dissertation was a
meta-analysis of this and other case-control studies that had as their topic the possible association of
these three genetic variants with the risk for the development of idiopathic infertility. The case group
comprised 137 men with clinically diagnosed idiopathic infertility, while the control group included 130
healthy volunteers of comparable age, all of whom had fathered at least one child. The results of the
case-control study revealed no statistically significant association between the variants rs12097821,
rs2477686, and rs10842262 and the risk of developing idiopathic infertility in men from North
Macedonia. However, the frequency of the G allele of rs10842262 was significantly higher in infertile
men with low ejaculate volume compared to their fertile counterparts. Additionally, the GG genotype of
rs10842262 was found to be approximately twice as frequent in men with oligospermia relative to
fertile men. The meta-analysis provided further insight, showing an association between the minor G
allele of rs10842262 and male idiopathic infertility. Notably, this association remained statistically
significant in Asian populations. Conversely, the rs2477686 variant did not show a significant association
in the meta-analysis. In contrast, rs12097821 was found to be associated with male idiopathic infertility.
MicroRNAs are small noncoding RNA molecules that function broadly as negative regulators of gene
expression to control a wide range of cellular processes. Further examination of the molecular
mechanisms underlying male infertility revealed that alterations in the expression of microRNAs, such as
miR-27a and miR-146a, play a crucial role in spermatogenesis and sperm quality. Overexpression of miR-
27a has been observed in men with non-obstructive azoospermia, while miR-146a expression was
significantly decreased in azoospermic men but elevated in men with asthenozoospermia. The genetic
variant rs2910164, located in the "seed" region of miR-146a, causes a G:U base pair substitution that
affects miR-146a maturation. Similarly, the variant rs895819, situated within the pri-miRNA gene cluster
for miR-23a, miR-24a, and miR-27a, alters the secondary structure of the miR-27a precursor. To date, no
studies have explored the associations of the rs2910164 and rs895819 variants with idiopathic infertility
in Slavic populations. In this study, 158 men from North Macedonia with clinical diagnoses of idiopathic
infertility were examined for these genetic variants. The results did not indicate a significant association
between either rs2910164 or rs895819 and the risk of idiopathic infertility. However, a closer look at
subtypes of idiopathic infertility revealed that the C allele of rs2910164 was significantly more frequent



in men with asthenoteratozoospermia compared to other infertility subtypes. Additionally, men with
the GC genotype of rs2910164 exhibited a lower percentage of live sperm. Infertile men carrying the TC
genotype of rs895819 demonstrated a lower percentage of progressively motile sperm compared to
those with the common TT genotype. These findings suggest that while no overall association was
found, these genetic variants may influence specific subtypes of male idiopathic infertility in the North
Macedonian population.

Keywords: male infertility, case-control study, meta-analysis, PRMT6, PEX10, SOX5, MIR27A and
MIR146A

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Biochemistry and molecular biology



Lista skraéenica

A — Adenin (azotna baza)

AH — Androgeni hormon

AIC — Akaike informacioni kriterijum

AIS — Sindrom neosetljivosti na androgene hormone (eng. Androgen insensitivity syndrome, AlS)
ANAPC1 — Subjedinica 1 kompleksa za inicijaciju anafaze (eng. Anapahe Promoting Complex
Subunit 1, ANAPC1)

AR — androgeni receptor

ART — Potpomognuta reproduktivna tehnologija (eng. Assisted Reproductive Technology, ART)
AZF — Azoospermija faktor (eng. AZoospemia Factor, AZF)

BLAST — eng. Basic Local Alignment Search Tool

BOMB protokol — eng. Bio-On-Magnetic-Beads Protocol

bp — Bazni par

BSA — Govedi serumski albumin (eng. Bovine Serum Albumin, BSA)

C — Citozin (azotna baza)

CDY — Protein sa hromodomenom Y-vezan (eng. Chromodomain protein, Y-linked gene, CDY)
CFTR — Transmembranski protein povezan sa cisticnom fibrozom (eng. Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator, CFTR)

Cl — Interval poverenja (eng. Confidence Interval, Cl)

CNVs — Varijacije u broju kopija (eng. Copy number variations, CNVs)

DBY — Protein sa DEAD domenom DBY (eng. DEAD box polypeptide 3, Y-linked, DBY)
DMRs — Diferencijalno metilovani regioni (eng. Differentially methylated regions, DMRs)
DNK — Dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA- Etilendiamintetrasirzetna kiselina (eng. Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)
Et-Br — Etidijum-bromid

FAM131C - Clan C familije sa sekvencom sliécnom 131 (eng. Family with sequence similarity 131
member C, FAM131C),

FRET — Transfer fluorescentne rezonantne energije (eng. Fluorescence Resonance Energy
Transfer, FRET)

G — Guanin (azotna baza)
GWAS - Studija asocijacije na ¢itavom genomu (eng. Genome Wide Association Study, GWAS)

HLA-DRB1 — Protein MHC, klase Il, DR beta 1 (eng. major histocompatibility complex, class Il, DR
beta 1, HLA-DRB1),
HWE — Hardi-Vajnbergova ravnoteza (eng. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE)

I — indeks nedoslednosti (eng. Inconsistency Index)
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iRNK — Informaciona ribonukleinska kiselina

K562 — Komercijalno dostupan molekul DNK visoke molekulske mase (eng. K562 DNA High
Molecular Weight)

KMT2C - Lizin N-metiltrasferaza 2C (eng. Lysine N-methyltransferase 2C, KMT2C)

MLPA — Metoda viSestrukog umnoZavanja ligiranih proba (eng. Multiplex Ligation dependent
Probe Amplification, MLPA)

NO — Azot-monoksid
NOA — Neobstruktivna azoospermija (eng. Nonobstructive Azoospermia, NOA)
NOS3 — Azot-monoksid-sintetaza 3 (eng. Nitric-oxide synthase 3, NOS3)

OR — Odnos sansi (eng. Odds Ratio, OR)

PCR - Lancana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR)

PEX10 — Faktor biogeneze peroksizoma 10 (eng. Peroxisomal Biogenesis Factor 10, PEX10)
PRMT®6 — Protein arginin N-metiltransferaza 6 (eng. Protein arginine N-methyltransferase 6,
PRMT6)

RFLP — Polimorfizam u duzini restrikcionih fragmenata (eng. Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP)

RNK — Ribonukleinska kiselina

ROS — Reaktivne vrste kiseonika (eng. Reactive oxygen species, ROS)

SAA1 — Amiloid seruma A1 (eng. Serum Amyloid A1, SAA1),

SOX 5 — Transkripcioni faktor sa SRY-boksom 5 (eng. SRY-Box Transcription Factor 5, SOX5)
SRGAP2 — eng. SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 2

SUSD2 — Protein sa Sushi domenom 2 (eng. Sushi Domain Containing 2, SUSD2)

T — Timin (azotna baza)

TBE pufer — eng. Tris/Borate/EDTA, TBE

TP — Tranzicioni protein (eng. Transitional protein, TP)

TSPY 1 — Testis specifican Y-onom kodiran protein 1 (eng. Testis-specific Y-encoded protein 1,
TSPY 1

U — Uracil (azotna baza)

USP9Y — Ubikvitin specificna proteaza 9 Y-vezana (eng. Ubiquitin specific peptidase 9, Y-linked,
USP9Y)

UV — Ultraljubicasto zracenje

Vit — procenat Zivih spermatozoida (tokom analize ejakulata spermogramom)

WHO - Svetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization, WHO)
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1. uvoD

1.1. Neplodnost kod muskaraca

1.1.1. Definicija neplodnosti

Prema definiciji Svetske zdravstvene organizacije (eng. World Health Organization,
WHO), klinicka neplodnost ili sterilitet definiSe se kao nemoguénost zacec¢a kod para koji ima
redovne seksualne odnose u vremenskom periodu od godinu dana bez primene kontracepcije.
Terminoloski, ,,muska neplodnost” ne predstavlja jasno definisan klinicki sindrom, ve¢ obuhvata
skup razli¢itih urodenih ili steCenih stanja heterogene etiologije. Priblizno u svetu 15% parova
suoceno je problemom neplodnosti, od ¢ega je muski faktor neplodnosti samostalno odgovoran
za 20-30% slucajeva, dok se u polovini kombinuje sa Zenskom neplodnos¢u. Posle malignih
tumora i kardio-vaskularnih i cerebro-vaskularnih bolesti, WHO neplodnost definise kao trecu
najcescu bolest ljudi sa preko 190 miliona neplodnih osoba Sirom sveta (1). U 2019. godini
registrovan je porast od 76,9% u broju dijagnostikovanih slu¢ajeva muske neplodnosti u odnosu
na 1990. godinu. Najveci broj slucajeva dijagnostikovan je u Zapadnoj sub-saharskoj Africi,
Istocnoj Evropi i Isto¢noj Aziji (2).

1.1.2. Etiologija muske neplodnosti

Neplodnost ili smanjena plodnost muskaraca moZe biti uzrokovana staroscu,
kongenitalnim malformacijama, varikocelom, endokrinopatijama, odredenim stilovima Zivota
kao Sto je pusenje, alkoholizam, gojaznost i izloZenost zagadenju Zivotne sredine koje ispoljava
gonadotoksicni efekat (3). Takode, infekcije poput gonoreje (Neisseria gonorrhoeae), hlamidije
(Chlamydia trachomatis), mikoplazme (Mycoplasma genitalium) i ureoplazme (Ureaplasma
urealyticum) mogu biti uzroci neplodnosti (4). NajéeSce identifikovan uzrok neplodnosti kod
muskaraca je varikocela koja se manifestuje kao prosirenje venskog spleta koji odvodi krv iz
testisa (5). Za izlaganje raznovrsnim hemijskim supstancama pokazano je da mogu negativno
delovati kao reproduktivni ,otrovi“. Tako na primer, testovi funcionalnosti spermatozoida jasno
pokazuju da prisustvo visoke koncentracije olova smanjuju sposobnost njihovog vezivanja,
probijanja i oplodivanja jajne celije (6).

Medutim, za veliki broj slu¢ajeva, 30 do 50%, etiologija i jasan uzrok neplodnosti nije
identifikovan i takvi oblici svrstavaju se u kategoriju idiopatske neplodnosti. S obzirom na to da
se ovo stanje dijagostikuje iskljuivanjem svih drugih poznatih uzrocénika, obuhvata vrlo
heterogenu grupu bolesnika. Dominantni pretpostavljeni uzrocnici idiopatskog steriliteta su
dejstvo slobodnih radikala, reaktivnih kiseonic¢nih vrsta, ali pre svega epigeneticke i geneticke
izmene, kao posledica interakcije izmedu genetickih i sredinskih faktora (7,8).



1.1.3. Dijagnostika muske neplodnosti

Dijagnotika neplodnosti kod muskaraca vrsi se integrisanjem podataka o istoriji
bolesnika, klinickim i endokrinoloskim pregledom i analizom semene tecnosti, procedurom koja
se naziva spermogram. Buduci da su infektivni agensi oznaceni kao vazan uzrocnik steriliteta,
mikrobioloski testovi nakon uzimanja brisa i uzorka mokrace su takode integralni deo
dijagnosticke procedure. Uprkos relativno niskoj ucestalosti endokrinopatija kao uzrocnika
neplodnosti, detaljan opis hormonskog statusa bolesnika predstavlja obavezan korak tokom
dijagnostike (9).

Klinicki pregled podrazumeva uvid u opSte stanje bolesnika, karakteristike maljavosti,
eventualno prisustvo ginekomastije kao i abnormalnosti vezanih za koStani sistem. Takode, ovaj
pregled zahteva detaljnu analizu penisa, kao i skrotuma, testisa, odvodnih kanala i drugih
struktura muskog polnog sistema, u svrhu dijagnostikovanja kongenitalnih malformacija ili
drugih defektnih stanja koja mogu biti uzrok sterilnosti. Nizom mikrobioloskih testova na brisu
uretre i spermokulture ispituju se mogucée infekcije urogenitalnog trakta. lako su
endokrinopatije odgovorne za manje od 3% slucajeva muske neplodnosti, klini¢ki pregled
obavezno obuhvata i analizu hormonskog statusa bolesnika (10).

Rutinska analiza semene tecnost bolesnika oznadena kao spermogram, predstavlja
okosnicu dijagnosti¢ke procedure s obzirom na to da parametri o koncentraciji, pokretljivosti i
morfologiji spermatozoida dobijeni tokom same analize daju najznacajniji uvid u funkcionalni
kapacitet muskog reproduktivnog sistema i spermatozoida (slika 1.1) (9).

A B C
Slika 1.1. Shematski prikaz rezultata spermograma. A) analiza broja spermatozoida; B)
morfologija i C) pokretljivost spermozoida. U prvim polovinama kruga osencenih plavom bojom
shematski su prikazani razultati spermograma u fizioloSkim granicama a u drugim polovinama
kruga osencenih Zutom bojom shematski su prikazani rezultati spermograma smanjenog broja
(A), izmenjene morfologije (B) i smanjene pokretljivosti spermatozoida (C) (slika dostupna na
URL: https://nivf.ir/semen-analysis-spermogram/?lang=en)

Spermogram obuhvata analizu broja, pokretljivosti i morfoloskih karakteristika
spermatozoida. Bioloski uzorak za analizu potrebno je obezbediti nakon perioda apstiniranja od
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ejakulacije u periodu od najmanje 4 dana. Godine 2010., WHO je objavila nove referentne
vrednosti parametara semene tecnosti analiziranih metodom spermograma koje su prikazane
su u tabeli 1.1., a koriste se pri postavljanju dijagnoze muske neplodnosti (11).

Tabela 1.1. Referentne vrednosti spermograma

Karakteristike Jedinice | Referentne vrednosti
(najnize)

Volumen mL 1,5

Koncentracija spermatozoida 10°/mL 39

Ukupan broj spermatozoida 10° 15

Ukupan broj pokretnih spermatozoida % 40

Broj progresivno pokretnih spermatozoida % 32

Ukupan broj “zivih” spermatozoida % 58

Broj spermatozoida neizmenjene morfologije % 4

Klasifikacija oblika muske neplodnosti na osnovu rezultata dobijenih sprovodenjem
spermograma vrsi se po uputstvima datim od strane WHO (tabela 1.2.). Najcesce
dijagnostikovani oblici neplodnosti kod muskaraca manifestuju se potpunim odsustvom ili
smanjenom  koncentracijom, slabom pokretljivoséu i abnormalnom morfologijom
spermatozoida (11).

Tabela 1.2. Tipovi steriliteta

Tip steriliteta Glavna odlika
Aspermija Odsustvo ejakulata (bez ili sa retrogradnom ejakulacijom)
Astenozoospermija % PR spermatozoida ispod referentne vrednosti

Astenoteratozoospemija | % PR i normalnih oblika spermatozoida < referentnih vrednosti

Azoospermija Bez spermatozoida u ejakulatu

Kriptozoospermija Spermatozoidi prisutni jedino u precipitatu nakon centrifugiranja
Hemospermija Prisustvo eritrocita u ejakulatu

Leukospermija Prisustvo leukocita u ejakulatu iznad granicne vrednosti




Nekrozoospermija Mali procenat vijabilnih i veliki procenat nepokretnih
spermatozoida

Oligoastenozoospermija | Ukupan broj i PR (%) spermatozoida ispod referentnih vrednosti

OAT Astenozoospermija, Oligozoospermija i Teratozoospermija

Oligoteratozoospermija | Broj i % spermatozoida normalnog oblika < referentnih vrednosti

Oligozoospermija Ukupan broj spermatozoida ispod referentne vrednosti

Teratozoospermija % spermatozoida normalnog oblika ispod referentne vrednosti

Skracenice: PR — progresivno pokretni (eng. Progressive motility)
1.1.4. LeCenje muske neplodnosti

Lecenje muske neplodnosti zavisi od uzro¢nika koji je doveo do razvoja bolesti, pa tako
kongenitalne malformacije urogenitalnog trakta, opstrukcija semenovoda, kriptorhizam
(nespustanje testisa) i varikocela zahtevaju hirursku intervenciju, hormonski poremecaji
terapiju hormonima, dok se neplodnost izazvana bakterijskim infekcijama leci antibiotskom
terapijom. Stanja poput atrofije testisa ili potpunog izostanka spermatozoida ne mogu se leciti
(12,13). Biopsija testisa koja se koristi i kao procedura za utvrdivanje dijagnoze muske
neplodnosti, moZe predstavljati i terapijsku proceduru kojom se prikupljaju spermatozoidi
direktno iz testisa neposredno pre sprovodenja postupka vantelesne oplodnje (14).

1.2. Molekularna osnova neplodnosti kod muskaraca

Medu brojnim faktorima koji uzrokuju razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca,
dominantni uzrocnici su geneticke i epigeneticke promene. Stoga je rast broja istraZivanja
usmerenih na molekularnu osnovu ove slozene bolesti sve ocigledniji. Veliki napredak postignut
je zahvaljujudi intenzivnom razvoju genomike i novim metodoloskim pristupima u istraZivanju.
Rezultati do kojih se i dalje dolazi potvrduju da geneticke izmene, mutacije u genima za
proteine i funkcionalne ribonukleinske kiseline (RNK), retke varijacije u broju kopija,
epigeneticke izmene i geneticke varijante niske penetrabilnosti direktno ili posredno doprinose
ili su uzrok idiopatske neplodnosti muskaraca (15,16).

1.2.1. Hromozomske aberacije

Prisustvo hromozomskih aberacija karakteriSe muskarce sa sterilitetom u vecem
procentu u odnosu na opstu populaciju. Procenjeno je da se incidenca ovog uzrocnika krece u
intervalu od 2% do 8% neplodnih muskaraca. Zapazen je i porast ove vrednosti kod
azoospermicnih muskaraca na 15%, uglavhom kod osoba sa aneuploidijom X hromozoma
(Klinefelterov sindrom, 47, XXY). Predominantne su abnormalnosti polnih hromozoma, ali je i
Sirok spektar stukturnih autozomalnih poremecaja takode opisan. Pored Klinefelterovog
sindroma, kao najucestalije numeric¢ke aberacije povezane sa neplodno$éu kod muskaraca su
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aneuplodije hromozoma Y (47, XYY), kao i strukturne aberacije hromozoma Y u vidu inverzija,
translokacija i delecija, najéesée u regionu dugog kraka. Prisustvo translokacija karakterise kako
polne, tako i autozomalne hromozome (17).

1.2.2. Mikrodelecije dugog kraka hromozoma Y kao uzroc¢nici muske neplodnosti

Najéeséi molekularno-geneticki poremecaji povezani sa neplodno$¢u kod muskaraca su
mikrodelecije dugog kraka (q) hromozoma Y Cije se prisustvo detektuje kod 10% neplodnih
muskaraca, dok ovaj procenat raste na 15% kod muskaraca sa azoospermijom. De novo delecije
u okviru dugog kraka hromozoma Y su medu najéeS¢im hromozomskim poremeéajima kod
muskaraca dostizuci ucestalosti i do 20% u odnosu na ukupan broj muskaraca sa neplodnoséu.
Postoje eksperimentalni dokazi da ove delecije nastaju prilikom mejoze kao posledica
rekombinacionih dogadaja izmedu visoko repetitivnih sekvenci u okviru molekula
dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) (18).

Veliki broj gena ukljuéenih u proces spermatogeneze nalazi se na dugom kraku
hromozoma Y, u regionu AZF u okviru lokusa AZFa, AZFb i AZFc, (eng. Azoospermia factor,
AZF)(8). U najve¢em broju slucajeva, mikrodelecije dugog kraka hromozoma Y pogadaju regione
AZFb i AZFc, prouzrokujuéi istovremeno ,brisanje” gena. Delecije u regionu AZFa su prilicno
retke i mogu dovesti do ,brisanja“ samo dva gena USP9Y (eng. Ubiquitin specific peptidase 9, Y-
linked, USP9Y) i DBY (eng. DEAD box polypeptide 3, Y-linked, DBY) (19).

1.2.3. Varijacije u broju kopija kao uzro¢nici muske neplodnosti

Uz kompletno brisanje regiona AZFc koje je potvrdeno kao najceséi geneticki uzrok
poremedaja spermatogeneze i neplodnosti kod muskaraca, intrahromozomalna homologna
rekombinacija moZe generisati i parcijalne delecije, kao i parcijalne duplikacije, unutar regona
AZFc, koje se dovode u vezu sa povecanim rizikom od razvoja muske neplodnosti. Osim
mikrodelecije koja obuhvata Citav region AZFc, u okviru istog regiona registruju se i suptilnije
stukturne promene po tipu inverzija, delecija ili duplikacija. Danas znamo da neki od opisanih
hromozomskih rearanZmana predstavljaju varijacije u broju kopija (eng. Copy number
variations, CNVs) regiona AZFc (20,21). Geneticke studije sprovedene na razli¢itim etnickim
grupama cCesto daju oprecne rezultate, pa se tako jedan isti rearanZman moze tumaciti kao
potencijalni faktor rizika u jednoj populaciji, dok u drugoj predstavlja samo jos jednu geneti¢ku
varijanti koja ne pokazuje nikakav doprinos razvoju neplodnosti. Veliki broj studija sluéajeva i
kontrola pokazao je da CNV po tipu delecija oznacena kao gr/gr predstavlja faktor rizika za
razvoj neplodnosti kod muskaraca u razliitim populacijama. Medu najucestalije CNVs u okviru
regiona AZFc spadaju: delecije gr/gr i b2/b3, kao i duplikacije gr/gr i b2/b3, a njihovi nazivi
oznacavaju amplikone u okviru kojih se desavaju strukturne promene (23). Varijacije u broju
kopija regiona AZFc detektovane su kako kod neplodnih tako i kod fertilnih muskaraca iz opste
populacije. To je razlog zbog ¢ega je teSko utvrditi znacaj CNVs u patogenezi muskog steriliteta.
Rezultati studija slucajeva i kontrola ukazuju da efekat CNVs na muski sterilitet zavisi od
geografske i etnicke pripadnosti (20-22).



