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POPIS KRATICA

AF-1 — Aktivacijska domena 1 (engl. AF-1; Activation function 1)

AF-2 — Aktivacijska domena 2 (engl. AF-2; Activation function 2)

BMI — Indeks tjelesne mase (engl. BMI; Body mass index)

DBD — DNA vezuju¢a domena (engl. DBD; DNA binding domain)

LBD — Ligand vezuju¢a domena (engl. LBD; Ligand binding domain)

LDL kolesterol — Kolesterol niske gusto¢e (engl. LDL cholesterol; Low density cholesterol)

MALDI-MS — Matricom potpomognuta laserska desorpcija/ionizacija—masena spektrometrija

(engl. MALDI-MS; Matrix-assisted laser desorption/ionization-mass spectrometry)

PCR — Lancana reakcija polimeraze (engl. PCR; Polymerase chain reaction)

PGR — Gen za progesteronski receptor (engl. PGR; Progesterone receptor gene)

PR — Progesteronski receptor (engl. PR; Progesterone receptor)

PR-A — Varijanta A progesteronskog receptora (engl. PR-A; Progesterone receptor A)

PR-B - Varijanta B progesteronskog receptora (engl. PR-B; Progesterone receptor B)

pPROM - Prijevremena ruptura ovojnica (engl. pPROM; Preterm premature rupture of

membranes)
P4 — Progesteron
SNP — Polimorfizam jednog nukleotida (engl. SNP; Single nucleotide polymorphism)

SHR — Src homologija 3 (engl. SHR; Src homology 3)
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1. UvOD

1.1. Prijevremeni porod

Prijevremeni porod prepoznat je kao veliki medicinski, ali i socioekonomski problem.
Osim $to uzrokuje povecani rizik mortaliteta, uzrokuje i povecani rizik morbiditeta
novorodencadi (1). Definira se kao rodenje djece izmedu 22. i 37. gestacijskog tjedna, a
prema gestacijskoj dobi dijeli se u tri potkategorije: iznimno prijevremeni porod (izmedu 24. i
28. tjedna), rani prijevremeni porod (izmedu 28. i 32. tjedna) i umjereno do kasni
prijevremeni porod (izmedu 32. i 37. tjedna) (2, 3). Procjenjuje se da se svake godine prerano
rodi 15 milijuna djece (2, 3). Oko 1 milijun djece umire svake godine zbog komplikacija
prijevremenog poroda (1), a osim znacajnog doprinosa mortalitetu, ucinak prijevremenog
poroda medu nekim prezivjelima moze se nastaviti tijekom cijelog zivota (2). Posljedice
mogu biti poremecaji u razvoju zivéanog sustava kao Sto je cerebralna paraliza, poteSkoce u
ucenju i poremecaj vida te mogu utjecati na dugoro¢no fizi¢ko zdravlje s visSim rizikom za
razne bolesti. Ti uéinci predstavljaju veliki teret za obitelj, drustvo i zdravstveni sustav (2). Na
svjetskoj razini, prijevremeni porod vodeci je uzrok smrti djece mlade od pet godina, a u
gotovo svim zemljama s pouzdanim podatcima povecava Se stopa prijevremenog poroda
1, 2).

1.1.1. Etiologija

Prijevremeni porod moze se podijeliti u tri skupine: spontani prijevremeni porod, jatrogeni
prijevremeni porod i pPPROM (1). pPROM-u se pripisuje 25 % svih prijevremenih poroda,
ucestaliji je u afroamerikanskoj populaciji, a najéeS¢e je posljedica infekcije (1). Udio
ucestalosti jatrogenog prijevremenog poroda takoder je 25 %, a najcesca vrsta prijevremenog
poroda je spontani prijevremeni porod kojem se pripisuje 50 % svih prijevremenih poroda (1).
Identificiranje trudno¢e s visokim rizikom spontanog prijevremenog poroda predstavlja
izazov koji moze dramati¢no poboljsati globalno zdravlje (4). Medutim, polovica svih
prijevremenih poroda javlja se u zena bez poznatih klinickih faktora rizika (4). Tradicionalne
metode identificiranja Zena s rizikom za prijevremeni porod, kao §to su opstetricijska povijest,

tokometrija, biokemijski biljezi i ultrazvuk cerviksa te intervencije temeljene na tim nalazima,

1
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nisu smanjile stopu prijevremenog poroda (4). Stoga se prijevremeni porod moze objasniti

kao slozena bolest s viSestrukim putevima koji kulminiraju zajednickim terminalnim putem

(4).