Standardna metoda za detekciju mikrodelecija i CNVs je multipleks PCR baziran na STS
(eng. Sequence-tagged site, STS) markerima koji su locirani na granicama amplikona. Ova
metoda nema moguénost detekcije duplikacija i kompleksnih hromozomskih reranZmana. Za
razliku od multipleks PCR-a, metoda viSestrukog umnoZavanja ligiranih proba (eng. Multiplex
Ligation dependent Probe Amplification, MLPA) senzitivnija je i efikasija metoda u detekciji
CNVs u regionu AZF hromozoma Y, koja ima moguénost analize preko 50 razli¢itih sekvenci u
samo jednoj reakciji. Pored detekcije mikrodelecija i parcijalnih delecija, ima moguénost

......

1.2.4. Mutacije u genima za proteine kao uzrocnici neplodnosti kod muskaraca

Procenjuje se da je preko sto proteina, odnosno gena, neophodno za seksualni razvoj i
diferencijaciju muskog polnog sistema, kao i za njegovo funkcionisanje i proizvodnju
spematozoida. Geni koji ucestvuju u tim procesima su locirani na razli¢itim delovima genoma
¢oveka, i nalaze se kako na polnim, tako i na autozomalnim hromozomima (25,26). Medutim,
samo neki od njih imaju klini¢i znacaj u dijagnostici muske neplodnosti, a to su upravo oni geni
za koje je kroz razliCite tipove studija pokazana direktna povezanost sa defektima u
funkcionisanju polnog sistema i sterilno$¢u. Identifikacija gena koji imaju klju¢nu regulatornu
ulogu, pre svega u procesu spermatogeneze, uglavnom se zasnivala na animalnim modelima
zbog ogranicenja funkcionalne verifikacije na ljudima. Zahvaljuju¢i napretku studija asocijacije
koje se danas sprovode na ¢itavom genomu (eng. Genome Wide Association Study, GWAS) i
analizama na genskim cipovima, intenzivirana su istrazivanja koja za cilj imaju identifikaciju
gena kandidata koji mogu doprineti razvoju neplodnosti kod muskaraca (27). U istraZivanjima
koja se bave muskim sterilitetom pazZnja se posvecuje i genu CDY (eng. Chromodomain protein,
Y-linked gene, CDY) koji se eksprimira isklju¢ivo u testistisima i ucestvuje u epigenetickim
promenama koje prate proces spermatogeneze (28, 29).

Do danas je opisano na desetine gena lociranih na polnim hromozomima i autozomima,
Cije se mutacije mogu dovesti u vezu sa muskom neplodnoséu. Kod 95% muskaraca sa cisticnom
fibrozom utvrdeno je kongenitalno bilateralno odsustvo vas deferens-a, koje se manifestuje
opstruktivnom azoospermijom, pri ¢emu se smatra da je kod 70% ovakvih sluCajeva uzrok
mutacija u genu CFTR (eng. Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator, CFTR) (30).

FizioloSka sinteza androgenih hormona (AH), kao i aktivnost njihovih repectora (AR)
neophodni su za normalan razvoj muskog reproduktivnog sistema i proces proizvodnje
spermatozoida. Mutacije u genu za androgeni receptor (eng, Androgen receptor, AR) lociranim
na dugom kraku hromozoma X Cesto dovode do pojave X-vezanog recesivhog poremecaja,
sindroma neosetljivosti na androgene hormone (eng, Androgen insensitivity syndrome, AlS).
Mutacije u genu AR prisutne su kod muskaraca sa oligozoospermijom i azoospermijom u
relativno malom procentu, 2-3%. Takode, pokazano je i da postoji asocijacija ekspanzija
trinukleotidnih ponovaka CAG i CGG u egzonu 1 gena AR sa smanjenim nivoom proizvodnjom
spermatozoida (31-33).



Gen TSPY 1 (eng. Testis-specific Y-encoded protein 1, TSPY) poseduje kopije na oba kraka
hromozoma Y, i prevashodno se eksprimira u testisima. Smatra se da proteinski produkt ovog
gena kontrolise vremenski profil spermatogeneze signalizirajuéi spermatogonijama da zapocnu
¢eljsku deobu. Pokazano je da je veci broj kopija ovog gena prisutan kod neplodnih muskaraca
(34).

1.2.5. Epigeneticka regulacija ekspresije gena kao uzro¢nik muskog steriliteta

Epigeneticka regulacija ekspresije gena ima bitnu ulogu u sazrevanju i funkcionisanju
spermatozoida, kao i tokom oplodnje i postfertilizacionog perioda. Pakovanje hromatina je
esencijalan korak spermatogeneze i veruje se da igra kljuénu ulogu u razvoju spermatozoida
(35). Tokom procesa remodelovanja hromatina, 85% histona biva zamenjeno protaminima.
Prilikom tog procesa dolazi do umetanja intermedijernih tranzicionih proteina u hromatinsku
strukturu. Istrazivanja na miSevima pokazala su da poremecaji u ekspresiji tranzicionih proteina
TP1 | TP2 (eng. Transitional protein, TP) mogu uzrokovati pojavu sterilnog fenotipa kod
muskaraca (36).

Takode, istrazivana je i funkcija 2 protamina, P1 i P2 i njihova povezanost sa
neplodnosc¢u. Pokazano je da prevremena translacija informacione RNK prepisane sa gena P1
dovodi do zaustavljanja procesa spermatogeneze u stupnju spermatida, i to prevremenom
kondenzacijom hromatina. Mutacije u bar jednom od ova dva gena uzrokuje pojavu poremecaja
u procesima pakovanja hromatina i oStecenja u molekulu DNK, Sto za posledicu ima pojavu
neplodnosti (37,38).

Studija radena u cilju ispitivanja efekta genetickog utiskivanja na pojavu neplodnosti
pokazala je da priblizno 14% neplodnih muskaraca imaju poremecen obrazac utiskivanja u vidu
demetilacije diferencijalno metilovanog regiona na hromozomima poreklom od oca (eng.
Differentially methylated regions, DMRs). U vedini slu¢ajeva to je rezultiralo ispoljavanjem
oligozoospermicnog fenotipa (39).

1.2.6. Neplodnost muskaraca i mitohondrijska DNK

Velika koli¢ina energije neophodna je spermatozoidima da podrzi njihovo kretanje
nakon ejakulacije. OStec¢enja na molekulu mitohondrijske DNK koja nastaju kao posledica
dejstva reaktivnih kiseonic¢nih vrsta (eng. Reactive oxygen species, ROS) najceS¢e dovode do
oksidativnog stresa i mutacija u okviru mitohondrijskog genoma sa patoloskim posledicama, sto
se moZe manifestovati i kroz pojavu steriliteta (40). Delecija dva bazna para u okviru gena COIl/
potencijalno dovodi do kreiranja prevremenog stop kodona i sinteze nekompletnog proteina.
Druga grupa istrazivaca pokazala je da dve najcesc¢e nukleotidne zamene na pozicijama 9055. i
11719. u okviru mitohondrijskog genoma stoje u vezi sa smanjenom pokretljivoséu
spermatozoida (41,42).



1.3. Uloga alela niske penetrabilnosti u razvoju idiopatske neplodnosti kod
muskaraca

Neplodnost se svrstava u grupu sloZenih, multifaktorijalnih bolesti. Varijante u sekvenci
molekula DNK jos jedan su od faktor rizika za razvoj poligenskih bolesti, kakva je i neplodnost.
Za razliku od monogenskih, retkih bolesti koje karakterise geneticka varijanta, oznacena kao
mutacija, sa velikom penetrabilno$¢u i verovatno¢om ispoljavanja fenotipa bolesti, sloZzene
bolesti se naj¢es¢e karakteriSu prisustvom vedéeg broja genetickih varijanti koje mogu, ali i ne
moraju da dovedu do razvoja bolesti. Poznata Hipoteza “Cesta bolest — ¢esta varijanta” govori o
tome da su uzrocnici Cestih multifaktorijalnih bolesti ¢este geneticke varijante, gde pojedinacna
varijanta ima nisku penetrabilnost i samim tim mali udeo u doprinosu bolesti. Na geneticke
varijante kao takve gleda se kao na faktore predispozicije, a ne neophodno direktne uzroc¢nike
bolesti. Upravo zvog navedenih karakteristika multifaktorijanih bolesti, pristup njihovog
izu€avanja kroz familijarne (eng. Linkage) studije pokazao se neadekvatnim (43).

Intenzivni razvoj genomike kao nauke, i novi metodoloSi pristupi, omogudili su
sveobuhvatnije i verodostojnije izucavanje slozenih bolesti predstavljeno studijama asocijacija
baziranih na analizi ¢itavih genoma, bez pocletne hipoteze, odnosno GWA studijama. Ove
studije sprovode se sa ciljem identifikacije novih genetickih varijanti na nivou cCitavog genoma
povezanim sa rizikom za razvoj bolesti ¢oveka. Konacno, kroz sprovedene GWA studije
demonstrirano je da ceste geneticke varijante ne doprinose pojedinacno klinicki zna¢ajnom
riziku za razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca (44,45).

Kada je neplodnost muskaraca u pitanju, rezultati prve GWAS pokazale su statisticki
znacajnu asocijaciju tri varijante u genima za proteine: arginin N metiltransferaza 6 (eng. Protein
Arginine N Methyltransferase 6, PRMT6)(rs12097821), faktor biogeneze peroksizoma 10 (eng.
Peroxisomal Biogenesis Factor, PEX10) (rs2477686) i transkripcioni faktor sa SRY-boksom 5 (eng.
SRY-Box Transcription Factor 5, SOX5) (rs10842262) sa rizikom za pojavu neplodnosti kod
muskaraca poreklom iz Kine (slika 1.2.) (46). Studija slu¢ajeva i kontrola kod muskaraca iz Srbije
nije potvrdila navedenu asocijaciju (47).

Studija GWA iz 2022. godine radena na uzorcima 100 muskaraca sa idiopatskom
neplodnoscu i 100 fertilinih muskaraca Evropskog porekla pokazala je postojanje 12 genetickih
varijanti u 9 gena: ANAPC1 ( eng. Anapahe Promoting Complex Subunit 1, ANAPC1), CES1 (eng.
Carboxylesterase 1, CES1), FAM131C (eng. Family with sequence similarity 131 member C,
FAM131C), HLA-DRB1 (eng. major histocompatibility complex, class I, DR beta 1, HLA-
DRB1), KMT2C (eng. Lysine N-methyltransferase 2C, KMT2C), NOMO1 (eng. Nodal modulator 1,
NOMO1), SAA1 (eng. Serum Amyloid A1, SAA1), SRGAP2 (eng. SLIT-ROBO Rho GTPase activating
protein 2, SRGAP2) i SUSD2 (eng. Sushi Domain Containing 2, SUSD2) asociranih sa rizikom za
pojavu idiopatske neplodnosti (48).

GWAS radena u grupi muskaraca ¢ija se neplodnost povezuje sa varikocelom nije uspela
da identifikuje asocijaciju nijedne geneticke varijante sa rizikom za razvoj neplodnosti kod



muskaraca sa varikocelom. Jedini rezultat ove studije bio je da se varijanta rs1799983 u genu
NOS3 (eng. Nitric Oxide Synthase 3, NOS3) Cesce javlja kod muskaraca sa varikocelom(49).
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Slika 1.2. Prikaz regiona genoma koji okruzuju geneticke varijante rs12097821, rs2477686 i
rs10842262. Varijante su oznacene strelicama, dok su crnim pravougaonicima obeleZeni egzoni
navedenih gena.

1.4. Uloga fenomena RNK interferencije u patogenezi neplodnosti kod muskaraca

Americki biolog Viktor Ambros je 1993. godine otkrio postojanje jednolancanih (protein)
nekodirajuc¢ih molekula RNK u model sistemu C. elegans. To je bila mikro RNK lin-4. Na istom
model sistemu, 1998. godine, Amrikanci Endrju Fajer i Krejg Melo otkrili su fenomen RNK
interferencije, postranskripcioni nacin utisavanja ekspresije gena dvolan¢anim molekulima RNK.
Americki molekularni biolog Geri Ruvkun otkrio je mehanizam kojim lin-4 reguliSe translaciju
ciljnih iRNK, kao i drugu mikro RNK let-7. Za otkri¢e fenomena RNK interferencije, 2006. godine
Fajer i Krejg podelili su Nobelovu nagradu za fiziologiju ili medicinu. Osamnaest godina kasnije
(2024. godine), istu nagradu za otkrice molekula mikro RNK i njene uloge u postranskripcionoj
regulaciji ekspresije gena podelili su Viktor Ambros i Geri Ruvkun (50-52).

Rezultati nedavnih studija pokazali su da se mikroRNK u reproduktivnim organima
muskaraca eksprimiraju na nacin specifi¢an za tip celija i stadijum spermatogeneze. Promene u
nivoima ekspresije mikro RNK imaju efekte u razli¢itim fazama spermatogeneze, ukljucujudi
nediferencirane i diferencirajuce spermatogonije, spermatocite, spermatide i Sertolijeve Celije.
Pored toga utiCu i na kvalitet i koli¢inu sperme, oplodnju, razvoj embriona i rezultate
potpomognute reproduktivne tehnologije (eng. Assisted Reproductive Technology, ART)(53).
Funkcionalne geneticke varijante u genima za mikro RNK imaju uticaj kako na biogenezu, tako i
na funkciju molekula mikro RNK i kao takve mogu imati ulogu u procesima koji dovode do
razvoja idiopatske neplodnosti kod muskaraca. To je razlog Sto se mikro RNK danas razmatraju
kao potencijalni biomarkeri za dijagnostikovanje muske neplodnosti i ishoda ART (54).



Postoje eksperimentalni podaci da promene u ekspresiji molekula miR-27a i miR-146a
imaju uticaj na odvijanje procesa spermatogeneze i posledi¢an ukupan broj spermatozoida u
ejakulatu (55). Kod muskaraca sa azoospermijom utvrden je poremedaj u regulaciji ekspresije
gena koji kodira lizin-specificnu demetilazu 3A posredovanu miR-27a u tkivu testisa.
Prekomerna ekspresija miR-27a detektovana je u bioloskim uzorcima muskaraca sa klinickom
dijagnozom neobstruktivne azoospermije (56). Poremecaj ekspresije utvreden je i za miR-
146a bez za sada utvdenih ciljnih gena (53,57). Ekspresija miR-146a je znacajno smanjena u
uzorcima muskaraca sa azoospermijom, dok je povisena u uzorcima muskaraca sa
astenozoospermijom (58).

Geneticka varijanta rs2910164 gena miR-146 a (GRCh38 5:160485411, G > C) locirana je
u regionu semena (eng. ,seed” region) prateceg lanca ove mikro RNK. Ona generiSe zamenu
baznog para G:U sa baznim parom C:U koji ima efekta u procesu sazrevanja zrele zrelog miR-
146a (59) (Slika 1.3.A). Geneticka varijanta rs895819 (GRCh38 19:13836478, T>C) locirana je u
regionu klastera gena pri-miRNK za miR-23a, miR-24a i miR -27a. Identifikovana je
kao geneticka varijanta koja dovodi do promene u sekundarnoj strukturi prekursora miR-
27a (Slika 1.3.B)(60). Postoje brojni eksperimentalni dokazi o ulozi ove dve geneticke varijante u
patogenezi malignih bolesti ukljucujuci i muskarce iz Srbije (61,62).

miR-146a miR-27a

rs2910164

i}

Slika 1.3. Shematski prikaz sekunarne strukture molekula mikro RNK. A) miR-146a, B) miR-27a.
(slika modifikovana na osnovu slike dostupne na prethodnoj verziji MiRNASNP database v2.0.)

Do danas nisu radene studije asocijacije varijanti rs2910164 i rs895819 sa rizikom za
razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca slovenskog porekla.
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2. CILJEVI

Cilj ove doktorske disertacije je razumevanje uloge odabranih tackastih varijanti u
genima za proteine (PRMT6, PEX10, SOX5) i mikro RNK i mogucih populacionih specifi¢nosti u
etiologiji idiopatske neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije, kao i moguca
identifikacija potencijalno novih bioloskih markera koji bi se kao pomoc¢ni prognosticki
parametri koristili u dijagnostici i leCenju ove bolesti.

Specifi¢ni ciljevi doktorske disertacije su slededi:

- Dizajniranje geneticke studije slucajeva i kontrola (eng. case-control study) kroz
definisanje ukljucnih i iskljucnih kriterijuma za studiju, prikupljanje klinickih podataka
ispitanika, rezultata spermograma i pripremanje kolekcije molekula genomske DNK;

- Genotipizacija tackastih genetickih varijanti u genima za proteine PRMT6 (rs12097821),
PEX10 (rs2477686) i SOX5 (rs10842262);

- Analiza genetickih varijanti u genima za proteine selektovanih na osnovu rezultata GWA
studije u grupi bolesnika i kontrola i njihove povezanosti sa rizikom za razvoj idiopatske
neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije;

- Meta-analiza rezultata ove i drugih studija slucajeva i kontrola koje su za temu imale
mogudéu asocijaciju ove tri geneticke varijante sa rizikom za razvoj idiopatske
neplodnosti;

- Genotipizacija tackastih genetickih varijanti u genima za mikro RNK hsa-miR-27a
(rs2910164) i hsa-miR-146a (rs895819); i

- Analiza selektovanih genetickih varijanti u genima za mikro RNK u grupi bolesnika i

kontrola i njihove povezanosti sa rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod
muskaraca iz Severne Makedonije.
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3. MATERUAL | METODE

3.1. Materijal

Studija je radena na grupi od 158 muskaraca sa dijagnozom idiopatske neplodnosti

dijagnostikovanih i le¢enih u Klinickoj bolnici ,AdZibadem Sistina Skopje”, Skoplje, Severna
Makedonija u periodu od maja do decembra 2018. godine.

Kriterijumi za ukljuéivanje muskaraca sa idiopatskom neplodno$éu u grupu za analizu bili

su slededi:

Odsustvo kongenitalnih malformacija i/ili varikocele prilikom klini¢kog pregleda
Odsustvo hormonskih poremecaja koji mogu uticati na kvalitet spermograma tokom
laboratorijskog ispitivanja hormonskog statusa

Odsustvo poboljSanja u parametrima spermograma nakon primenjene vitaminske
terapije i promene Zivotnog stila u periodu od najmanje dva meseca kao Sto je
konzumiranje alkohola i duvana

Odsustvo Klineferterovog sindroma nakon citogenetske analize kariotipa muskaraca sa
idiopatskom neplodnoséu

Odsustvo mikrodelecija hromozoma Y koje je utvrdeno koris¢enjem metodom
multipleks PCR na uzoricma genomske DNK ispitanika radenoj u laboratoriji MANU
(Makedonskata akademija na naukite i umetnostite), Skoplje.

Kontrolnu grupu ¢inilo je 130 fertilnih muskaraca priblizo iste starosne dobi ispitanika

svrstanih u grupu muskaraca sa idiopatskom neplodnoscu iz populacije Serverne Makedonije.

Za svakog ispitanika ukljuéenog u ovu studiju pribavljeni su rezultati spermograma,

izmeren nivo testosterona u krvi kao i osnovni podaci o godistu i Zivotnim navikama ukljucujudi i
prisustvo gojaznosti.

Kao bioloski uzorak za izolovanje genomske DNK od muskaraca sa dijagnozom

idiopatskog steriliteta i fertilnih muskaraca koris¢ena je puna periferna krv koja je, postujuci
propisane uslove (na ledu), iz Klinicke bolnice ,Adzibadem Sistina Skopje”, Skoplje, Severna
Makedonija transpotovana u Centar za humanu molekularnu genetiku Univerziteta u Beogradu-
BioloSkog fakulteta sa pribavljenim dozvolama za uvoz bioloSkog materijala koji se koristi u
naucne svrhe.
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3.2. Metode

3.2.1. lzolacija genomske DNK iz uzoraka periferne krvi

Izolacija genomske DNK vrSena je koriséenjem magnetnih kuglica sintetisanih u Centru
za humanu molekularnu genetiku Bioloskog fakulteta-Univerziteta u Beogradu prema BOMB
(eng. Bio-On-Magnetic-Beads) protokolu (63).

Protokol za izolaciju genomske DNK bio je sledeéi:

- U ependorf mikrotube od 1,5 ml dodavano je 500 ul pune periferne krvi, 800 ul TE pufera;

- Ependorf mikrotube su vorteksovane do 15 sekundi, a potom centrifugirane na 10 000
obrtaja u minutu (eng. rotation per minute, rpm) u trajanju od 2 minuta u centrifugi
Labofuge 400R (Heraeus instruments, Nemacka);

- Nakon odlivanja supernatanata u Ependorf mikrotube je dodavano po 1 ml TE pufera,

- Ependorf mikrotube su vorteksovane do 15 sekundi, a potom centrifugirane na 10 000
rpm u trajanju od 2 minuta;

- Korak centrifugiranja ponavljan je potreban broj puta sve dok talog nije postao bistar;

- U ependorf mikrotube je dodavano 140 ul TE pufera (koji sadrzi enzim RNAzu A), 240 pl
pufera za lizu Lysis Buffer B (Norgen Biotek Corp., Kanada) i 5 pl proteinaze K (Zymo
Research Corp., SAD)(rastvor proteinaze K je pre upotrebe vorteksovan);

- Mikrotube su vorteksovana do 15 sekundi;

- Nakon vorteksovanje, mikrotube su inkubirane u vodenom kupatilu na temperaturi od
56°C, u trajanju od dva do tri sata ili preko noéi u zavisnosti od kvaliteta bioloskog uzorka;

- Nakon inkubcije u vodenom kupatilu, u mikrotube sa smeSom je dodavano 320 ul
lzopropanola;

- Mikrotube su vorteksovane do 15 sekundi;

- Nakon vorteksovanje, u mikrotube je dodavano 20 ul BOMB magnetnih kuglica nakon
¢ega su mikrotube ponovo vorteksovane;

- Ependorf mikrotube su potom bile poredane na magnetnom stalku i ostavljane dok se
magnetne kuglice u rastvoru nisu spustile na dno mikrotuba odnosno nasle na strani
ependorf mikrotuba okrenutih ka magnetnom stalku;

- Paizljivim rukovanjem, ependorf mikrotube su uklanjane sa stalka i tom prilikom je
supernatant odlivan;

- U ependorf mikrotube dodavano je 400 ul izopropanola uz vorteksovanje smese;

- Iz ependorf mikrotuba pre vra¢anja na stalak ponovo je uklanjan supernatant; po vraéanju
na stalak je ponovo uklanjan supernatant;

- U identicnom koraku kao koriséenjem lzopropanola, magnetne kuglice su dva puta
ispirane sa 300 ul 80% etanola;

- Po odlivanju etanola ependorf mikrotube sa magnetnim kuglicama su 10 minuta
inkubirane u vodenom kupatilu na temperaturi od 70°C;

- Nakon inkubacije na temperaturi 70°C koja je vr$ena sa ciliem su$enja ependorf
mikrotuba, u iste je dodavano po 70 pl dejonizovane vode (eng. Nuclease-Free Water)
(Qiagen, Nemacka);
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- Ependorf mikrotube su potom vorteksovane 15 sekundi i ponovo postavljane na koriséeni
stalak;

- Na kraju, iz ependorf mikrotuba pipetiran je supernatant sa rastvorenom genomskom
DNK koji je prebacivan u nove ependorf mikrotube;

- Do dalje upotrebe, ependorf mikrotube ¢uvane su na temperaturi od -20°c.

3.2.2. Provera kvaliteta i odredivanje koncentracije izolovane genomske DNK

Kvalitet izolovane genomske DNK proveravan je elektroforezom u agaroznom gelu, dok
su koncentracije izolovanih DNK bile odredivane koris¢enjem komercijalnog seta za dvolanc¢anu
DNK Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Qiagen, Nemacka) i aparata Qubit® 2.0 Fluorometer
(Invitrogen, SAD).

Provera kvaliteta izolovane genomske DNK vriena je ektroforezom u 0,8% agaroznom
gelu. Za vizuelizaciju uzoraka koris¢en je etidijum-bromid (EtBr) koji je dodavan u gel pre
razlivanja. Elektroforeza je vrSena u 0,5xTBE puferu, dok je kao boja za nalivanje uzoraka na gel
koris¢éena smesa 0,25% bromfenol-plavo, 0,25% ksilen-cijanol i 30% glicerol. Provera kvaliteta
izolacije genomske DNK odredivana je posmatranjem gela na transiluminatoru, izlaganjem
ultraljubic¢astom (UV) zracenju talasne duzine 254 nm (64).

Priprema gela vrsena je prema slede¢em protokolu:

0,8% rastvor agaroze (Serva, Nemacka) u 0,5xTBE puferu (45 mM Tris — borat, 1 mM

EDTA, pH 8) u staklenoj laboratorijskoj ¢asi zagrevan je na temperaturi od 180°C u

mikrotalasnoj pecnici do potpunog razbistrenja rastvora;

- U zagrejan rastvor je dodavan EtBr (finalna koncentracija EtBr u rastvoru bila je 0,5 pug/ml;

- Rastvor agaroze je hladen pod mlazom vode, pa razlivan u kadicu sa ¢esljem i ostavljan 30
minuta na sobnoj temperatura da polimerizuje;

- Nakon polimerizacije, paZljivim rukovanjem je uklanjan ¢esalj i na taj nacin su formirani
“bunarici” na gelu za nalivanje uzoraka;

- 5 ul uzorka mesano je sa bojom za nalivanje (0,25% bromfenol-plavo, 0,25% ksilen-cijanol
i 30% glicerol) u zapreminskom odnosu 5:1, a potom nalivano u bunariée na agaroznom
gelu;

- Za poredenje koncentracija izolovanih uzoraka koris¢en je komercijalno dostupan
standard za koli¢inu K562 (eng. K562 DNA High Molecular Weight) (Promega Corporation,
SAD) koji je nalivan u prvi bunari¢ agaroznog gela;

Elektroforeza je vrSena u 0,5xTBE puferu pri konstantnom naponu od 100 V u
vremenskom intervalu od 15 minuta, u sistemu za elektroforezu Wide Mini-Sub® Cell GT
(BioRad, SAD); Nakon zavrsenog elektroforetskog razdvajanja molekula DNK, gel je izlagan UV
svetlu talasne duZine od 254 nm, na transiluminatoru (Transilluminator, Vilber Lourmat,
Francuska). Prisustvo jedinstvenih traka inteziteta jednakog ili ve¢eg od inteziteta K562 govorilo
je o uspesnoj izolaciji uzoraka genomskih DNK (64).
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Protokol za kvantifikaciju izolovane genomske DNK:

Radni rastvor pripreman je meSanjem 199 ul pufera BR i 1 pl bojenog reagensa BR, po
uzorku;

Radni rastvor je razlivan u ependorf mikrotube od 500 pl, pipetiranjem 190 ul rastvora po
tubi;

U svaku ependorf mikrotubu za uzorke dodavano je 10 pl uzorka DNK, a ista zapremina
svakog od standarda dodavana je u dve mikrotube za standarde;

Smesa je kratko vorteksovana pre merenja koncentracija.

3.2.3. RFLP metoda za genotipizaciju varijanti rs12097821, rs2477686 i rs10842262

Genotipizacija genetickih varijanti u genima za PRMT6 (rs12097821), PEX10 (rs2477686)
i SOX5 (rs10842262) vriena je primenom metode analize polimorfizama u duZini restrikcionih
fragmenata (eng. Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP). Kako bi se umnozili
fragmenti molekula DNK koji okruZzuju ispitivanu geneticku varijantu koris¢ena je metoda
lanc¢ane reakcije polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) (65). Proizvodi PCR reakcije
bili su podvrgnuti reakciji restrikcione digestije. Produkti nastali dejstvom restrikcionih enzima
razdvajani su gel elektroforezom u 3% agaroznom gelu, a ocitavanjem rezultata sa gela vrSena
je genotipizacija.

Za izvodenje reakcije PCR koriséeni su prajmeri navedeni u tabeli 3.1. Dizajn prajmera
vrien je koriséenjem softverskog paketa Primer3 software (Whitehead Institute for Biomedical
Research, SAD) (66). Sastav PCR smeSe dat je u tabeli 3.2. Temperaturni profili PCR reakcije, kao
i o¢ekivane duzine umnozenih fragmenata molekula DNK dati su u tabeli 3.3.

Tabela 3.1. Prajmeri koriSéeni u PCR reakciji fragmenata DNK koji okruzuju geneticke varijante
rs10842262, rs2477686 i rs12097821

Geneticka varijanta Prajmeri Duzina
sekvence

rs10842262-fw 5'-GGCCCAGAAAGACAAATACT-3’ 20 bp
rs10842262-rv 5'-ATTGTTATCTCCAGCCATAC-3’

rs2477686-fw 5'-GCAGTGTTCGTCCTGCAATC-3' 20 bp
rs2477686-rv 5'-TGCTAGCAGCATCCACAGTC-3'

rs12097821-fw 5'-GCAGTTGTATACTTATGCAC-3’ 20 bp
rs12097821-rv 5'-CAGAGAGTTTTAGATTGCCT-3’
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Tabela 3.2. Sastav PCR smeSe za umnozavanje DNK regiona koji okruzuju geneticke varijante
rs10842262, rs2477686 i rs12097821 volumena 15 pl

Komponente Osnovna koncentracija Finalna koncentracija Zapremina (pl)
PCR pufer A (sadrzi 15mm 10X 1X 1.5
MgCl,, Kapa)
Dezoksiribonukleotidi 10 mM 200 pM 0.3
(dDNTs, Fermentas)
Prajmer Rv 10 uM 0.2 uM 0.3
Prajmer Fw 10 uM 0.2 uM 0.3
Taq polimeraza (Kapa) 5U/ul 0.04 U/ul 0.12
DNK / / 1.5
Dejonizovana voda / / 10.98

Tabela 3.3. Temperaturni profili PCR reakcije i duzina amplifikovanih DNK fragmenata

Geneticka varijanta Temperaturni profil DuzZina
fragmenata
1x 40x 1x
rs10842262 97°C/3 min 95°C/1 min 72°C/10 min 225 bp
60°C/1 min 20°C/20 min
72°C/1 min
rs2477686 97°C/3 min 95°C/1 min 72°C/10 min 246 bp
60°C/1 min 20°C/20 min
72°C/1 min
rs12097821 97°C/3 min 95°C/1 min 72°C/10 min 217 bp
60°C/1 min 20°C/20 min
72°C/1 min

Provera uspesnosti i specificnosti PCR reakcije vrSena je gel elektroforezom u 1,5%
agaroznom gelu, pripremanom u 0,5xTBE. Procedura izrade gela identi¢na je onoj opisanoj u
poglavlju 3.2.2. Prisustvo jedne diskretne trake konkretne duzZine potvrdilo je specificnost PCR
reakcije (64). Umesto standarda za kolicinu koriséen je 50 bp DNA ladder (Fermentas, Litvanija).
Produkti PCR reakcije u zapremini od 10 pl koriS¢eni su prilikom pripreme reakcione smese za
digestiju restrikcionim endonukleazama. U digestionu smesSu dodat je restrikcioni enzim, njemu
odgovarajuci pufer i dejonizovana voda. Osnovne karakteristike restrikcionih enzima koriséenih
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za digestiju fragmenata DNK dati su u tabeli 3.4. Restrikciona digestija produkata PCR reakcije
vriena je preko noci inkubacijom na temperaturi optimalnoj za aktivnost endonukleaza.

Tabela 3.4. Karakteristika restrikcionog enzima koris¢enog za digestiju fragmenata DNK
umnozenih u PCR reakciji

Enzim Geneticka Palindromska Oprimalna DuZina RFLP Pufer
varijanta sekvenca koju temperatura
enzim prepoznaje digestije
FspBI rs10842262 5-CTAG-3’ 37°C 89136 bp Tango
(G/C) buffer
FspBI rs2477686 5-CTAG-3’ 37°C 731173 bp Tango
(C/G) buffer
Alul rs12097821 5-AGCT-3’ 37°C 139i78 bp Tango
(T/G) buffer

*alelske varijante koje kreiraju restrikciono mesto prikazane su podebljanim slovima

Produkti restrikcione digestije razdvajani su elektroforezom u 3% agaroznom gelu.
Procedura izrade gela identi¢na je onoj opisanoj u poglavlju 3.2.2. Genotip analiziranih uzoraka
odredivan je interpretacijom rezultata elektroforeze na osnovu ocekivanih duzina restrikcionih
produkata:

- Za genotip TT geneticke varijante rs12097821 dve trake duZine 139 i 78 bp, za genotip TG tri
trake duZine 217 bp, 139 bp, i 78 bp, a za genotip TT jedna traka duzine 217 bp.

- Za genotip CC geneticke varijante rs2477686 dve trake duzine 173 bp i 73 bp, za genotip CG
tri trake 246 bp, 173 bp i 73 bp, a za genotip GG jedna traka 246 bp.

- Za genotip GG geneticke varijante rs10842262 dve trake duZine 136 bp i 89 bp, za genotip GC
tri trake duzine 225 bp, 136 bp i 89 bp i jedna traka duzine 225 bp za genotip CC.

3.2.4. Provera rezultata genotipizacije varijanti rs12097821, rs2477686 i
rs10842262 metodom sekvenciranja po Sangeru

Uzorci pet nasumicno izabranih muskaraca sa idiopatskom neplodnoscu i pet fertilinih
muskaraca koris¢eni su za proveru genotipizacije rs10842262, rs2477686 i rs12097821
koris¢enjem metode sekvenciranja po Sangeru. Kao pocetni materijal za ovu proveru koriséeni
su PCR produktu dobijeni PCR reakcijom opisanom u poglavlju 3.2.3.

PreciS¢avanje produkata amplifikovanih PCR metodom vrSeno je upotrebom
komercijalnog seta QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Nemacka) prema uputstvu
proizvodaca:

- U ependorf tube sa PCR produktima dodavano je 5 volumena pufera PB

- U slucaju pojave ljubicaste boje, koja je ukazivala na pH vrednost veéu od 7,5, dodavano je 10
pl 3M Na-acetata
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- Sadrzaj iz kolona je prebacivan u kolektorske tubu

- Tube su centrifugirane 1 min na 13 000 rpm

- Nakon odlivanja sadrZaja kolektorske tube dodavano je 650 pl pufera PE
- Tube su centrifugirane 1 min na 13 000 rpm

- Nakon centrifugurianja odlivan je sadrzaj iz kolektorske tube

- Tube su centrifugirane 1 min na 13 000 rpm

- Nakon centrifugiranja kolone su prebacivane u ependorf epruvetu od 1,5 ml
- U Ependorf tube dodavano je pl pufera EB

- Inkubacija je vr$ena u trajanju od 1-5 min na sobnoj temperaturi

- Ependorf tube su centrifugirane 1 min na 13 000 rpm

- Otvorene Ependorf tube su inkubirane 3 min na 72°C

- Precis¢eni fragmenti DNK ¢uvani su na +4°C do analize.

Reakciona smesa pripremana je u zapremini od 5 pl i sadrzala je 2,2 ml BigDye
Terminator v1.1 Cycle Sequencing RR-100 seta (Applied Biosystems, SAD), 0,8 pmol prajmera i
10-40 ng produkta PCR-a, po preporuci proizvodaca. Reakcija je izvodena u masini Veriti®
Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) po sledecem temperaturnom profilu:

- inicijalna denaturacija u trajanju od 1 min na 96°C;

- 25 ciklusa denaturacije u trajanju od 10 s na 96°C, hibridizacije prajmera u trajanju od 5 s na
50°C i ekstenzije u trajanju od 4 min na 60°C; i

- Naglo hladenje na +4°C i ¢uvanje produkata reakcije na istoj temperaturi do trenutka analize.

Pre nego Sto se produkti reakcije PCR-a za sekvenciranje podvrgnu analizi kapilarnom
elektroforezom, vrSena je njihova precipitacija pomocu etanola i EDTA. Preciséeni produkti
rastvarani su u Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems, SAD).

Protokol za precis¢avanje reakcije sekvenciranja koriSéenjem etanol/EDTA precipitacije:

- Nakon reakcije sekvenciranja radene u zapremini od 5 ml, u svaku 0,2 ml mikrotubu dodavano

je 5ml 125 mM EDTA, pH 8,0 (Serva, Nemacka) i 60 ml 96% etanola

SadrZaj u tubi zapremine 0,2 ml mesan je okretanjem gore-dole 4 puta

Smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 min

- Nakon inkubacije tube su stavljane u kolektorske tube zapremine 2 ml i centrifugirane 30 min
na 6 000 rpm na temperaturi od +4°C.

- Odlivanje supernatanta vrSeno je smestanjem mikrotube od 0,2 ml, naopako u kolektorsku
tubu od 2 ml i centrifugiranjem 1 min na 1 200 rpm

- Nakon odlivanja supernatanta dodavano je 60 ml 70% etanola

- Centrifugiranje je vrSeno 15 min na 5 000 rpm i temperaturi od 4°C

- Ponovo je vr$eno odlivanje supernatanta istom procedurom

- Talozi su suSeni inkubiranjem 2 min na 90°C

- Nakon dovavanja 15 ml Hi-Di formamida, rastvoreni talozi su 2 puta kratko vorteksovani

- Pripremljeni uzorci opisanom procedurom ¢uvani su na -20°C do kapilarne elektroforeze.

Kapilarna elektroforeza vrSena je u automatskom sekvenatoru ABI PRISM® 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, SAD), u kapilari od 36 cm koja je ispunjena polimerom POP4
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(Performance Optimized Polymer™-4, Applied Biosystems, SAD). Vreme injektiranja uzorka
iznosilo je 40 s pri naponu od 3 kV, a elektroforeza se izvodila na 15 kV na 55°C u trajanju od 35
min.

Digitalni zapisi automatskog ocitavanja sekvenci tokom kapilarne elektroforeze
obradivani su koris¢enjem Sequencing Analysis v5.2 (Applied Biosystems, SAD) i BioEdit
Sequence Alignment Editor (Ibis Biosciences, SAD). Dobijene sekvence DNK uporedivane su sa
referentnim sekvencama upotrebom programa BLASTN iz familije programa BLAST (eng. Basic
Local Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

3.2.5. Statisticka obrada rezultata genotipizacije varijanti rs12097821, rs2477686 i
rs10842262

Studije sluéajeva i kontrola porede ucestalosti alela i genotipova odabranih varijanti, kod
individua iz dve grupe, radi utvrdivanja potencijalno statistic¢ki zna¢ajnog postojanja vezanosti
odabrane geneticke varijante sa rizikom za razvoj bolesti (67). Za potrebe statisticke analize
koris¢ena je web bazirana aplikacija SNPStats (Catalan Institute of Oncology, Barselona, Spanija)
(68).

U svrhu provere rezultata genotipizacije, pravilne selekcije kontrolne grupe, kao i
stabilne raspodele ucestalosti alela i genotipova, vrSena je analiza prisustva Hardi-Vajnbergove
ravnoteze (eng. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE) u obe grupe ispitanika, nezavisno (69). Za
navedene analize kori$éen je egzaktni test u okviru navedenog softverskog paketa SNPStats.

Nakon proveravanja potencijalnog odstupanje od HWE, pristupilo se testiranju
asocijacije analiziranih genetic¢kih varijanti rs10842262, rs2477686 i rs12097821 sa rizikom za
razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije. Statisticki test primenjen
u tu svrhu zasnivao se na analizi asocijacije posedovanja odredenog alela ili genotipa ispitivane
geneti¢ke varijante i pripadnosti jednoj od dve grupe ispitanika, slucajeva ili kontrola. Testovi
distribucije alela i genotipova izmedu bolesnika i kontrolne grupe bazirani su na logistickoj
regresiji, a kao mera asocijacije alela ili genotipa koris¢en parameter je odnos Sansi (eng. Odds
Ratio, OR). Ova veli¢ina pokazuje koliko je veéa verovatnoca pojave idiopatske neplodnosti kod
muskaraca koji poseduju odredeni alel ili genotip u odnosu na muskarce koje ovaj alel ne
poseduju ili imaju neki drugi genotip iste geneticke varijante. Prilikom izraCunavanja vrednosti
OR, kao referentni alel ili genotip koris¢en je ucestaliji alel, odnosno homozigotni genotip
ucestalijeg alela. Statisticki znacajnim rezultatom smatran je onaj za koji je dobijena P vrednost
bila manja od 0,05, dok su P vrednosti veée ili jednake 0,05 a manje od 0,1 oznacavane trendom
znacajnosti asocijacije (70).

Regresioni testovi koris¢eni su za analizu razli¢itih geneti¢kih modela asocijacije:
kodominantnog, dominantnog, recesivhog, overdominantnog i log-aditivhog. Izbor
najadekvatnijeg modela za ispitivane geneticke asocijacije bazirao se na primeni Akaike
informacionog kriterijuma (eng. Akaike Information Criterion, AIC), a Cije manje vrednosti u
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istom testiranju ukazuju na model koji bolje odgovara ispitivanim asocijacijama, Ukoliko je
razlika izmedu dve najmanje dobijene vrednosti AIC u istom testu bila manja od 2, svaki od
genetickih modela kojima odgovaraju ove vrednosti AIC smatran je potencijalno adekvatnim
(71).

Za analizu kvantitativnih varijabli, odnosno rezultata analize spermograma, koris¢eni su
Kolmogorov-Smirnov test za procenu normalnosti distribucije rezultata, F-test za procenu
jednakosti varijanse u grupama ispitanika, kao i Studentov T-test za poredenje rezultata sa
normalnom raspodelom izmedu grupa. U slué¢aju odsustva normalne raspodele, za poredenje
rezultata analize spermograma u okviru grupa ispitanika koriséen je Man-Vitnijev U-test (72-74).

3.2.6. Meta-analiza asocijacije varijanti rs10842262, rs2477686 i rs12097821 sa
razvojem idiopatske muske neplodnosti

U okviru meta-analize, pretraga baze literaturnih podataka PubMed sprovedena je sa
ciliem identifikacije potencijalno relevantnih publikacija i bazirala se na upotrebi kombinacija
kljuénih redi:

a) ,neplodnost” ili “sterilitet” (eng. infertility) ili odreden tip steriliteta (“Azoospermia”,
“Oligospermia”, “Oligozoospermia”, “Asthenospermia”, “Asthenozoospermia”,
“Teratospermia”, “Teratozoospermia”, “Oligoasthenozoospermia”,
“Asthenoteratozoospermia”, “Oligoteratozoospermia”;

b)“polimorfizam” (eng. polymorphism) ili “varijanta(e)” (eng. variant(s)) ili “genotip” (eng.
genotype);

c¢) identifikator varijante ili ime gena (“PRMT6” ili “PEX10” ili “SOX5” ili “rs12097821”, ili
“rs2477686" ili “rs10842262").

Pretraga nije bila ograni¢ena na unose na engleskom jeziku, dok je vremenski okvir
publikovanja bio ograni¢cen do 31. decembra 2021. godine. Liste referenci potencijalno
pogodnih ¢lanaka za ukljudivanje u meta-analizu analizirane sa ciljem identifikacije dodatnih
publikacija za skrining prema naslovima radova i sadrzaju apstrakata.

IS¢itavanjem naslova i apstrakata eliminisane su iz dalje analize studije koje nisu bile
vezane za temu istrazivanja.

Procena pogodnosti radova za ukljucivanje rezultata u kvantitativnu sintezu zasnivala se
na primeni predefinisanih kriterijuma:

1. Radovi ukljuéuju rezultate studija genetickih asocijacija varijanti rs12097821, rs2477686
i rs10842262 sa rizikom za pojavu muske idiopatske neplodnosti ili specifiénog podtipa;

2. Dizajn je odgovarajudi za studije slu¢ajeva i kontrola;

3. Prikazano je dovoljno podataka za izraéunavanje mera veli¢ine efekata, odnosno OR
(raspodele genotipova, ucestalosti alela) u okviru teksta rada ili prateceg materijala;

4. Prikazane su informacije o dizajnu studija, procedurama regrutovanja i selekcije
ispitanika, karakteristikama kontrolne grupe, kriterijumima za dijagnostiku, etnickom
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poreklu ispitanika, metodologiji genotipizacije i statisticke analize, i drugi metodoloski
podaci od znacaja za temu istraZivanja.

Kriterijumi za eliminaciju studija ukljucivali su
1. Povlacenje objavljenih ¢lanaka;
2. Greske u dizajnu studije; i
3. Vede greske u prezentaciji rezultata.

Iz studija koje su bile zadrzane tokom procene pogodnosti za ukljucivanje u meta-analizu

izdvajani su podaci koji su se odnosili na

1. Imena autora i godinu publikovanja;
Drzavu i etni¢ko poreklo ispitanika;
Broj ispitanika;
Nacin regrutovanja kontrola;
Metode genotipizacije; i
Naziv ispitivane geneticke varijante i brojeve genotipova/alela.

oUuewWN

Za svaku od ispitivanih genetic¢kih varijanti (rs12097821, rs2477686 i rs10842262)
sprovedene su zasebne meta-analize, dok su na osnovu rezultata studija koje su ukljucivale vise
grupa ispitanika ili su analizirale viSe varijanti formirani viSestruki zasebni unosi za statisticku
sintezu podataka.

Testovi kojima je procenjivana heterogenost rezultata studija, kao i kavantitativna
sinteza podataka, sprovedena je uz pomoc statistickih paketa OpenMeta-analyst (The Center for
Evidence-based Medicine, Brown University, SAD) i MetaGenyo (Pfizer-University of Granada-
Junta de Andalucia Centre for Genomics and Oncological Research, (GENYO), Granada, Spanija)
(75). Velicine efekata predstavljani su kao OR i odgovarajuci 95% interval poverenja (95% Cl).

Heterogenost je procenjivana na osnovu rezultata Kohranovog Q testa i indeksa
nedoslednosti (I%), pri ¢emu su P vrednost <0.1 nnaun 1°>250% ukazivale na znacajnu heterogenost
rezultata ukljuéenih studija.

U slucajevima znacajne heterogenosti, metod DerSimoniana i Lerda koris¢en je za
kvantitativnu sintezu, dok je u preostalim slu¢ajevima meta-analiza bila zasnovana na primeni
Mantel-Hanselovog metoda za model fiksiranog efekta (76). Podaci iz studija uklju¢enih u meta-
analizu koris¢eni su za konstrukciju ,Sumskih dijagrama® (eng. Forest plots), u okviru koji su bili
predstavljani odgovaraju¢im simbolom rezultati meta-analize, odnosno veli¢ine efekata i P
vrednosti. Kvantitativna sinteza podataka sprovedena je za Cetiri geneticka modela asocijacija:
dominantni, recesivni, alelski i overdominantni (77).

3.2.7. Genotipizacija varijanti rs2910164 i rs895819

Genotipizacija varijanti u genima MIR-27a (rs2910164) i MIR-146a (rs895819) bila je
izvrSena koriséenjem TagMan® eseja za alalsku diskriminaciju (C_ 3056952 20 i
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C__ 15946974 10) (Applied Biosystems, SAD) prema upustvu proizvodaca, i kvantitativnom
lancanom reakcijom polimeraze (eng. quantitative Polymerase Chain Reaction, qPCR).
Fluorescenca je bila ocitavana pre i nakon amplifikacije molekula DNK, uz koriséenje
odgovarajuce boje kao pasivne reference. Analiza je izvrSena koriséenjem Step One Real-time
PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA), a obrada rezultata upotrebom StepOne
softvera verzije 2.3.

Eseji alelske dikriminacije se zasnivaju na postojanju jedinstvenog para prajmera i
oligonukleotidnih Tagman proba komplementarnih delu sekvence koja se amplifikuje. Svaka
Tagman proba obeleZzena je sa dve fluoroboje — na 5' kraju bojom koja se oznacava kao
reporter, a na 3' kraju bojom koja se oznafava kao priguSiva. Kao posledica transfera
fluorescentne rezonantne energije (eng. Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET), koji
predstavlja inhibiciju boje reportera prigusivaéem usled njihove bliske pozicioniranosti, ne
dolazi do emisije fluorescencije kada je proba intaktna. Nakon koraka denaturacije u PCR
reakciji dolazi do hibridizacije probe ukoliko je proba u potpunosti komplementarna ciljnoj
sekvenci, a u koraku elongacije i do njene hidroliticke degradacije od strane Taq polimeraze.
Usled degradacije probe dolazi do udaljavanja reporterske boje od prigusivada i emitovanja
fluorescencije. Intenzitet fluorescencije raste tokom svakog ciklusa PCR-a kako raste kolicina
matrice sa kojom hibridizuju probe (78).

Svaki esej za alelsku diskriminaciju sadrzao je par proba obelezenih razli¢itim
fluorescentnim bojama od kojih je jedna bila perfektno komplementarna alelu 1, a druga alelu
2. Merenjem promena u intenzitetu fluorescencije boja odredivan je genotip ispitivanog uzorka.

Zapremina pojedinacne reakcione smesSe za genotipizaciju iznosila je 5 ul. Reakciona
smesa sadrzala je 2.5 pl 2xTagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems 2010, SAD),
0.125 pl 40xTagMan Pre-Designed SNP Genotyping Assay i 1.075 ul vode bez nukleaza.

Za genotipizaciju varijante rs2910164 koriséen je esej C__ 3056952 20 (Applied
Biosystems, SAD) a za genotipizaciju rs895819 koriS¢en je esej C__15946974_10 (Applied
Biosystems, SAD) prema uputstvu proizvodaca.

Radi otklanjanja inhibicije dodavan je govedi serumski albumin (eng. Bovine Serum
Albumin, BSA) (Sigma-Aldrich, SAD) kao aditiv finalne koncentracije 0,6 pg/ul.

Reakciona smesa je nalivana na standardnu reakcionu plo¢u (MicroAmp™ Optical 96-
Well Reaction Plate) (Applied Biosystems, SAD) sa 96 bunari¢a. U bunari¢cima Al i B1 svake
reakcione ploce nalivana je kontrola bez matrice (1 pl vode bez nukleaza) koja je sluzila za
proveru kontaminacije reakcije, ali i za ocitavanje krajnjeg stepena porasta fluorescencije. U
ostale bunari¢e nalivano je po 1 pl odgovorajuceg uzorka DNK. Pored negativhe kontrole,
prilikom nalivanja bile su prisutne i pozitivhe kontrole za svaki genotip. Nakon zavrSenog
nalivanja, ploca je prekrivana optickom folijom (MicroAmp™ Optical adhesive film) (Applied
Biosystems, SAD) i centrifugirana 1 minut na 3000 rpm. Reakcija je izvodena u masini
StepOnePlus™ (Applied Biosystems, SAD).
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Temperaturni profil reakcije bio je:
-inicijalna denaturacija na temperaturi 95°C u trajanju od 10 minuta; i
-40 ciklusa od kojih je svaki ciklus bio sastavljen iz denaturacije na temperaturi od 92°C u
trajanju od 15 sekundi i hibridizacije prajmera sa elongacijom na temperaturi od 60°C u
trajanju od 1 minuta.

Analiza podataka vrSena je u softveru StepOnePlusSoftware™ verzija 2.3 (Applied
Biosystems, SAD) koji pomocu slozenog algoritma odreduje koji je doprinos svakog alela iz
pojedinac¢nog uzorka u ukupno detektovanoj vrednosti fluorescentnih signala.

Analiza fluorescentnih signala vrSena je u sledeéim koracima:
- “Pre-read run” kada se pre pocetka amplifikacije merio osnovni nivo fluorescencije poreklom
od spontano degradovanih proba;
- “Amplification run” tokom koga su se belezZili podaci o fluorescenciji poreklom od hidrolize
proba tokom PCR-a u realnom vremenu;
- “Post-read run” kad se od intenziteta fluorescencije na kraju procesa oduzimo intenzitet
fluorescencije izmeren tokom koraka “Pre-read run”.

Na osnovu korigovanih vrednosti fluorescencije program odreduje stvaran porast
fluorescencije, a time i koji su aleli prisutni u pojedina¢nim uzorcima.
3.2.8. Statisticka obrada rezultata genotipizacije varijanti rs2910164 i rs895819

Statisticka obrada rezultata genotipizacije varijanti rs2910164 i rs895819 radena je prema
proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.5.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati formiranja baze podataka i biobanke uzoraka muskaraca sa klinickom
dijagnozom idiopatske neplodnosti i fertilnih muskaraca iz Severne Makedonije

Ukupan broj ispitanika u okviru ove doktorske disertacije Cinilo je 267 muskaraca iz
populacije Severne Makedonije koji su dobrovoljno dali uzorak periferne krvi kao i pismeni
informisani pristanak za njihovo uklju¢enje u ovu studiju.

Grupa slucajeva u kojoj je ispitivana moguéa asocijacija genetickih varijanti rs12097821,
rs2477686 i rs10842262 sa pojavom idioptske neplodnosti ukljucivala je 137 muskaraca sa
klinickom dijagnozom idiopatske neplodnosti koji su dijagnostikovani u bolnici Acibadem Sistina
Skopje, Skoplje, Severna Makedonija u vremenskom periodu od pocetka maja do kraja
decembra 2018. godine. Kontrolnu grupu cinilo je 130 zdravih dobrovoljaca odgovarajuceg
uzrasta koji su imali najmanje jedno dete. Kriterijumi isklju¢enja za grupu slucajeva bili su
dijagnoza varikocele, kongenitalna opstrukcija semenovoda, hromozomske abnormalnosti, kao i
mikrodelecije u regionu AZF hromozoma Y.

Analiza spermograma kod neplodnih muskaraca uradena je u skladu sa smernicama SZO. Na
osnovu rezultata spermograma (kolicine semene tecnosti, pokretljivosti i morfologije
spermograma) neplodni muskarci su svrstavane u podgrupe razli¢itog tipa idiopatske
neplodnosti. Osnovni podaci o starosti muskaraca, nivou testosterona u serumu i parametrima
spermograma u ovoj grupi slu¢ajeva dati su u tabeli 4.1.

Grupa sluéajeva u kojoj je ispitivana moguca asocijacija genetickih varijanti rs2910164 i
rs895819 sa rizikom za razvoj idiopatke neplodnosti obuhvatala je 158 muskaraca sa klinickom
dijagnozom idiopatske neplodnosti iz Severne Makedonije. Podaci o starosti ispitanika i rezultati
spermograma za ovu grupu slucajeva dati su u tabeli 4.2.
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Tabela 4.1. Klinicke karakteristike neplodnih muskaraca koji su sacinjavali grupu slucajeva u
studiji asocijacije genetickih varijanti rs12097821, rs2477686 i rs10842262 i idiopatske

neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije

Klinicka dijagnoza NOA** Drugi tipovi neplodnosti
Broj ispitanika 12 125

Starost (izrazena u godinama)*  36.0+5.8 39.948.7
Testosteron (ng/ml) 5.70+3.08 4.9+1.23
Parametri spermograma

Volumen ejakulata (ml) 3.96+2.18 3.00£1.56
Broj spermatozoida (10°) - 219.4+167.7
Gustina ejakulata (10°/ml) - 74.7452.8
Progresivno pokretni (%) - 33.1+13.9
Rapid progressive motility (%) - 17.518.4
Average progression grade (0-4) - 2.58+0.78
Udeo Zivih spermatozoida (%) - 47.4+17.7

*Podaci prikazani u formi srednjih vrednosti korigovanih za standarnu devijaciju (SD)
**NOA — Neobstruktivna azoospermija (eng. nonobstructive azoospermia, NOA)

Tabela 4.2. Klinicke karakteristike neplodnih muskaraca koji su sacinjavali grupu slucajeva u
studiji asocijacije genetickih varijanti rs2910164 i rs895819 i idiopatske neplodnosti kod
muskaraca iz Severne Makedonije

Klinicka dijagnoza NOA** Drugi tipovi neplodnosti
Broj ispitanika 14 144

Starost (izrazena u godinama)*  35.57+5.91 39.79+48.30
Parametri spermograma

Volumen ejakulata (ml) 4.06+2.04 3.02+1.55

Broj spermatozoida (10°) - 225.15+170.32
Gustina ejakulata (10%/ml) - 75.34+52.16
Progresivno pokretni (%) - 33.57+13.87
Rapid progressive motility (%) - 17.78+8.30
Average progression grade (0-4) - 2.59+0.76
Udeo Zivih spermatozoida (%) - 47.44+17.59

*Podaci prikazani u formi srednjih vrednosti korigovanih za standarnu devijaciju (SD)
**NOA — Neobstruktivna azoospermija (eng. nonobstructive azoospermia, NOA)
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4.2. Rezultati izolovanja genomske DNK iz uzoraka periferne krvi

Iz svih uzoraka periferne krvi muskaraca sa idiopatskom neplodnos¢u i fertilinih
muskaraca iz Severne Makedonije uspesno je izolovana genomska DNK metodom primene
magnetnih kuglica (slika 4.1.)

Slika 4.1. Provera kvaliteta i koli¢ine izolovane genomske DNK elektroforezom u 0,8%
agaroznom gelu bojenim etidijum bromidom (u prvom bumaricu nalazi se K562 — DNK
standard za koli¢inu 1ng/ul). Prisustvo jedne trake je znak da izolovana genomska DNK nije
degradovana i da je zadovoljavajuéeg kvaliteta za dalje analize. Koli¢ina DNK se na agaroznom
gelu vrsi poredenjem intenziteta traka sa trakom u kojoj se nalazi K562.

4.3. Rezultati PCR reakcije za umnoZavanje DNK fragmenata koji okruzuju geneticke
varijante rs10842262, rs2477686 i rs12097821

Specifitnost PCR amplifikacije fragmenata molekula DNK u okviru kojih se nalaze
geneticke varijante rs10842262 (slika 4.2), rs2477686 (slika 4.3) i rs12097821 (slika 4.4)
proveravana je elektroforezom u 1,5 % agaroznom gelu. Prisustvo jedne diskretne trake
ocekivane duzine ukazivalo je na uspesnu i specificnu amplifikaciju fragmenta DNK od interesa.

Slika 4.2. Provera uspesnosti i specificnosti amplifikacije fragmenta DNK u okviru kojeg se
nalazi geneticka varijanta rs10842262 elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu bojenim
etidijum bromidom. Ocekivana duzina amplifikovanih fragmenata DNK iznosila je 225 bp.
(GeneRuler 100bp — standard za duZinu; u poslednjem bunari¢u je negativna kontrola).
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Slika 4.3. Provera uspesnosti i specificnosti amplifikacije fragmenta DNK u okviru kojeg se
nalazi geneticka varijanta rs2477686 elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu bojenim etidijum
bromidom. Ocekivana duZina amplifikovanih fragmenata DNK iznosila je 246 bp. (GeneRuler
100bp — standard za duZzinu; u poslednjem bunariéu je negativna kontrola).

Slika 4.4. Provera uspesnosti i specificnosti amplifikacije fragmenta DNK u okviru kojeg se
nalazi geneticka varijanta rs12097821 elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu bojenim
etidijum bromidom. Ocekivana duzina amplifikovanih fragmenata DNK iznosila je 217 bp.
(GeneRuler 100bp — standard za duZinu; u poslednjem bunariéu je negativna kontrola).

4.4. Rezultati genotipizacije genetickih varijanti rs10842262, rs2477686 i
rs12097821 metodom PCR-RFLP

Ocitavanje rezultata genotipizacije genetickih  varijanti rs10842262 (slika 4.5.),
rs2477686 (slika 4.6) i rs12097821 (slika 4.7.) metodom PCR-RFLP vrseno je u elektroforezom u
3% agaroznom gelu. Genotipizacija sve tri varijante bila je uspeSna kod svih ucesnika
istrazivanja.
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Slika 4.5. Rezultati genotipizacije geneticke varijante rs10842262 metodom RFLP. Homozigot
G/G detektovan je prisustvom dve trake veli¢ina 89 bp i 136 bp, heterozigot G/C prisustvom tri
trake veli¢ina 89 bp, 136 bp i 225 bp i homozigot C/C prisustvom jedne trake veli¢ine 225 bp.
(GeneRuler 50 bp — standard za duzinu).

Slika 4.6. Rezulati genotipizacije geneticke varijante rs2477686 metodom RFLP. Homozigot
C/C detektovan je prisustvom dve trake velicina 73 bp i 173 bp, heterozigot C/G prisustvom tri
trake veli¢ina 73 bp, 173 bp i 246 bp i homozigot G/G prisustvom jedne trake veli¢ine 246 bp.
(GeneRuler 50 bp — standard za duzinu).

Slika 4.7. Rezultati genotipizacije geneticke varijante rs12097821 metodom RFLP. Homozigot
T/T detektovan je prisustvom dve trake velic¢ina 78 bp i 139 bp, heterozigot T/G prisustvom tri
trake veli¢ina 78 bp, 139 bp i 217 bp i homozigot G/G prisustvom jedne trake veli¢ine 217 bp.
(GeneRuler 50 bp — standard za duzinu).
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4.5. Rezultati provere genotipizacije rs10842262, rs2477686 i rs12097821 metodom

sekvenciranja po Sangeru

Uzorci pet nasumicno izabranih muskaraca sa idiopatskom neplodnoscu i pet fertilnih
muskaraca koriséeni su za proveru genotipizacije rs10842262, rs2477686 i rs12097821
koris¢enjem metode sekvenciranja po Sangeru. Rezultai ove analize su pokazali pouzdanost i
ta¢nost metode PCR-RFLP kojom je vrSena genotipizacije gore navedenih genetickih varijanti.
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Slika 4.8. Elektroferogram na kojem su prikazani delovi sekvence molekula DNK koji
okruZuju rs10842262. Na gornjem delu slike prikazan je fragment molekula DNK koji
sadrzi homozigot G/G rs1084226. U sredini je prikazana sekvenca sa heterozigotom G/C.
U donjem delu slike prikazane je sekvenca sa homozigotom C/C rs1084226.
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4.6. Rezultati studije asocijacije genetickih varijanti rs10842262, rs2477686 i
rs12097821 sa rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca iz
Severne Makedonije

Genotipizacija varijanti rs10842262, rs2477686 i rs12097821 bila je uspesSna kod svih
ucesnika istrazivanja. Ucestalost genotipova u grupi od 137 neplodnih muskaraca, kao i u grupi
od 130 fertilnih kontrola, data je u tabeli 4.3. Za distribucije genotipova u fertilnim kontrolama
nisu ustanovljena statisticki znacajna odstupanja od HWE (P=0,38, P=0,076 i P=0,69 za
rs10842262, rs2477686 i rs12097821, respektivno).

Tabela 4.3.a. Asocijacija rs10842262 sa rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod
muskaraca iz Severne Makedonije

slucajevi vs kontrole

Varijanta Geneticki  Broj kontrola sluir:\?tjeva
model (%) (%) OR (95%cpy® P vrednost -
rs10842262
Kodominantni
cC 36 (27.7) 28 (20.4) 1.00
CG 70 (53.9) 84 (61.3) 1.54 (0.86-2.77) 0.35 373.8
GG 24 (18.5) 25 (18.2) 1.34 (0.63-2.83)
Dominantni
cC 36 (27.7) 28 (20.4) 1.00
0.16 372
CG+GG 94 (72.3) 109 (79.6) 1.49 (0.85-2.62)
Recesivni
CC+CG 106 (81.5) 112 (81.8) 1.00
0.96 374
GG 24 (18.5) 25 (18.2) 0.99 (0.53-1.83)
Overdominatni
CC+GG 60 (46.1) 53 (38.7) 1.00
0.22 372.4
CG 70 (53.9) 84 (61.3) 1.36 (0.83-2.21)
Log-aditivni
- - 1.18 (0.82-1.72) 0.37 373.2

? Rezultati pode$eni prema starosti ispitanika.
Skraéenice: OR - odnos Sansi; Cl- interval poverenja; AlC- Akaike informacioni kriterijum.
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Tabela 4.3.b. Asocijacija rs2477686 sa rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca

iz Severne Makedonije

slucajevi vs kontrole

Varijanta Geneti¢ki  Broj kontrola sluzcj)éva
model (%) (%) OR(95%cl)®  Pvrednost e
rs2477686
Kodominantni
GG 45 (34.6) 56 (40.9) 1.00
GC 54 (41.5) 48 (35) 0.71(0.41-1.24) 0.49 374.5
CcC 31 (23.9) 33 (24.1) 0.86 (0.46-1.60)
Dominanti
GG 45 (34.6) 56 (40.9) 1.00
0.29 372.8
GC+CC 85 (65.4) 81 (59.1) 0.77 (0.47-1.26)
Recesivni
GG+GC 99 (76.2) 104 (75.9) 1.00
0.96 374
cc 31(23.9) 33 (24.1) 1.01 (0.58-1.78)
Overdominantni
GG+CC 76 (58.5) 89 (65) 1.00
0.27 372.8
GC 54 (41.5) 48 (35) 0.76 (0.46-1.25)
Log-aditivni
- - - 0.90 (0.66-1.23) 0.53 373.6

® Rezultati pode$eni prema starosti ispitanika.

Skracenice: OR - odnos Sansi; Cl- interval poverenja; AlC- Akaike informacioni kriterijum.
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Tabela 4.3.c. Asocijacija rs12097821 sa rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod
muskaraca iz Severne Makedonije

Geneticki Broj kontrola Broj slucajeva Slucajevi vs Kontrole

Varinat
arinata model (%) (%)

OR (95% CI)* Pvrednost®  AIC

rs12097821

Kodominantni

GG 100 (76.9) 105 (76.6) 1.00
GT 29 (22.3) 30(21.9) 0.99 (0.55-1.76) 0.86 375.7
T 1(0.8) 2(1.5) 1.90 (0.17-21.34)
Dominantni
GG 100 (76.9) 105 (76.6) 1.00
0.96 374
GT+TT 30(23.1) 32(23.4) 1.02 (0.58-1.79)
Recesivni
GG+GT 129(99.2) 135 (98.5) 1.00
0.59 373.7
T 1(0.8) 2(1.5) 1.91 (0.17-21.33)
Overdominatni
GG+TT 101 (77.7) 107 (78.1) 1.00
0.94 374
GT 29 (22.3) 30 (21.9) 0.98 (0.55-1.74)
Log-additivni
1.05 (0.62-1.78) 0.86 373.9

® Rezultati pode$eni prema starosti ispitanika.
* Statisticki znacajni rezultati pedstavljeni su bold
Skracenice: OR - odnos Sansi; Cl- interval poverenja; AlC- Akaike informacioni kriterijum.

Rezultati studija asocijacije prikazani u tabeli 4.3a-c ukazuju na nepostojanje statisticki
znacajnih razlika u distribuciji genotipova izmedu muskaraca sa dijagnozom idiopatske
neplodnosti i muskaraca iz kontrolne grupe. Za bilo koji testirani geneticki model, P vrednosti
nisu dostigle statisti¢ku znacajnost.

Ipak, kada su neplodni muskarci stratifikovani prema rezultatima spermograma,
ucestalost alela G rs10842262 je bila znadajno poveéana u grupi muskaraca sa niskom
koncentracijom spermatozoida u ejakulatu, u poredenju sa kontrolama (Piog-aditiv = 0,024, OR =
2,10, 95% ClI 1.08-4.06) (Tabela 4.4.a.).

Takode, utvrdeno je da je ucestalost genotipa rs10842262 GG kod ispitanika sa
oligospermijom oko dva puta vea u odnosu na onu utvrdenu za kontrolu. Prema AIC

32



kriterijumima, najprikladniji model asocijacije bio je log-aditivni. To je ujedno i jedini geneticki
model za koji je utvrdena statisticka znacajnost, jer je za kodominantni, dominantni i recesivni
model postignut je samo statisticki trend (0,05< P<0,1) (Pcodom=0,079, Pec=0,062, P4om=0,077)
(Tabela 4.4.a.). Za druge dve ispitivane varijante nije ustanovljena statistic¢ki znacajna razlika u
distribucijama genotipova izmedu grupa muskaraca sa dijagnozom oligospermije i kontrolne
grupe (Tabele 4.4.b.i4.4.c.)

Tabela 4.4.a. Poredenje distribucije genotipa rs10842262 izmedu ispitanika sa niskom
koncentracijom spermatozoida u ejakulatu i fertilnih kontrola

; slucajevi vs kontrole
Geneticki Broj kontrola Broj slucajeva

model (%) (%) OR (95% Cl)° Pvrednost® AIC

Varijanta

rs10842262

Kodominantni

CcC 36 (27.7) 3(12) 1.00
CG 70 (53.9) 13 (52) 2.23 (0.60-8.33) 0.079° 137.9
GG 24 (18.5) 9 (36) 4.50 (1.10-18.34)*
Dominantni
cC 36 (27.7) 3(12) 1.00 .
0.077 137.8
CG+GG 94 (72.3) 22 (88) 2.81(0.79-9.96)
Recesivni
CC+CG 106 (81.5) 16 (64) 1.00 X
0.062 137.5
GG 24 (18.5) 9(36) 2.48 (0.98-6.29)
Overdominantni
CC+GG 60 (46.1) 12 (48) 1.00
0.87 140.9
CG 70 (53.9) 13 (52) 0.93 (0.39-2.19)
Log-aditivni
- - 2.10 (1.08-4.06) 0.024 135.9

® Rezultati pode$eni prema starosti ispitanika.

> Statisti¢ki trend znacajnosti

* Statisticki znacajni rezultati pedstavljeni su bold

Skraéenice: OR - odnos Sansi; Cl- interval poverenja; AlC- Akaike informacioni kriterijum.
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Tabela 4.4.b. Poredenje distribucije genotipa rs2477686 izmedu ispitanika sa niskom
koncentracijom spermatozoida u ejakulatu i fertilnih kontrola

Broj kontrola Broj sluajeva slucajevi vs kontrole

Varijanta  Geneticki model

(%) (%) OR (95% CI)® Pvrednost®  AIC
rs2477686
Kodominantni
GG 45 (34.6) 11 (44) 1.00
GC 54 (41.5) 6 (24) 0.45 (0.16-1.33) 0.24 140.1
CcC 31 (23.9) 8(32) 1.06 (0.38-2.93)
Dominanti
GG 45 (34.6) 11 (44) 1.00
0.38 140.2
GC+CC 85 (65.4) 14 (56) 0.67 (0.28-1.61)
Recesivni
GG+GC 99 (76.2) 17 (68) 1.00
04 140.2
CcC 31 (23.9) 8(32) 1.50 (0.59-3.82)
Overdominantni
GG+CC 76 (58.5) 19 (76) 1.00
0.09 138.1
GC 54 (41.5) 6 (24) 0.44 (0.17-1.19)
Log-aditivni
- - 0.98 (0.56-1.70) 0.94 141

? Rezultati podeseni prema starosti ispitanika
Skracenice: OR - odnos Sansi; Cl- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.

Tabela 4.4.c. Poredenje distribucije genotipa rs12097821 izmedu ispitanika sa niskom
koncentracijom spermatozoida u ejakulatu i fertilnih kontrola

i slu¢aj Slucajevi vs Kontrole
Varijanta Geneticki model Broj kontrola (%) Broj slucajeva

(%) OR (95% CI)° Pvrednost®  AIC
rs12097821
Kodominantni
GG 100 (76.9) 20 (80) 1.00
GT 29 (22.3) 5 (20) 0.86 (0.30-2.50) 0.81 142.5
T 1(0.8) 0(0) 0.00 (0.00-NA)
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Dominantni

GG 100 (76.9) 20 (80) 1.00
0.73 140.8
GT+TT 30 (23.1) 5(20) 0.83(0.29-2.41)
Recesivni
GG+GT 129 (99.2) 25 (100) 1.00
0.55 140.6
T 1(0.8) 0(0) 0.00 (0.00-NA)
Overdominatni
GG+TT 101 (77.7) 20 (80) 1.00
0.8 140.9
GT 29 (22.3) 5(20) 0.87 (0.30-2.52)
Log-additivni
- - - 0.81(0.29-2.27) 0.68 140.8

a . v . .. . .
Rezultati podeseni prema starosti ispitanika
Skracenice: OR - odnos Sansi; Cl- interval poverenja; AlC- Akaike informacioni kriterijum.

Kada je distribucija genotipa rs10842262, rs2477686 i rs12097821 uporedena izmedu
muskaraca sa abnormalnom pokretljivos¢u spermatozoida ili izmenjenom morfologijom i
fertilnih kontrola, nije bilo statisticki znacajnih razlika (Tabele 4.5. i 4.6.). Kako je samo kod 12
muskaraca postavljena klinicka dijagnoza azoospermija, smatrali smo da nije statisticki
opravdano uporedivati ucestalost genotipa tako male grupe neplodnih muskaraca sa
kontrolnom grupom.

Tabela 4.5. Poredenje distribucije genotipa rs10842262, rs2477686 i rs12097821 izmedu
ispitanika sa abnormalnom pokretljivos¢u spermatozoida i fertilnih kontrola

Sluéajevi vs Kontrole
Geneticki Broj kontrola Broj

model (%) slucajeva (%) OR (95% Cl)® P vrednost AIC

a

Varijanta

rs10842262

Kodominantni

CcC 36 (27.7) 10 (21.7) 1.00
CG 70 (53.9) 25 (54.4) 1.29 (0.56-2.97) 0.35 373.8
GG 24 (18.5) 11 (23.9) 1.65 (0.61-4.49)
Dominantni
CcC 36 (27.7) 10 (21.7) 1.00
0.42 205.6
CG+GG 94 (72.3) 36 (78.3) 1.38 (0.62-3.07)
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Recesivni
CC+CG
GG
Overdominantni
CC+GG
CG
Log-aditivni
rs2477686
Kodominantni
GG
GC
CC
Dominantni
GG
GC+CC
Recesivni
GG+GC
CC
Overdominantni
GG+CC
GC
Log-aditivni
rs12097821
Kodominantni
GG
GT
T
Dominantni
GG

GT+TT

106 (81.5)

24 (18.5)

60 (46.1)

70 (53.9)

45 (34.6)
54 (41.5)

31(23.9)

45 (34.6)

85 (65.4)

99 (76.2)

31(23.9)

76 (58.5)

54 (41.5)

100 (76.9)
29 (22.3)

1(0.8)

100 (76.9)

30(23.1)

35(76.1)

11 (23.9)

21 (45.6)

25 (54.4)

19 (41.3)
16 (34.8)

11 (23.9)

19 (41.3)

27 (58.7)

35(76.1)

11 (23.9)

30 (65.2)

16 (34.8)

37 (80.4)
9 (19.6)

0(0)

37 (80.4)

9(19.6)

1.00

1.39 (0.62-3.12)

1.00

1.02 (0.52-2.00)

1.28 (0.78-2.12)

1.00

0.70 (0.32-1.52)

0.84 (0.35-2.01)

1.00

0.75 (0.38-1.50)

1.00

1.00 (0.46-2.21)

1.00

0.75 (0.37-1.51)

0.89 (0.57-1.39)

1.00

0.84 (0.36-1.94)

0.00 (0.00-NA)

1.00

0.81 (0.35-1.87)

0.43

0.95

0.32

0.67

0.42

0.99

0.42

0.61

0.68

0.62

205.6

206.2

205.2

207.4

205.6

206.2

205.6

206

207.4

206
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Recesivni

GG+GT 129 (99.2) 46 (100) 1.00
0.44 205.6
T 1(0.8) 0(0) 0.00 (0.00-NA)
Overdominantni
GG+TT 101 (77.7) 37 (80.4) 1.00
0.7 206.1
GT 29 (22.3) 9(19.6) 0.85 (0.37-1.96)
Log-aditivni
- - - 0.79 (0.35-1.77) 0.56 205.9

Tabela 4.6. Poredenje distribucije genotipa rs10842262, rs2477686 i rs12097821 izmedu
ispitanika sa izmenjenom morfologijom spermatozoida i fertilnih kontrola

Slucajevi vs Kontrole

Variianta Geneticki Broj kontrola Broj
) model (%) slucajeva (%) OR (95% Cl)? P vre;:lnost AlC
rs10842262
Kodominantni
cC 36 (27.7) 12 (19.7) 1.00
CG 70 (53.9) 39 (63.9) 1.67 (0.78-3.58) 0.38 243.3
GG 24 (18.5) 10 (16.4) 1.25(0.47-3.35)
Dominantni
cC 36 (27.7) 12 (19.7) 1.00
0.23 241.8
CG+GG 94 (72.3) 49 (80.3) 1.56 (0.75-3.27)
Recesivni
CC+CG 106 (81.5) 51 (83.6) 1.00
0.73 243.2
GG 24 (18.5) 10 (16.4) 0.87 (0.39-1.95)
Overdominantni
CC+GG 60 (46.1) 22 (36.1) 1.00
0.19 241.5
CG 70 (53.9) 39 (63.9) 1.52(0.81-2.84)
Log-aditivni
- - 1.15 (0.72-1.84) 0.56 242.9
rs2477686

Kodominantni
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GG

GC

cC

Dominantni

GG

GC+CC
Recesivni

GG+GC

cC

Overdominantni

GG+CC
GC
Log-aditivni
rs12097821
Kodominantni
GG
GT
T
Dominantni
GG
GT+TT
Recesivni
GG+GT
TT
Overdominantni
GG+TT
GT
Log-aditivni

45 (34.6)
54 (41.5)

31(23.9)

45 (34.6)

85 (65.4)

99 (76.2)

31(23.9)

76 (58.5)

54 (41.5)

100 (76.9)
29 (22.3)

1(0.8)

100 (76.9)

30(23.1)

129 (99.2)

1(0.8)

101 (77.7)

29 (22.3)

25 (41) 1.00
19 (31.1) 0.63 (0.31-1.30)
17 (27.9) 0.99 (0.46-2.13)
25 (41) 1.00
36 (59) 0.76 (0.41-1.42)
44 (72.1) 1.00
17 (27.9) 1.23 (0.62-2.46)
42 (68.8) 1.00
19 (31.1) 0.64 (0.33-1.21)
- 0.96 (0.65-1.42)
49 (80.3) 1.00
11 (18) 0.77 (0.36-1.68)
1(1.6) 2.04 (0.12-33.32)
49 (80.3) 1.00
12 (19.7) 0.82 (0.38-1.73)
60 (98.4) 1.00
1(1.6) 2.15 (0.13-34.96)
50 (82) 1.00
11 (18) 0.77 (0.35-1.66)

- 0.88 (0.44-1.76)

0.38

0.4

0.55

0.16

0.85

0.7

0.59

0.59

0.49

0.71

243.4

242.6

242.9

241.4

243.2

244.6

243

243

242.8

243.1

? Rezultati podeseni prema starosti ispitanika

Skraéenice: OR - odnos Sansi; Cl- interval poverenja; AlC- Akaike informacioni kriterijum.



4.7. Rezultati meta-analize asocijacije varijanti rs10842262, rs2477686 i
rs12097821 sa razvojem idiopatske muske neplodnosti

Nakon pocetne pretrage baze podataka, uklanjanja duplih zapisa i procene podobnosti,
8 studija je identifikovano kao relevantno za meta-analizu povezanosti rs10842262, rs2477686 i
rs12097821 sa idiopatskom muskom neplodnoséu (Tabela 4.7.). Medu njima je bila studija Hu Z.
i saradnika iz 2011. godine (46) koju smo iskljucili iz daljih analiza da bi se izbeglo uvodenje
pristrasnosti, jer je ova GWA studija identifikovala rs10842262, rs2477686 i rs12097821 kao
pretpostavljene varijante povezane sa muskim sterilitetom.

Tri sprovedene studije ukljucivale su vise od jedne grupe ispitanika, ¢ime su generisane
viSestruki unosi za meta-analizu (47,79, 80). Dva unosa za sintezu podataka sacinjena su na
osnovu rezultata studije koja je obuhvatala dve faze analize (81). Za meta-analize efekta
rs2477686 i rs12097821 ustanovljeno je ukupno 12 unosa, dok je za rs10842262 uklju¢eno 11
unosa (Tabela 4.8.) (82-85).

Rezultati povezanosti izmedu rs10842262 i muske idiopatske neplodnosti prikazani su
na slici 4.9. Rezultati dobijeni sintezom podataka sugeriSu da je poveéan rizik od neplodnosti
povezan sa manje ucestalim alelom G ove geneticke varijante. Statisticka znacajnost je utvrdena
i za alelne i za recesivne geneticke modele (P<0,001 i P=0,002 za alelski i recesivni model
respektivno). Medutim, veliCina efekta alela G prema alelskom modelu je relativno skromna, sa
odnosom $ansi koja iznosi 1,120 (95% Cl 1,049-1,196).

U sintezi podataka koja je pretpostavljala recesivni geneticki model, vrednost OR iznosila
je 1,203 (95% Cl 1,068-1,356). Nakon stratifikacije prema etnickoj pripadnosti ucesnika,
rs10842262 je ostao statisticki znacajno povezan sa neplodnos$éu kod muskaraca Azijskog
porekla, sto sugerisu i alelski i recesivni geneticki model (P,jeiski<0,001, ORjeiski=1,206, 95% ClI
1,111-1,310; P.e<0.001, OR=1.344, 95%Cl 1.130-1.599 (rezultati nisu prikazani). U grupi
muskaraca Azijskog porekla, postoji statisti¢ki znacajna povezanost ove genetske varijante sa
neplodnos$¢u kod muskaraca u slucaju dominantnog genetickog modela (P<0,001, OR=1.244,
95%Cl 1.113-1.391). Dodatno, utvrdena je statisticki znacajna povezanost u slucaju alelskog i
recesivnog genetickog modela, za one studije koje su ukljucivale muskarce sa neobstruktivhom
azoospermijom (NOA) (Paeiski<0,001, ORjeiski=1,155, 95%Cl 1,070-1,246; P.<0,001, OR;e=1,283,
95%Cl 1,113-1,478) (isti nisu prikazani).
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Tabela 4.7. Studije izabrane za sintezu podataka o povezanosti genetickih varijanti rs10842262, rs2477686 i rs12097821 sa
idiopatskom muskom neplodnoséu

' ' ' Etnitko ) Metod Broj |sp|ta.n|ka Analizirane varijante
Autori Godina Zemlja Dijagnoza Kontrole . neplodnih/
poreklo genotipizacije rs10842262  rs2477686  rs12097821
kontrola
zdrave, Affymetrix Genome-
Hu et al. (sveukupno) 2012 Kina Azijsko NOA karcinom Wide Human SNP 2920/5727 + + +
pluca Array 6.0
zdrave, Affymetrix Genome-
Hu et al. GWAS 2012 Kina Azijsko NOA karcinom  Wide Human SNP 981/1657 + + +
plucéa Array 6.0
Affymetrix Genome-
Hu et al. validacija | 2012 Kina Azijsko NOA zdrave Wide Human SNP 1177/2077 + + +
Array 6.0
Affymetrix Genome-
Hu et al. validacija Il 2012 Kina Azijsko NOA zdrave Wide Human SNP 762/1993 + + +
Array 6.0
oligozoospermija, Sequenom
Liu et al. 2017 Kina Azijsko asfcenozoospermlja, ) zdrave MassARRAY 134/454 - + +
oligoastenozoospermija
sato etal. replikaciona ;5 Japan Azijsko  NOA zdrave  PCR-RFLP 72/734 4 + +
studija |
I. replikaci T NP
sato etal. replikaciona ) 5 Japan Azijsko  NOA 2drave agman S 418/433 + + +
studija Il Genotyping Assay
Tuetal. 2015 Kina Azijsko  NOA zdrave  12dman SNP 545/632 4 + +
Genotyping Assay
Zou et al. 2014 Kina Azijsko NOA zdrave sekvenciranje 525/512 + + +
Gu et al. (NOA) 2019 Kina Azijsko NOA zdrave PCR-RFLP 301/720 + + +
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Gu et al.

. . 2019 Kina Azijsko Oligozoospermija zdrave PCR-RFLP 330/720
(oligozoospermia)

- . NOA,
Vucic et al. 2020 Srbija Evropsko ) . zdrave PCR-RFLP 205/205

oligoastenozoospermija
Vuci¢ et al. 2020 Srbija Evropsko  NOA zdrave PCR-RFLP 94/205
Vucié et al. 2020 Srbija Evropsko  Oligoastenozoospermija  zdrave PCR-RFLP 111/205
Cervan-Martin et al. Spanija i Tagman SNP
(NOA) 2021 Portugal Evropsko NOA zdrave Genotyping Assay 473/1052
Cervan-Martin et al. Spanijai - . .. Tagman SNP
2021 E k | | 191/1052

(oligospemija) 0 Portugal vropsko  ozbiljna oligospermija zdrave Genotyping Assay 91/105

Skrac¢enice: NOA — neopstruktivna azoospermija; PCR-RFLP — polimorfizam u duzini fragmenata dobijenih restrikcionom digestijom

segmenta DNK umnoZenog lan¢anom reakcijom polimeraze.
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Tabela 4.8. Distribucije genotipova rs10842262, rs2477686 i rs12097821 u studijama

uklju¢enim u meta-analizu

Distribucija genotipova

Distribucija genotipova

Broj kod slu¢ajeva kod kontrola P kod
rs10842262 Godina slu¢ajeva/ HWE
kontrola
kontrola
cC CG GG cC CG GG
Sato et al. replikaciona studija | 2013 72/734 9 36 27 96 335 303 0.822
Sato et al. replikaciona studija Il 2013 413/427 72 175 168 50 200 171 0.464
Tu et al. 2015 545/632 58 269 218 65 271 296 0.798
Zou et al. 2014 522/529 65 221 236 41 209 279 0.831
Gu et al. (NOA) 2019 301/720 41 140 120 66 304 350 0.999
Gu et al. (oligozoospermija) 2019 330/720 35 145 150 66 304 350 0.999
Vucic¢ et al. (NOA) 2020 94/206 22 44 28 41 127 38 0.001
Vucic¢ et al.
(oligoastenozoospermija) 2020 110/206 26 58 26 41 127 38 0.001
Cervan-Martin et al. (NOA) 2021 471/1050 169 207 95 341 519 190 0.759
Cervan-Martin et al. (oligospermija) 2021 189/1050 57 95 37 341 519 190 0.759
Rajevski et al. 2021 137/130 25 84 28 24 70 36 0.326
Broj Distribucija genotipova Distribucija genotipova
slucajeva/ kod slu¢ajeva kod kontrola
rs2477686 Godina Prawe kod
kontrola
kontrola GG GC CcC GG GC cc
Liu et al. 2017 135/456 7 24 104 5 104 347 0.363
Sato et al. replikaciona studija | 2013 72/734 1 22 49 11 188 535 0.226
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Sato et al. replikaciona studija Il 2013 413/427 8 91 314 7 89 331 0.719
Tu et al. 2015 545/632 14 126 405 11 138 483 0.753
Zou et al. 2014 524/518 13 112 399 11 95 412 0.054
Gu et al. (NOA) 2019 301/720 6 73 222 10 151 559 0.957
Gu et al. (oligozoospermija) 2019 330/720 3 55 272 10 151 559 0.957
Vucié¢ et al. (NOA) 2020 92/204 28 39 25 51 102 51 1.000
Vucic et al.

(oligoastenozoospermija) 2020 111/204 38 55 18 51 102 51 1.000
Cervan-Martin et al. (NOA) 2021 473/1052 131 227 114 316 504 229 0.294
Cervan-Martin et al. (oligospermija) 2021 191/1052 50 89 49 316 504 229 0.294
Rajevski et al. 2021 137/130 56 48 33 45 54 31 0.069

Broj Distribucija genotipova Distribucija genotipova
¢aj kod slucaj kod k I
12097821 Godina slucajeva/ od slucajeva od kontrola i’;ﬁ:;?:
kontrola GG GT T GG GT T

Liu et al. 2017 134/454 61 60 13 232 193 29 0.182
Sato et al. replikaciona studija | 2013 72/734 46 25 1 488 220 26 0.845
Sato et al. replikaciona studija Il 2013 418/433 276 126 16 300 121 12 0.962
Tu et al. 2015 545/632 280 226 39 317 271 44 0.172
Zou et al. 2014 525/512 265 205 55 255 221 36 0.182
Gu et al. (NOA) 2019 301/720 150 125 26 428 254 38 0.845
Gu et al. (oligozoospermija) 2019 330/720 190 121 19 428 254 38 0.962
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Vuci¢ et al. (NOA) 2020
Vucié et al.

(oligoastenozoospermija) 2020
Cervan-Martin et al. (NOA) 2021
Cervan-Martin et al. (oligospermija) 2021
Rajevski et al. 2021

94/205

111/205

473/1052

191/1052

137/130

70

82

366

149

105

23

28

101

38

30

161

161

837

837

100

42

42

196

196

29

19

19

0.172

0.200

0.968

0.968

0.684

Skraéenice: HWE - Hardi-Vajnbergova ravnoteZza; NOA — neopstruktivna azoospermija.
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A

Studies

Sato et al. replication | 2013
Salo et al. replication I 2013
Zou et al. 2014

Tu et al. 2015

Gu et al. (NOA) 2019

Gu et al. (oligozeospermia) 2019
Vieie et al. (NOA) 2020

Vucic et al. (oligoasthenozeospermia) 2020
Cervan-Martin et al. (NOA) 2021
Cervan-Martin et al. (SO) 2021
Rajevski et al. 2021

Overall (1*2=NA , P=0.166)

B

Studies

Sato et al. replication | 2013
Sato et al. replication |1 2013
Zou et al, 2014

Tuetal 2015

Gu et al. (NOA) 2019

Gu et al. (oligozoospermia) 2019
Vucic et al. (NOA) 2020

Vucic et al. (oligoasthenczoospermia) 2020
Cervan-Martin et al. (NOA) 2021
Cervan-Martin et al. (SO) 2021
Rajevski et al. 2021

Overall (142=54.39 % , P=0.015)

C

Studies

Sato et al. replication | 2013
Sato et al. replication Il 2013
Zouetal 2014

Tuetal 2015

Gu et al. (NOA) 2018

Gu et al. (oligozoospermia) 2019
Vueic et al. (NOA) 2020

Vucic et al, (cligoasthenozoospermia) 2020
Cervan-Martin et al. (NOA) 2021
Cervan-Martin et al. (SO) 2021
Rajevski et al. 2021

Overall (1*2=NA , P=0.417)

D

Studies

Sato et al. replication | 2013
Sato et al. replication 11 2013
Zou etal, 2014

Tuetal. 2015

Gu et al. (NOA) 2019

Gu et al. (oligozoospermia) 2019
Vucic et al. (NOA) 2020

Vucic et al. (oligoasthenczoospermia) 2020
Cervan-Martin et al. (NOA) 2021
Cervan-Martin et al. (50) 2021
Rajevski et al. 2021

Overall (1*2=47.67 % , P=0.039)

Slika 4.9. Meta-analiza asocijacije rs10842262 sa idiopatskom
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neplodnoséu muskaraca. A)

Alelski model; B) Dominantni model; C) Recesivni model; D) Overdominantni model. Rezultati
svake studije i ukupan efekat predstavljeni su kao OR, sa odgovaraju¢im 95% intervalom
poverenja na Sumskom dijagramu. Prikazane P vrednosti su rezultat testova heterogenosti (eng.

heterogeneity tests).
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Za drugu testiranu varijantu rs2477686, rezultati sinteze podataka nisu bili statisticki
znacajni po svim testiranim genetickim modelima (Slika 4.10.). | nakon stratifikacije unosa
sprovedena prema etickoj pripadnosti u€esnika i rezultatima spremograma meta-analiza nije
pokazala statisticku znacajnost (rezultati nisu prikazani).

Meta-analiza povezanosti izmedu rs12097821 i idiopatske neplodnosti muskaraca imala je
statisticku znacajnost za alelski, dominantni i recesivni geneticki model (Slika 4.11)
(Paelski=0,006, Pyom=0,020 i P,=0,026). Ipak, OR dobijeni za alelski i dominantni modeli sugerisu
samo blagi efekat rs12097821 alela T (OR,je1ski=1,113, 95%CI 1,032-1,201; OR4om=1,116, 95%ClI
1,018-1,223). S druge strane, kada se pretpostavi recesivni geneticki model, OR dobijen
sintezom podataka iznosi 1.261 (95% ClI 1.029-1.545) (Slika 4.3), a u grupi muskaraca Azijskog
porekla pokazuje povecanje na 1.311 (95% Cl 1.056-1.627) (podaci nisu prikazani).
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A

Studies Estimate (95% C.I.) Ev/Trt Ev/Ctrl

Sato et al. replication 1 2013 198 (0.755, 1.902) 24/144  210/1468 - -

Sato et al. replication |1 2013 .085 (0.813, 1.44%) 107/826  103/854 -

Zouetal 2014 191 (0.91€, 1.549) 138/1048  117/1036 _—.7
Tuetal 2015 135 (0.885, 1.440) 154/1090 160/1264 —_—t
Liu et al. 2017 147 (0.772, 1.702) 38/270  114/912 o=

Gu et al. (NOA) 2019 220 (0.923, 1.814) 85/602 171/1440 ]

HOOHMEGORHERH &
)
o
N

Gu et al. (oligozoospermia) 2019 {0.555, 1.028) €1/660 171/1440 =
Vucic et al. (NOA) 2020 .067 (0.754, 1.512) 95/184 204/408 -
Vucic et al. (oligoasthenozoospermia) 2020 440 (1.034, 2.003) 131/222 204/408 T =
Cervan-Martin et al. (NOA) 2021 910 (0.780, 1.061) 489/944  1136/2098 — .
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Qdds Ratio (log scale)
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Sato et al. replication |1 2013 1.087 (0.789, 1.498) 99/413 96/427
Zou et al. 2014 1.218 (0.908, 1.632) 125/524 106/518
Tuetal 2015 1.121 (0.859, 1.462) 140/545 149/632
Liuetal. 2017 0.%49 (0.602, 1.498) 31/135 109/456
Gu et al. (NOA) 2019 1.236 (0.905, 1.688) 79/301 181/720
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Slika 4.10. Meta-analiza asocijacije rs2477686 sa idiopatskom neplodno$éu muskaraca. A)
Alelski model; B) Dominantni model; C) Recesivni model; D) Overdominantni model. Rezultati
svake studije i ukupan efekat predstavljeni su kao OR, sa odgovaraju¢im 95% intervalom
poverenja na Sumskom dijagramu. Prikazane P vrednosti su rezultat testova heterogenosti (eng.
heterogeneity tests).
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Studies

Sato et al. replication | 2013
Sato et al. replication 11 2013
Zou et al. 2014

Tuet al. 2015

Liu et al. 2017

Gu et al. (NCA) 2019

Gu et al. (oligozoospermia) 2019
Vucic et al. (NOA) 2020
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Overall (I*2=NA , P=0.715)
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Slika 4.11. Meta-analiza asocijacije $s12097821 sa idiopatskom neplodnos¢u muskaraca. A)
Alelski model; B) Dominantni model; C) Recesivni model; D) Overdominantni model. Rezultati
svake studije i ukupan efekat predstavljeni su kao OR, sa odgovaraju¢im 95% intervalom
poverenja na Sumskom dijagramu. Prikazane P vrednosti su rezultat testova heterogenosti (eng.

heterogeneity tests).
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Rezultati Egger-ovog testa i vizuelna analiza Funelovih grafikona (eng. funnel plots) nisu
pokazali postojanje publikacijske pristrasnosti (eng. publication bias) studija obuhvaéenih ovom
meta-analizom (rezultati nisu prikazani).

4.8. Rezultati genotipizacije genetickih varijanti rs2910164 i rs895819
Genotipizacija varijanti rs2910164 (slika 4.12) i rs895819 (slika 4.13) bila je uspesSna za

99,4% (157/158) ucesnika studije sa dijagnozom idiopatske neplodnosti i za 98,4% (125/127)
fertilnih kontrola.

gl

X

Slika 4.12. Grafik diskriminacije alela rs2910164. Plavom bojom su oznaceni homozigoti
G/G, zelenom bojom heterozigoti C/G i crvenom bojom homozigot C/C
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Slika 4.13. Grafik diskriminacije alela rs895819. Plavom bojom su oznaceni homozigoti T/T,

zelenom bojom heterozigoti C/T i crvenom bojom homozigot C/C. Crnim kvadrati¢em oznacena
je negativna kontrola (NTC)

4.9. Rezultati studije asocijacije genetickih varijanti rs2910164 i rs895819 sa rizikom
za razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije

Distribucija genotipova, prikazana u tabeli 4.9., nije znacajno odstupila od HWE kod
kontrolnih uzoraka (P=1i P=0,82 za rs895819 i rs2910164, respektivno).

Prema rezultatima testova genetske asocijacije predstavljenim u tabeli 4.9., ni rs895819 ni

50



rs2910164 nisu pokazali povezanost sa rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti u nasoj grupi
muskaraca iz Severne Makedonije. Za sve testirane geneticke modele, rezultati nisu bili
statisticki znacajni kada su poredene distribucije genotipova izmedu neplodnih muskaraca i
fertilnih kontrola odgovarajuceg uzrasta (Tabela 4.9.).

Table 4.9. Asocijacija genetickih varijanti rs895819 i rs2910164 sa rizikom za razvoj idiopatske
neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije

Broj kontrola Broj slucajeva Slucajevi vs Kontrole
Varijanta  Geneticki model
(%) (%) OR (95% CI)° Pvrednost’  AIC
rs895819
Kodominantni
T 68 (54.4) 76 (48.4) 1.00
TC 48 (38.4) 68 (43.3) 1.29 (0.79-2.12) 0.58 393
cC 9(7.2) 13 (8.3) 1.26 (0.51-3.14)
Dominantni
T 68 (54.4) 76 (48.4) 1.00
0.3 391
TC+CC 57 (45.6) 81 (51.6) 1.29 (0.80-2.06)
Recesivni
TT+TC 116 (92.8) 144 (91.7) 1.00
0.79 392
CcC 9(7.2) 13 (8.3) 1.13 (0.46-2.74)
Overdominantni
TT+CC 77 (61.6) 89 (56.7) 1.00
0.36 391.2
TC 48 (38.4) 68 (43.3) 1.25(0.77-2.03)
Log-aditivni
- - 1.20(0.82-1.74) 0.35 391.2
rs2910164
Kodominantni
GG 69 (55.2) 84 (53.5) 1.00
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GC 47 (37.6) 67 (42.7) 1.29 (0.79-2.12) 0.58 393

CcC 9(7.2) 6(3.8) 1.26 (0.51-3.14)
Dominantni
GG 69 (55.2) 84 (53.5) 1.00
0.3 391
GC+CC 56 (44.8) 73 (46.5) 1.29 (0.80-2.06)
Recesivni
GG+GC 116 (92.8) 151 (96.2) 1.00
0.79 392
cC 9(7.2) 6(3.8) 1.13 (0.46-2.74)
Overdominantni
GG+CC 78 (62.4) 90 (57.3) 1.00
0.36 391.2
GC 47 (37.6) 67 (42.7) 1.25(0.77-2.03)
Log-aditivan
- - - 1.20 (0.82-1.74) 0.35 391.2

? Rezultati pode$eni prema starosti ispitanika
Skracenice: OR - odnos $ansi; Cl- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.

Kada smo stratifikovali neplodne muskarce u podgrupe idiopatske neplodnosti prema
rezultatima spermograma, muskarci sa astenoteratozoospermijom su pokazali vecu ucestalost
heterozigotnog genotipa rs2910164 u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 4.10). Prema AIC
skoru, over-dominantni geneti¢ki model je izabran kao najpogodniji model povezanosti izmedu
rs2910164 i astenoteratozoospermije, dok je odgovaraju¢a OR vrednost za GC naspram
homozigotnih genotipova iznosila 3,66 (95% ClI 1,38-9,71, P=80) (Tabela 4.10). Pored toga,
statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova izmedu muskaraca sa dijagnozom
astenoteratozoospermije i fertilnih muskaraca pokazane su i za dominantni i kodominantni
geneticki model (P=0,013 i P=0,025, respektivno). Za rs895819 registrovan je samo statisticki
trend znacdajnosti  (0,05<P<0,1) za recesivni geneticki model povezanosti sa
astenoteratozoospermijom. Medutim, nijedan ispitanik sa astenoteratozoospermijom nije imao
genotip CC, dok je ucestalost ovog genotipa u kontrolnoj grupi fertilnih muskaraca iz Severne
Makedonije iznosila 7,2% (Tabela 4.10).

Obe analizirane varijante nisu pokazale statisticki znadajne razlike u distribuciji
genotipova izmedu ispitanika sa drugim tipovima idiopatske muske neplodnosti i fertilnih
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kontrola (Tabele 4.11., 4.12. i 4.13.). Smatrali smo da je statisticki neopravdano uporedivati
ucestalost genotipova izmedu muskaraca sa dijagnozom azoospermije i kontrolne grupe, jer je
broj u€esnika u ovoj grupi neplodnih muskaraca bio samo 14.

Table 4.10. Poredenje distribucije genotipova varijanti rs895819 i rs2910164 izmedu
muskaraca sa astenoteratozoospermijom i fertilnih muskaraca

Broj kontrola

Varijanta  Geneticki model

Broj slucajeva

Slucajevi vs kontrole

(%) (%) OR (95% Cl) ® Pvrednost®  AIC
rs895819
Kodominantni
TT 68 (54.4) 10 (45.5) 1.00
TC 48 (38.4) 12 (54.5) 1.72 (0.68-4.32) 0.11 127.7
cC 9(7.2) 0(0) 0.00 (0.00-NA)
Dominantni
TT 68 (54.4) 10 (45.5) 1.00
0.44 129.5
TC+CC 57 (45.6) 12 (54.5) 1.43 (0.58-3.56)
Recesivni
TT+TC 116 (92.8) 22 (100) 1.00
0.082° 127.1
cC 9(7.2) 0(0) 0.00 (0.00-NA)
Overdominantni
TT+CC 77 (61.6) 10 (45.5) 1.00
0.16 128.1
TC 48 (38.4) 12 (54.5) 1.94 (0.77-4.87)
Log-aditivni
- - 1.05 (0.50-2.19) 09 130.1
rs2910164
Kodominantni
GG 69 (55.2) 6 (27.3) 1.00
GC 47 (37.6) 15 (68.2) 3.77 (1.35-10.51)* 0.025 124.7
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CC 9(7.2)
Dominantni
GG 69 (55.2)
GC+CC 56 (44.8)
Recesivni
GG+GC 116 (92.8)
CC 9(7.2)
Overdominantni
GG+CC 78 (62.4)
GC 47 (37.6)
Log-aditivni

1(4.5)

6(27.3)

16 (72.7)

21(95.5)

1(4.5)

7 (31.8)

15 (68.2)

1.27 (0.14-11.80)

1.00
0.013
3.35 (1.22-9.16)
1.00
0.63
0.61 (0.07-5.08)
1.00
0.0068
3.66 (1.38-9.71)
0.082°

1.87 (0.93-3.78)

123.9

129.8

122.7

127.1

?Rezultati pode$eni prema starosti ispitanika

® Statisticki trend znacajnosti

* Statisticki znacajni rezultati pedstavljeni su bold
Skracenice: OR - odnos Sansi; Cl- interval poverenja; AlC- Akaike informacioni kriterijum.

Tabela 4.11. Poredenje distribucije genotipova varijanti rs895819 i rs2910164 izmedu

muskaraca sa oligospermijom i fertilnih muskaraca

Slucajevi vs kontrole

Broj slu¢ajeva

Varijanta  Geneti¢ki model Broj kontrola (%)
(%) OR (95% Cl) ° Pvrednost®  AIC
rs895819
Kodominantni
T 68 (54.4) 10 (38.5) 1.00
TC 48 (38.4) 13 (50) 1.90 (0.76-4.71) 0.31 143.9
CC 9(7.2) 3(11.5) 2.15(0.49-9.38)
Dominantni
T 68 (54.4) 10 (38.5) 1.00 0.13 141.9
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TC+CC 57 (45.6) 16 (61.5)

Recesivni
TT+TC 116 (92.8) 23 (88.5)
CcC 9(7.2) 3(11.5)

Overdominantni

TT+CC 77 (61.6) 13 (50)
TC 48 (38.4) 13 (50)
Log-aditivni

rs2910164

Kodominantni

GG 69 (55.2) 14 (51.9)
GC 47 (37.6) 12 (44.4)
cC 9(7.2) 1(3.7)
Dominantni
GG 69 (55.2) 14 (51.9)
GC+CC 56 (44.8) 13 (48.1)
Recesivni
GG+GC 116 (92.8) 26 (96.3)
cc 9(7.2) 1(3.7)

Overdominantni

GG+CC 78 (62.4) 15 (55.6)
GC 47 (37.6) 12 (44.4)
Log-aditivni

1.94 (0.81-4.62)

1.00

1.59 (0.39-6.40)

1.00

1.67 (0.71-3.94)

1.60 (0.85-3.02)

1.00

1.23 (0.52-2.91)

0.55 (0.06-4.71)

1.00

1.12 (0.49-2.59)

1.00

0.50 (0.06-4.16)

1.00

1.30 (0.56-3.02)

0.99 (0.50-1.94)

0.53

0.24

0.15

0.7

0.79

0.49

0.55

0.97

143.8

142.8

142.2

149.1

147.7

147.3

147.4

147.8

? Rezultati podeseni prema starosti ispitanika

Skraéenice: OR - odnos Sansi; Cl- interval poverenja; AlC- Akaike informacioni kriterijum.
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Tabela 4.12. Poredenje distribucije genotipova varijanti rs895819 i rs2910164 izmedu
muskaraca sa astenozoospermijom i fertilnih muskaraca

Broj slucajeva
Varijanta  Geneticki modelBroj kontrola (%)

Slucajevi vs kontrole

(%) OR (95% Cl) ® Pvrednost®  AIC
rs895819
Kodominantni
T 68 (54.4) 20 (40.8) 1.00
TC 48 (38.4) 26 (53.1) 1.87 (0.94-3.75) 0.19 211.3
CC 9(7.2) 3(6.1) 1.08 (0.27-4.42)
Dominantni
T 68 (54.4) 20 (40.8) 1.00
0.1 209.9
TC+CC 57 (45.6) 29 (59.2) 1.74 (0.89-3.41)
Recesivni
TT+TC 116 (92.8) 46 (93.9) 1.00
0.75 212.4
CC 9(7.2) 3(6.1) 0.80(0.21-3.13)
Overdominantni
TT+CC 77 (61.6) 23 (46.9) 1.00
0.07 209.3
TC 48 (38.4) 26 (53.1) 1.86 (0.95-3.63)
Log-aditivni
- - 1.37 (0.81-2.32) 0.24 211.2
rs2910164
Kodominantni
GG 69 (55.2) 21 (42) 1.00
GC 47 (37.6) 27 (54) 1.87 (0.94-3.70) 0.14 213.3
CC 9(7.2) 2 (4) 0.73 (0.15-3.66)
Dominantni
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GG 69 (55.2) 21 (42) 1.00

0.12 212.8
GC+CC 56 (44.8) 29 (58) 1.68 (0.87-3.28)
Recesivni
GG+GC 116 (92.8) 48 (96) 1.00
0.42 214.5
CcC 9(7.2) 2 (4) 0.54 (0.11-2.61)
Overdominantni
GG+CC 78 (62.4) 23 (46) 1.00
0.053° 211.4
GC 47 (37.6) 27 (54) 1.93 (0.99-3.76)
Log-aditivni
- - - 1.29 (0.76-2.20) 0.34 214.3

® Rezultati podeseni prema starosti ispitanika
® Statisticki trend zna&ajnosti
Skracenice: OR - odnos $ansi; Cl- interval poverenja; AlC- Akaike informacioni kriterijum.

Tabela 4.13. Poredenje distribucije genotipova varijanti rs895819 i rs2910164 izmedu
muskaraca sa teratozoospermijom i fertilnih muskaraca

Broj kontrola Broj slucajeva Slucajevi vs kontrole
Varijanta Geneticki model
(%) (%) OR (95% CI) ® Pvrednost®  AIC
rs895819
Kodominantni
T 68 (54.4) 31 (46.3) 1.00
TC 48 (38.4) 30 (44.8) 1.39 (0.75-2.61) 0.54 254.8
cC 9(7.2) 6(9) 1.42 (0.46-4.36)
Dominantni
T 68 (54.4) 31 (46.3) 1.00
0.27 252.8
TC+CC 57 (45.6) 36 (53.7) 1.40 (0.77-2.54)
Recesivni
TT+TC 116 (92.8) 61 (91) 1.00 0.71 253.9
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cc 9(7.2) 6 (9) 1.23 (0.42-3.63)

Overdominantni

TT+CC 77 (61.6) 37 (55.2) 1.00
0.36 253.2
TC 48 (38.4) 30 (44.8) 1.33 (0.73-2.44)
Log-aditivni
- - 1.27 (0.80-2.03) 0.31 253
rs2910164
Kodominantni
GG 69 (55.2) 30 (44.8) 1.00
GC 47 (37.6) 35(52.2) 1.70(0.92-3.15) 0.11 251.7
CC 9(7.2) 2 (3) 0.51 (0.10-2.52)
Dominantni
GG 69 (55.2) 30 (44.8) 1.00
0.17 252.3
GC+CC 56 (44.8) 37 (55.2) 1.51 (0.83-2.75)
Recesivni
GG+GC 116 (92.8) 65 (97) 1.00
0.21 252.6
cC 9(7.2) 2 (3) 0.40 (0.08-1.91)
Overdominantni
GG+CC 78 (62.4) 32 (47.8) 1.00
0.054° 250.5
GC 47 (37.6) 35(52.2) 1.80 (0.99-3.29)
Log-aditivni
- - - 1.18 (0.72-1.93) 0.5 253.7

? Rezultati podeseni prema starosti ispitanika
> Statisticki trend znacajnosti
Skraéenice: OR - odnos Sansi; Cl- interval poverenja; AlC- Akaike informacioni kriterijum.

Neplodni muskarci sa prisustvom spermatozoida dokazanim rezultatima spermograma
sa genotipom GC varijante rs2910164 pokazali su niZi procenat Zivih spermatozoida. Sli¢éno kao i

za povezanost sa astenoteratozoospermijom, over-dominantni geneticki model je izabran kao
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najpogodniji model povezanosti izmedu rs2910164 i procenta zZivih spermatozoida, a izracunati
OR za GC naspram homozigotnih genotipova bio je 2,65 (95% ClI 1,12-6,22, P=0,02) (Tabela
4.14). lako je AIC skor bio najnizi za kodominantni model, statisticka znacajnost je dostignuta |
za druga dva geneticka modela asocijacije — dominantni i log-aditivni (P=0,023 i P=0,039,

respektivno).

Table 4.14. Poredenje distribucije genotipova rs895819 i rs2910164 izmedu neplodnih
muskaraca sa najmanje 60% Zivih spermatozoida i onih kod kojih je procentat Zivih

spematozoida manji od 60%

Vit. 260% Vit. <60% vs Vit. 260%
Varijanta Geneticki model Vit. <60% (%)
(%) OR (95% CI) ® Pvrednost®  AIC
rs895819
Kodominantni
T 16 (47.1) 47 (46.1) 1.00
TC 14 (41.2) 48 (47.1) 1.17 (0.51-2.65) 0.63 160
CcC 4(11.8) 7 (6.9) 0.59 (0.15-2.29)
Dominantni
T 16 (47.1) 47 (46.1) 1.00
0.93 158.9
TC+CC 18 (52.9) 55 (53.9) 1.04 (0.48-2.26)
Recesivni
TT+TC 30 (88.2) 95 (93.1) 1.00
0.37 158.1
CcC 4(11.8) 7 (6.9) 0.55 (0.15-2.00)
Overdominantni
TT+CC 20 (58.8) 54 (52.9) 1.00
0.55 158.5
TC 14 (41.2) 48 (47.1) 1.27 (0.58-2.79)
Log-aditivni
- - 0.90 (0.49-1.67) 0.75 158.8
rs2910164

Kodominantni
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GG

GC

cc

Dominantni

GG

GC+CC
Recesivni

GG+GC

CC

Overdominantni

GG+CC

GC

Log-aditivni

24 (70.6)
9 (26.5)

1(2.9)

24 (70.6)

10 (29.4)

33(97.1)

1(2.9)

25(73.5)

9 (26.5)

50 (48.5)
50 (48.5)

3(2.9)

50 (48.5)

53 (51.5)

100 (97.1)

3(2.9)

53(51.5)

50 (48.5)

1.00
2.69 (1.13-6.37)*

1.39 (0.14-14.20)

1.00

2.56 (1.11-5.88)

1.00

0.97 (0.10-9.69)

1.00

2.65 (1.12-6.24)

2.19 (1.01-4.75)

0.066°

0.023

0.98

0.02

0.039

156

154.3

159.5

154.1

155.2

® Rezultati pode$eni prema starosti ispitanika

® Statisti¢ki trend zna&ajnosti

* Statisticki znacajni rezultati pedstavljeni su bold
Skracenice: Vit — procenat Zivih spermatozoida; OR - odnos $ansi; Cl- interval poverenja; AIC-
Akaike informacioni kriterijum.

lako studija asocijacije geneticke varijante rs895819 sa rizikom za razvoj idiopatske
neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije kao ni sa rezultatima spermograma koji se
odnose na pokretljivost spermatozoida (Slika 4.13.A) nisu bili statisticki znacajni, nosioci
genotipa TC pokazali su niZi procenat progresivno pokretnih spermatozoida u poredenju sa

neplodnim muskarcima sa najé¢eséim genotipom TT (P=0,018) (Slika 4.13.B).
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Slika 4.13. Udeo pokretnih (A) i progresivno pokretnih spermatozoida (B) kod neplodnih

muskaraca prema genotipu rs895819 (* P<0,05).
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5. DISKUSUA

Prirodna Zelja ljudske vrste za potomstvom sastavni je deo evolucije ¢oveka. Neplodnost
predstavlja tezak fizicki ali i mentalni problem koga na Zalost prati i izrazena druStvena stigma
koja dodatno naruSsava mentalno zdravlje neplodnih parova sa znacajnim efektom i na
seksualnu i/ili erektilnu disfunkciju (86,87). Anksioznost, depresija i narusen kvalitet Zivota Cesta
su stanja koja prate neplodnost i muskaraca i Zena. Studije iz celog sveta pokazuju slicna
iskustva nezavisno od podneblja, Zivotnih navika, tradicije i kulture. Ovaj zaklju¢ak je donesen
na osnovu analize 366 naucnih radova koji su od strane tri nezavisna recezenta ocenjeni kao
relevantni od prvobitno selektovanih 7.947 naucnih ¢lanaka (88).

Muska neplodnost je hetorogena grupa osteéenja koja obuhvata urogenitalne
abnormalnosti, kongenitalne malformacije, maligne bolesti, infekcije urogenitalnog trakta,
povisene skrotalne temperature (npr. kao posledica varikocele), endokrine poremecaje,
geneticke abnormalnosti i imunoloske faktore. Kod oko 15% neplodnih muskaraca uzrok su
izmene na nivou genoma, uklju¢ujuéi hromozomske aberacije i mutacije pojedinacnih gena (14).

Jedan od glavnih faktora koji uti€u na musSku neplodnost je fragmentacija DNK
spermatozida (SDF). Tokom kasne faze spermatogeneze, tokom procesa kondenzacije
hromatina histoni bogati lizinom zamenjuje se protaminima bogatim argininom a u cilju zastite
hromatina od osteéenja. Znacajan porast nivoa SDF ometa kondenzaciju hromatina, Sto dovodi
do akumulacije oSte¢enja u genomima spetmatozoida Sto za posledicu ima promene i u
pokretljivosti i u morfologiji spermatozoida (89). Znacaj SDF u proceni plodnosti musarca bila je
tema meta-analize 27 studija koje su obuhvatale 4000 muskaraca. Rezultati ove meta-analize
sugerisSu da je prag SDF koji moZe razlikovati plodne i neplodne muskarce 20% (90).

Mnoga stanja kao Sto su varikocela, gojaznost, nacin Zivota, polne infekcije, poodmakla
Zivotna dob, hemijoterapija, radioterapija, urogenitalne infekcije i pusenje povezani su sa
povisenim nivoima SDF. Danas su u upotrebi komercijalni kitovi za analizu nivoa fragmentacije
DNK spermatozoida SCSA® (eng. sperm chromatin structure assay, SCSA). Ovaj kit omogucava
analizu fragmentacije molekula DNK u spermatozoidima svetlosnim mikroskopom i ¢esto se radi
paralelno sa analizom spermatozoida spermogramom. Osim pomodi pri proceni potencijala
plodnosti muskarca, korekciji u terapijskim pristupima, i proceni rizika po zdravlje potomaka, do
danas nisu razvijeni terapeutski pristupi koji bi uticali na smanjene nivoa fragmentacije
molekula DNK u spermatozoidima sa pozitivnim efektom na ¢in oplodnje (91).

Dosadasnja saznanja o genetickim i epigenetickim faktorima muske neplodnosti dati su
opsirno u poglavlju Uvod. Pored genetickih i epigenetickih faktora, poslednje dve decenije se
intenzivno istrazuje moguca povezanost varijacija u molekulu DNK sa idiopatskom neplodnoscu
muskaraca. Promene sekvence DNK u specificnom lokusu sa frekvencijom od najmanje 1% u
opstoj populaciji nazivaju se varijacije. Varijacije se mogu klasifikovati u tri podgrupe, a to su
tackaste geneticke varijante (SNV), male insercije i delecije (INDEL) i varijacije u broju kopija
(CNV)(92).
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Poslednja objavljena GWA studija koja je za temu imala i musku i Zensku neplodnost
radena na grupi od 41.200 slucajeva i 687.005 kontrola indentifikovala je 21 lokus (93). Prva
GWAS radena u populaciji muskaraca iz Kine identifikovala je tri tackaste geneticke varijante
rs12097821, rs2477686 i rs10842262 asocirane sa idiopatskom neplodno$¢u kod muskaraca
(46). Radi potvrde rezultata GWAS sprovedeno je viSe studija sluCajeva i kontrola u
populacijama azijskog i ne-azijskog porekla (79-85). Samo jedna od ovih studija analizirala je
povezanost rs12097821, s2477686 i rs10842262 sa muskom neplodnoséu u populacijama
slovenskih naroda (47).

Nas cilj bio je da testiramo utvrdene asocijacije u drugoj nezavisnoj grupi muskaraca
slovenskog porekla, kao i da pruzimo dodatne rezultate za kavkasku podgrupu naroda kada je
idiopatska neplodnost muskaraca u pitanju. Vredna pomena je i Cinjenica da se odabrana
metoda genotipizacije pokazala kao pouzdana kroz njenu proveru metodom automatskog
sekvenciranja po Sangeru. Pored toga, sprovedene su i meta-analize kako bi kvantitativnom
sintezom rezultata ranijih studija i nase studije slu¢ajeva i kontrola bila ustanovljena velicina
efekata, odnosno odnos Sansi, kao da bi se testirao pretpostavljeni uticaj etni¢ke pripadnosti
i/ili specificnog tipa neplodnosti. Prema nama dostupnim podacima, nasa studija slucajeva i
kontrola je prva studija tog tipa koja je za temu imala idiopatsku neplodnost kod muskaraca iz
Severne Makedonije. PretraZivanje baze PubMed (proveravano 24. 11. 2024. godine)
koriséenjem klju¢nih reci ,studija slucajeva i kontrola” (eng. , case control study*), ,,Makedonija“
(eng. ,Macedonia“), ,muska neplodnost” (eng. ,male infertility”) i ,tackasta geneticka
varijanta“ (eng.,SNP“) dobija se samo jedan rezultat iz 2017. godine koji je objedinjavao
slu¢ajeve neplodnih muskaraca iz Srbije i Severne Makedonije (94).

Rezultati ove studije slu€ajeva i kontrola, u vezi sa asocijacijom rs12097821 i rizika za
razvoj muske neplodnosti, znacajno se razlikuju od rezultata inicijalne GWAS (46). Rezultati nase
studije poklapaju se sa rezultatima prethodnih replikativnih studija (80-82, 85), ukljucujudi i
studiju slucajeva i kontrola radenu kod muskaraca iz populacije Srbije (47). Medutim, u studiji
Gu X i saradnika iz 2019. godine (79), asocijacija rs12097821 sa rizikom za razvoj NOA ostala je
statisti¢ki znacajna i nakon primene Bonferonijeve korekcije za viSestruka poredenja. Stoga,
medu razlozima za uofeno neslaganje rezultata nasSe i inicijalne GWAS mogao bi biti mali
procenat neplodnih muskaraca sa dijagnozom NOA u studiji slu¢ajeva iz Severne Makedonije.
Ipak, veéina prethodnih studija kod muskaraca azijskog porekla koja je testirala asocijaciju
rs12097821 sa rizikom za razvoj NOA nije potvrdila rezultate inicijalne GWA studije. Uzimajuéi u
obzir etni¢ku pripadnost, rezultati naSe studije su u skladu sa rezultatima prethodne dve studije
slu¢ajeva i kontrola radenih kod muskaraca evropskog porekla (47,80).

Slicno kao i za rs12097821, ova studija slucajeva i kontrola pokazala je odsustvo
asocijacije rs2477686 sa rizikom za razvoj muske neplodnosti. Rezultati su ostali isti i nakon
stratifikacije neplodnih muskaraca prema klinickim podtipovima idiopatske neplodnosti (11).
Rezultati ove studije slucaja i kontrola koji se odnose na rs2477686 su u suprotnosti sa
rezultatima studije slucajeva i kontrola radenih kod muskaraca iz populacije Srbije. Naime, ta
studija slucajeva i kontrola pokazala je statisticki znacajnu asocijaciju ove geneticke varijante sa
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rizikom za razvoj oligozoospermije (47). Razlog za ovako oprecne rezultate kod dve bliske
slovenske populacije moZda lezi u ¢injenici da je nasa studija obuhvatila mali broj muskaraca sa
ovim podtipom idiopatske neplodnosti.

Nasi rezultati se takode razlikuju i od rezulta studije Liu S.Y. i saradnika iz 2017. godine
(84), koja je pokazala povezanost rs2477686 sa oligoastenozoospermijom, kao i sa merljivim
parametrima spermatozoida dobijenih spermogramom. lIpak, broj muskaraca sa dijagnozom
oligoastenozoospermije u njihovoj studiji bio je 22. Znacajno vedi broj muskaraca sa istom
dijagnozom bii je uklju¢en u studiju Gu X. i saradnika iz 2019. godine (79), Ciji se rezultati
poklapaju sa rezultatima nase studije. Rezultati o uticaju ove geneti¢ke varijante na rizik za
razvoj NOA takode su kontradiktorni, posto druge studije na Azijatima (81, 82, 84, 85) nisu
potvrdile rezultate inicijalne GWA studije (46). Rezultati naSe studije slucajeva i kontrola ne
mogu se uporediti sa prethodno objavljenim rezultatima, poSto u nasoj studiji nije vrSeno
uporedivanje distribucije genotipova rs2477686 izmedu neplodnih muskaraca sa NOA i fertilnih
kontrola usled vrlo malog broja ispitanika sa dijagnozom NOA u grupi neplodnih muskaraca.

Jedina geneticka varijanta za koju je pokazana statisticki znacajna povezanost sa
muskom neplodnos$c¢u u nasoj studiji slucajeva i kontrola bila je rs10842262. lako nismo utvrdili
povezanost ove tackaste geneticke varijante sa idiopatskom neplodno$éu muskaraca, pokazana
je povezanost alela G sa rizikom za razvoj oligozoospermije. Ovi rezultati se razlikuju od
rezultata studije slucajeva i kontrola iz populacije Srbije (47). Razlog tome verovatno lezi u
¢injenici da je u nasSoj studiji distribucija genotipova bila u skladu sa HWE, dok je njihova
distribucija u populaciji iz Srbije statistic¢ki znac¢ajno odstupala od HWE (47). Statisticki znacajna
asocijacija rs10842262 sa rizikom za razvoj oligozoospermije takode je pokazana kod Han
Kineza (84). Druga studija koja je ukljucivala ucesnike evropskog porekla pokazala je odsustvo
statisti¢ki znacajne asocijacije. Ipak, rezultati nase studije ne mogu se porediti sa njihovim
rezultatima, poSto je studija Cervan-Martin M. i saradnika iz 2021. godine (80) regrutovala
muskarace sa specifi¢nim retkim podtipovima oligozoospermije.

Rezultati naSe meta-analize pokazali su da je manje ucestali alel T rs12097821 povezan
sa povecanim rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca. Dobijeni OR za alelski,
dominantni i recesivni geneti¢ki model su veoma sli¢ni onima dobijenim od strane Vucié¢ N. i
saradnika iz 2020. godine (47) i ranije od strane Tu W. i saradnika iz 2015. godine (82). Ipak, Tu
W. i saradnici testirali su samo alelski geneticki model koji nije nuzno adekvatan geneticki
model asocijacije ispitivane varijante, a ukljucivali su i rezultate inicijalne GWAS (46).

U meta-analizi Vuci¢ N. i saradnika iz 2020. godine, dobijena statisticka znacajnost se
gubila nakon iskljuCivanja rezultata inicijalne GWAS (46,47). Ova neslaganja se objasSnjavaju
velikim ukupnim efektom GWAS, a koja je opredeljivala i rezultat kvantitativne sinteze. To je
razlog Sto smo i mi tokom meta-analize izvrsili isklju¢enje rezultata inicijalne GWAS. Utvrdene
razlike u rezultatima nase i meta-analize Vuci¢ N. i saradnika (47) mogu se pripisati povecanju
statisticke moc¢i nakon uklju¢ivanja dodatnih studija slu¢ajeva i kontrola. Stoga, sadasnji
rezultati dopunjene i skorije sinteze podataka potvrduju asocijaciju rs12097821 i idiopatske
neplodnosti muskaraca.
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Kada je u pitanju rs2477686, rezultati nase meta-analize nisu u skladu sa prethodnim
meta-analazima (47, 82). Ipak, u analizi Tu W i saradnika iz 2015. godine (82) rezultati sinteze
podataka odnose se samo na povezanost rs2477686 sa NOA, tako da se uocene razlike mogu
pripisati efektima specificnim za klini¢ki podtip neplodnosti, osim ukljucivanja/iskljucivanja
rezultata inicijalne GWAS. S druge strane, navedena meta-analiza obuhvatila je samo ucesnike
azijskog porekla, sto postavlja pitanje o potencijalnom uticaju etnicke pripadnosti na rezultate
meta-analize.

Sto se ti€e nade meta-analize i meta-analize Vucié N. i saradnika iz 2020. godine (47),
ukljucivanje rezultata velike studije kod belaca moglo bi biti razlog za gubljenje statistickog
znacaja analizirane asocijacije, zajedno sa uklju¢ivanjem dodatnih rezultata o povezanosti
rs2477686 sa oligospermijom. Naime, meta-analiza Vuci¢ N. i saradnika, pokazala je razlike u
efektima ove geneticke varijante kod Azijata i belaca, kao i kod NOA i
oligospermije/oligoastenozoospermije. Dakle, donosenje zaklju¢ka o povezanosti rs2477686 sa
rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca zahteva dodatne studije i klasifikaciju
rezultata prema etnickoj pripadnosti i klinickim podtipovima idiopatske neplodnosti.

Ova meta-analiza ponovila je rezultate prethodnih sinteza podataka o asocijaciji
rs10842262 sa rizikom za razvoj idiopatske muske neplodnosti. Kao i u meta-analizi Vuci¢ N. i
saradnika (47) pokazana je statisticka znacajnost i za alelski i za recesivni geneticki model. Pored
toga, za pomenute geneticke modele, rezultati su ostali statisticki znacajni i kod Azijata, kao i
kod NOA podgrupe, $to je odgovaralo prethodnim rezultatima. Posto su dobijeni rezultati
takode u skladu sa ranijim nalazima Tu W. i saradnika (82), sinteza podataka sugerise da je
rs10842262 najperspektivniji kandidat za potencijalni biomarker idiopatske neplodnosti kod
muskaraca medu navedenim testiranim genetickim varijantama.

Generalno, neslaganja izmedu rezultata nase i prethodnih studija mogu se pripisati
razlikama u dizajnu studije, karakteristikama ucesnika, kao Sto su etni¢ko poreklo i razliditi
kliniéki podtipovi idiopatske neplodnosti, kao i statisti¢koj snazi uradenih studija. Da bi rezultati
kvantitativne sinteze podataka bili informativniji, potrebne su dalje studije sa ve¢im brojem
ispitanika razli¢itog etnickog porekla, kao i da ispitanici budu klini¢cki dobro okarakterisani na
osnovu rezultata spermograma.

U poslednjoj deceniji, molekuli mikro RNK su idetifikovani kao vazni regulatori procesa
spermatogeneze, dok su poremedaji u nivou njihove ekpsresije povezani sa smanjenim brojem
spermatozoida, smanjenom vitalnos$éu i/ili pokretljivos¢éu spermatozoida, kao i sa pojavom
izmena u morfologiji spermatozoida (54).

Tokom dizajniranja druge studije slucajeva i kontrola kod muskaraca sa idiopatskom
neplodnoscu iz Severne Makedonije izabrali smo po jednu potencijalno funkcionalnu geneticku
varijantu u genima za miR-146a i miR-27a. Prekomerna ekspresija miR-146a i miR-27a
detektovana je u brojnim, kako ¢estim, tako i retkim bolestima ¢oveka sa razli¢itim efektom na
procese uklju¢ene u patogenezu tih bolesti (55).
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Rezultati prethodnih eksperimentalnih studija pokazali su razli¢ite nivoe ekspresije ove
dve mikro RNK u bioloskim uzorcima muskaraca sa idiopatskom neplodnos$¢u u poredenju sa
bioloskim uzorcima fertilnih muskaraca (95,96).

Molekul miR-146a ubraja se u inflamatorne mikro RNK zbog dokazane uloge u
procesima inflamacije i odrZavanju homeostaze imunskog sistema (97). Postoje brojni
eksperimentalni dokazi o znacaju poremecaja u ekspresiji MiR-146a u procesima patogeneze
kardiovaskularnih bolesti (98), ateroskleroze (99,100), nekih vrsta kardiomiopatija (101) i bolesti
vezanih sa staroS¢u (102). Prekomerna ekspresija miR-146a detektovana je i u mnogim
malignim tumorima gde se poremecaji u njenoj ekspresiji dovode u vezu sa naruSavanjem
tkivne homeostaze blokiranjem procesa apoptoze (103). Brojne autoimunske bolesti takode
karakteriSu poremecaji u ekspresiji ove mikro RNK, kao $to su reumatoidni artritis (104,105),
sistemski ertematozni lupus (eng. systemic lupus erythematosus, SLE)(106), Hasimoto tireoiditis
(eng. Hashimoto's thyroiditis)(107) i giht (108).Izmene u njenoj ekspresiji u autoimunskim
bolestima nije neocekivana, s obzirom na ulogu u regulaciji inflamacije i antioksidativnog
odgovora i medusobnu povezanost oksidativnog stresa i kontinuirane inflamacije u osnovi
ostecujuc¢ih mehanizama navedenih patologija. Prekomerna ekspresija miR-146a ima ulogu i u
oksidativnom stresu koji je povezan sa razvojem Alchajmerove bolesti (109). | kod klinicke
depresije rezistentne na postojeée tretmane (110), Seéerne bolesti tipa 2 (111), miastenije
gravis (112) i glaukoma (113) detektovani su poremecaji u ekspresiji miR-146a.

U patogenezi kardiovaskularnih bolesti, tokom formiranja ateroskleroznog plaka,
prekomerna ekspresija miR-146a mozZe imati protektivan efekat na maticne ¢elije adipocita
(eng. adipose-derived stem cells)(114). Protektivni efekat registrovan je i kod akutnih
zapaljenskih bolesti bubrega kao $to su akutni glomerulonefritisi (115). Istovremeno, pokazana
je protektivna uloga miR-146a i u patogenezi karcinoma pluéa (116).

Prekomerna ekspresija miR-27a iz uzoraka periferne krvi i/ili egzozoma detektovana je u
brojnim bolestima ¢oveka: reumatoidni artiritis (105), gojaznost (117), Parkinsonova bolest
(118), akutna limfoblasna leukemija kod dece (119), Hockinov limfom (120), itd. SniZzen nivo
ekspresije miR-27a detekovan je u bioloskim uzorcima Zena mlade Zivotne dobi sa klinickom
dijagnozom karinoma dojke (121). PoviSen nivo ekspresije ove mikro RNK ima protektivni efekat
na klinic¢ki tok sistemske skleroze (122). Dosadasnja istrazivanja ukazuju da nivo ekspresije miR-
27a u perifernoj krvi (serumu) moZe predstavljati potencijalni biomarker u dijagnostici
predijabeti¢nih stanja kao i Se¢erne bolesti tipa 2 (123).

Razliciti nivoi ekspresije miR-146a i miR-27a imaju ulogu u klinickoj manifestaciji
Hantingtonove bolesti (124). Dosadasnja istrazivanja ukazuju na moguénost koris¢enja miR-
146a i miR-27a kao bioloskih markera u dijagnostici aksijalnog spondiloartritisa (125). Najnovija
istrazivanja pokazuju da su prekomerne ekspresije ove dve mikro RNK uklju¢ene u patogenezu
kardiovaskularnih bolesti koje se dovode u vezu sa infekcijom virusa SARS-CoV-2 (126).
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Geneticka varijanta rs2910164 (miR-146a) bila je tema brojnih studija slucajeva i
kontrola koje su za cilj imale utvrdivanje moguce asocijacije funkcionalnih genetickih varijanti u
genima za mikro RNK sa rizikom za razvoj razli¢itih bolesti ¢coveka. Do danas je kao potencijalni
dijagnosticki bioloski marker identifikovana kod veéeg broja autoimunskih bolesti (127), akutne
limfoblastne leukemije (128), Secerne bolesti tip 2 (129,130), osteoporoze (131), reumatoidnog
artritisa (132), izrazite gojaznosti (eng. morbid obesity) (133), karcinoma jajnika (134),
koronarne bolesti (135), karcinoma Zeluca (136), Sloga uzrokovanog aterosklerozom (137),
akutne limfoblasne leukemije decijeg doba (138), reumatoidnog artritisa (139), tuberkuloze
(podaci iz srpske populacije)(140), ulceroznog kolitisa (141), policisti¢nih jajnika (142).

Rezultati meta-analiza pokazali su odsustvo asocijacije rs2910164 sa rizikom za razvoj
karcinoma dojke (143), nesitnocelijskog karcinoma pluca (144) i grliéa materice (145) kao i
njenu asociranost sa smanjenim rizikom za razvoj reumatoidnog artiritisa (146).

Poslednjih dvadeset godina se zna da molekul miR-27a ima znacajnu ulogu u brojnim
aspektima procesa neoplasti¢ne transformacije, kao Sto je nekontrolisana proliferacija éelija,
inhibicija ¢elijskog umiranja po tipu apoptoze, invaziji i migraciji tumorskih celija, kao i u
procesima angiogeneze (147). Kod mnogih bolesti koje se karakteriSu izmenjenom ekspresijom
miR-27a, kao i u slu¢aju miR-146a, znacajna komponenta patoloskih mehanizama su oksidativni
stres i povezana inflamacija, a u ¢iju regulaciju je ukljuéena navedena mikro RNK (148-150).

Geneticka varijanta rs895819 je statisticki znacajno asocirana sa visSim gradusom bolesti i
odsustvom hormonskih receptora kod bolesnica sa karcinomom dojke (151). Meta-analiza 16
studija slucajeva i kontrola pokazala je da je kod osoba evropskog porekla genotip AA rs895819
asociran sa povecanim rizikom za razvoj karcinom dojke, dok alel G i heterozigotni genotip
mogu imati protektivnu ulogu (152). Rezultati studija slucajeva i kontola u veéem broju
evropskih populacija pokazali su da rs895819 predstavlja potencijalni prediktivni biomarker
karcinoma kolona (153).

Takode, rezultati kako studija slucajeva i kontola u populacijama Sirom sveta, tako i
meta-analiza, ukazuju na udruzenost rs895819 sa rizikom za razvoj Secerne bolesti tipa 2 (154) i
sréanog udara (infarkta miokarda)(155), dok je njena asocijacija sa rizikom za razvoj
autoimunskih bolesti marginalnog znacaja (156). Kada su psihijatrijske bolesti u pitanju, do
danas je pokazana asocijacija sa bipolarnim poremecajem (157).

Na kraju, In silico analiza pokazala je mogucu asocijaciju genetickih varijanti rs2910164 i
rs895819 sa rizikom od pojave spontanih pobacaja (158).

Do sada su radene samo dve studije sluajeva i kontrola za geneti¢ku varijantu
rs2910164 kada je idiopatska neplodnost kod muskaraca u pitanju. Kod muskaraca iz populacije
Turske (159) i Kine (160), slicno kao i u nasoj studiji slucajeva i kontrola, nije pokazana statisticki
znacajna asocijacija rs2910164 sa rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod muskaraca.
Medutim, ove dve studije nisu procenile povezanost rs2910164 sa astenoteratozoospermijom i
nisu dale rezultate o potencijalnom uticaju ove geneticke varijante na morfologiju
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spermatozoida ili pokretljivost spermatozoida. To je razlog Sto rezultati nase studije koji ukazuju
na povezanost rede ucestalog alela C rs2910164 sa pojavom astenoteratozoospermije i sa
niskom stopom vijabilnosti spermatozoida ne mogu biti predmet uporedivanja.

Kada je u pitanju geneticka varijanta rs895819, do sada je sprovedena samo pilot studija
slucajeva i kontola kod muskaraca sa idiopatskom neplodnos$cu iz populacije Srbije (161). Ova
studija u srodnoj populaciji pokazala je odsustvo statisticki znacajne povezanosti rs895819 sa
rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti muskaraca, Sto je u korelaciji sa rezultatima nase
studije slucajeva i kontrola kod muskaraca iz populacije Severne Makedonije. Prema podacima
baze PubMed (gledano 24.11.2024. godine), nisu pronadeni radovi koji za temu imaju studiju
asocijacije rs895819 sa rizikom za razvoj muske neplodnosti u drugim populacijama.

Povezanost rs2910164 i rs895819 sa idiopatskom neplodno$¢u kod muskaraca je
generalno malo verovatna, s obzirom na podudarnost rezultata studija radenih kod muskaraca
iz Srbije i Severne Makedonije.

Medutim, obe analizirane varijante pokazuju povezanost sa odredenim tipovima muske
neplodnosti i parametrima dobijenih analizom spermograma. Za definitivan zaklju¢ak o
mogucoj asocijaciji rs2910164 i rs895819 sa rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti muskaraca
potrebno je uraditi replikativne studije u populacijama za koje postoje podaci (Srbije i Severne
Makedonije), kao i studije slu¢ajeva i kontrola u ve¢em broju drugih evropskih i ne-evropskih
populacija. U tom slucaju bice moguce uraditi i meta-analizu koja bi dala pouzdanije podatke o
mogucoj asocijacijaciji ove dve potencijalno funkcionalne geneticke varijante u genima za mikro
RNK sa rizikom za razvoj muske neplodnosti.

Generalno, glavni nedostatak obe studije slu¢ajeva i kontrola je mali broj analiziranih
ispitanika. Narocito se to odnosi na selekciju muskaraca u grupe sa klinickim podtipovima
idiopatske neplodnosti, uklju¢ujuéi i muskarce u ¢ijim spermogramima nije detektovano
prisustvo spermatozoida. Medutim, kako je broj stanovnika Severne Makednije relativno mali u
odnosu na druge evropske drZave, tesko je za oCekivati da se studije slu¢ajeva i kontrola mogu
dizajnirati na statisticki znacajno veéem uzorku bolesnika sa bilo kojom klinickom dijagnozom.
Objedinjeni ispitanici iz ve¢eg broja slovenskih populacija bi svakako doveli do pouzdanijih
rezultata. To bi bilo narocito korisno u utvrdivanju povezanosti analiziranih genetickih varijanti

......

muskaraca slovenskog porekla.

Pored toga, bilo bi uputno da u slede¢im studijama slucajeva i kontrola budu provereni
rezultati prve GWA studije iz 2022. godine kod muskaraca iz Evrope (48). Kada su funkcionalne
geneticke varijante u genima za mikro RNK u pitanju, budude studije slucajeva i kontrola treba
prosiriti na veéi broj analiziranih genetickih varijanti, kao i na geneticke varijante u genima koji
kodiraju proteine koji ucestvuju u procesima biogeneze molekula mikro RNK.

| pored navedenih nedostataka, vredno znacaja je to Sto su ovo prve dve studije
slucajeva i kontrola koje su ispitivale povezanost polimorfizama u sekvenci molekula DNK sa
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rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti muskaraca iz Severne Makedonije. Svojim rezultatima
one su otvorile novo polje istrazivanja idiopatske neplodnosti kod muskaraca u ovoj evropskoj
populacji.
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6. ZAKUUCCI

1. Uspesno je formirana baza podataka i banka bioloSkih uzoraka muskaraca sa klinickom
dijagnozom idiopatske neplodnosti i fertilnih muskarca kao kontrolne grupe iz populacije
Severne Makedonije.

2. Geneticke varijante u genima PRMT6 (rs12097821), PEX10 (rs2477686) i SOX5
(rs10842262) nisu pokazale statisticki znacajnu povezanost sa rizikom za razvoj
idiopatske neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije.

3. Ucestalost alela G geneticke varijante rs10842262 je znacajno povecana u grupi
neplodnih muskaraca sa niskom koncentracijom spermatozoida u ejakulatu, u
poredenju sa fertilnim muskarcima prema log-aditivnom genetickom modelu.

4. Ucestalost genotipa GG geneticke varijante rs10842262 kod muskaraca sa
oligospermijom oko dva puta je ve¢a u odnosu na onu utvrdenu kod fertilnih muskaraca
prema log-aditivnom genetickom modelu.

5. Rezultati meta-analize ukazuju na povezanost izmedu manje ucestalog alela G
geneticke varijante rs10842262 i muske idiopatske neplodnosti. Nakon stratifikacije
prema etnic¢koj pripadnosti ucesnika, rs10842262 je ostao statisticki znac¢ajno povezan
sa neplodno$éu kod muskaraca Azijskog porekla, Sto sugeriSu i alelski i recesivni
geneticki model.

6. Za drugu testiranu varijantu rs2477686, rezultati kvantitativne sinteze podataka nisu bili
statisticki znacajni po svim testiranim genetickim modelima. | nakon stratifikacije unosa
sprovedene prema etickoj pripadnosti uéesnika i rezultatima spremograma meta-analiza
nije pokazala statisti¢ku znaéajnost.

7. Rezultati meta-analize ukazuju na povezanost izmedu geneticke varijante rs12097821 i
idiopatske neplodnosti muskaraca prema alelskom, dominantnom i recesivhom
genetickom modelu.

8. Geneticke varijante u genima MIR27a (rs2910164) i MIR146a (rs895819) nisu pokazale
statisti¢ki znacajnu povezanost sa rizikom za razvoj idiopatske neplodnosti kod
muskaraca iz Severne Makedonije.

9. Rezultati nase studije slucajeva i kontrola pokazali su povezanost genetickih varijanti u
genima MIR-27a (rs2910164) i MIR-146a (rs895819) sa odredenim podtipovima
idiopatske neplodnosti kod muskaraca iz Severne Makedonije.

10. Manje ucestali alel C rs2910164 statisticki je znacajno cesS¢i kod muskaraca sa
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astenoteratozoospermijom u odnosu na druge podtipove idiopatske neplodnosti kod
muskaraca iz Severne Makedonije prema over-dominantnom genetickom modelu.

11. Neplodni muskarci sa prisustvom spermatozoida dokazanim rezultatima spermograma
sa genotipom GC varijante rs2910164 pokazali su nizi procenat Zivih spermatozoida
prema over-dominantnom genetickom modelu.

12. Nosioci genotipa TC geneticke varijante rs895819 pokazali su niZi procenat progresivno

pokretnih spermatozoida u poredenju sa neplodnim muskarcima sa najce$éim
genotipom TT.
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U3jaBa o0 ayTopcTBY

Motnucaxu-a _Cpehko PajoBcku

6poj nHaekca M3010/2016

U3jaBrbyjem

Aa je AOKTOpCKa AucepTauuja noa HacnosoM
,CTyavja acouujauuje BapujaHTV y reHuma 3a npoteuHe ( rs12097821, rs2477686 v
rs10842262) u reHuma 3a mukpo PHK ( rs2910164 u rs895819) ca pusnkoM 3a pasBoj
uavonaTcke HENMOAHOCTU KoA MyLwkapaua us CesepHe MakenoHuje “

e pe3ynTaT COMCTBEHOr UCTPaXunBayKor paaa,
[la NnpeanoXeHa guceprauuja y UenuH1 HY Y fienosuMa Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujake Guno koje Avnnome npema CTYAWCKAM nporpamuma apyrux

BUCOKOLUKOJSICKUX yCTaHOBa,

e [la cy pe3ynTaTi KOPEKTHO HaBEeAEeH!
Aa HMCaM Kplumo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
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Mpwunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LITaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Ume u npesume aytopa Cpehko PajoBcku
Bpoj nHaekca M3010/2016
Cryavjckv nporpam MonekynapHa 6uonoruja

Hacnos paga ,Ctyaunja acouujaumje BapujaHTi y reHuma 3a nporeuHe ( rs12097821,
rs2477686 wn rs10842262) u reHuma 3a Mukpo PHK ( rs2910164 u rs895819) ca
pU3MKOM 32 pas3Boj WAuonaTcke HENnoAHOCTU koA Mylwkapaua us CesepHe

MakegoHuje “
MeHTop Ap MNopaH Bpajywkosuh, peaosHu npodecop YHuBep3uteta y Beorpagy-
Buonowkor gakynreta
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MoTtnucaxw/a

UsjaBreyjem Aa je WwTamnaHa Bepanja Mor AOKTOPCKOr pafa WCTOBETHA ENEeKTPOHCKO]
Bepauju Kojy cam npegao/na 3a ofjaB/buBatke Ha noprany [urutandor

peno3uTopujyma YHuBep3utera y beorpapy.

JossorbaBaM fAa ce objaBe Moju nuyHM nojauu BesaHu 3a fobujare akapemckor
3Batba [OKTOPAa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 Npe3ume, roauHa u Mecto poferwa v Aatym

oabpaHe papa.

OBy nu4HM noAauu Mory ce 006jaBUTU Ha MPEXHUM cTpaHuuama AaurutanHe
6ubnuoTeke, Y eNeKTPOHCKOM KaTarnory v y nyénukauvjama Yuusepauteta y beorpapy.
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuiwihewy

Osnawhyjem YHusep3autetcky 6ubnuoteky ,Cseto3ap Mapkosuh* aa y [Aurutantu
penosutopujym YHusep3auteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpCKY AucepTauujy nog

Hacnosom:

,CTyavja acouujaumje BapujaHTu y reHuma 3a npoteuHe ( rs12097821, rs2477686 u
rs10842262) n renuma 3a mukpo PHK ( rs2910164 n rs895819) ca puankom 3a pa3soj
uauonarcke HENNOAHOCTN KOA MyLwkapaua u3 CesepHe MakeaoHuje

Koja je mMoje ayTopcKo Aeno.

[OvicepTauujy ca CBUM Npunosuma npefao/na cam y enekTpoHCKoM ¢ opmary norogHoM
3a TpajHO apxuBMpate.

Mojy AOKTOPCKY AUcepTauujy noxpareHy y [Iurutantu penosutopujym YHusepsuterta y
Beorpay Mory Aia KOpUCTe CBM Koju noluTyjy oapeabe cagpxaHe y oaabpaHom tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uvo/na.

1. AytopcTBo

2. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo

3. AyTopcTBo — HekomepumjanHo — 6es npepane

4. AyTopCTBO — HEKOMEpLMjanHO — AENUTY NOA UCTUM yCrosuma
5. Aytopcteo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AENUTU NOA UCTUM yCroBuMa

(Monumo Aa 3aOKpyxuTe cCaMo jeaHy oA Lect NOHYREHNX NuueHUMW, KpaTak onuc
nWUeHUM AaT je Ha nonefjuHu nucra).

Moypsiuc ROKTgpaHaa

29. W\ . Ze24

Y Beorpagay, 1
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1. AyTopcCTBO - [lo3BOrbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUOYLIMjY 1 jaBHO caonwiTasake aAena,
W npepage, ako ce Haseae vme aytopa Ha HauvH oapefieH o cTpaHe ayTopa unu
AaBaoua nuueHue, 4ak u y komepuwujanHe cepxe. OBo je Hajcno6oaHuja of cBUX
nuueHuwn.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lossorbasaTte yMHoXaBare, AucTpuSyumjy U jasHo
caonwrasake Aena, v npepane, ako ce HaBefie UMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
cTpaHe ayTtopa unu aasaoua nuueHue. Osa nuueHua He A03BOSbaBa komepuwjanHy
ynotpeby Aena.

3. AyTopcTBO - HekomepuwjanHo — 6e3 npepage. [lossorbaBaTe YMHOXaBatbe,
aucTpubyunjy v jaBHo caonwTaBake Aena, Ge3 npomeHa, npeobnukoBara UnU
ynoTpeGe Aenay CBOM Aeny, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauyuH oapefneH oA cTpaHe
ayTopa wnu aasaoua nuueHue. Osa NULEHLa He [03BOMbaBa KoMepLMjanHy ynotpeoby
aena. Y ogHoCy Ha CBe ocTane N1LeHLE, 0BOM NULIEHLIOM Ce orpaHuyasa Hajsehu ooum
npaBa kopuwhexwa aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — aenuTu noa UcTum ycnosuma. [lo3BorbaBare
yMHOXaBake, AUCTpUbyumjy v jaBHo caonwTaBawe Aena, v npepaae, ako ceé Haseae
uMe ayTopa Ha HauuH oAapefieH op cTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue U ako ce
npepaga AucTpubyupa noa uctom unu cnudHom nuueHuom. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa komepuvjandy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepapge. [JossorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYuuWjy u jaBHO
caonwTaeake gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkosaka unu ynotpebe aenay csom geny,
aKko ce HaseAe WMe ayTopa Ha HauuH oapefeH oA cTpaHe ayTopa unu pasaoua
nuuenue. Osa nuueHUa A03BorbaBa komepuujandy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - [AenuTM nog wcTUM ycrnoeuma. [l03Bo/baBaTe  yMHOXAaBaHE,
AuCTpubyumjy M jaBHO caoniwitaeawe Aena, v Npepaae, ako ceé HaBeAe UMe ayTopa Ha
HauuH oapefieH of CTpaHe aytopa wnv fasaoua nuueHue W ako ce npepapa
avucTpubyupa noa UCTOM WNM cnuyHoM nuueHuom. Oea nuueHua Aossorbasa
KomepumjanHy ynotpeby Aena u npepapa. CnuuHa je COTBEPCKUM nUUEHUama,
OAHOCHO NnuLieHLuama OTBOPEHOr Koaa.
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