Etiologija prijevremenog poroda je multifaktorijalna i ukljucuje patofiziologiju, genetske i
okoli$ne ¢imbenike (1). Iako postoji vise ¢imbenika koji utjecu na prijevremeni porod, najvise
su proucavana 4 glavna ¢imbenika, a to su: 1.) Patolosko Sirenje maternice; 2.) Stres u
majke / fetusa (preuranjena aktivacija majcinske ili fetalne hipotalami¢no-hipofizne adrenalne
osi); 3.) Abrupcija (decidualno krvarenje); 4.) Infekcija / pretjerana upalna reakcija (1). Svi ti
procesi mogu dovesti do skrac¢ivanja cerviksa i mogu zapoceti mnogo prije nego Sto se pokazu
o¢iti znaci prijevremenog poroda (1). lako njihovi patofizioloski putevi razli¢ito zapocinju,
svi zavr$avaju na isti nacin, aktiviraju¢i koriodecidualnu reakciju, kontraktilnost maternice i

promjene cerviksa. Sve navedene promjene dovode do prijevremenog poroda (1).

1.1.2. Epidemiologija

Podatci temeljeni na nacionalnim procjenama iz 184 zemlje za 2010. godinu pokazali su
11 % (raspon 5 - 18 %) prevalencije prijevremenog poroda, Sto rezultira s 15 milijuna
nedonoscadi (5, 6). Vise od 60 % prijevremenih poroda javlja se u podsaharskoj Africi i
juznoj Aziji, gdje se procjenjuje da je 9,1 milijun djece godisnje roden prerano (5, 6). Stope su
najviSe u prosjeku za zemlje s niskim dohotkom (11,8 %) (5, 6). Slijede ih zemlje nizeg
srednjeg dohotka (11,3 %), a najnize SU za zemlje s viS§im srednjim i visokim dohotkom
(9,4 % i 9,3 %). (5, 6). Medutim, relativno visoke stope prijevremenog poroda vidljive su u
mnogim pojedina¢nim zemljama s visokim dohotkom, gdje one znatno doprinose neonatalnoj
smrtnosti i morbiditetu (5, 6). Od 1,2 milijuna prijevremenih poroda koji se procjenjuju u
drzavama s visokim dohotkom, vise od pola milijuna (42 %) se pojavljuju u SAD-u (5, 6).
Postoje i varijacije postotka prijevremenog poroda u razli¢itim etnickim skupinama. Na
primjer, postotak prijevremenih poroda je veéi u crnac¢koj populaciji nego u populaciji
bijelaca (1). Samo tri zemlje, Hrvatska, Ekvador i Estonija procijenile su smanjenje broja
prijevremenih poroda od 1990. do 2010. godine (6). Cetrnaest zemalja imalo je stabilne stope
prijevremenog poroda (< 0,5 % godi$nje promjene U stopama prijevremenog poroda) (6). U
svim drugim zemljama procjenjuje se da je stopa prijevremenog poroda bila ista ili ve¢a u
2010. nego u 1990. godini (6).
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1.2. Progesteron

Progesteron sudjeluje u regulaciji menstruacijskog ciklusa, priprema maternicu za primitak
muskih sjemenih stanica i implantaciju blastociste, a kasnije ima ulogu u odrzavanju trudnoce
(7). Progesteron je steroid s 21 C-atomom. Sadrzava ketoskupinu na C-3 i dvostruku vezu
izmedu C-4 i C-5 te na polozaju C-17 ima postrani¢ni lanac — CO-CH3 (7). U negravidnih
Zena progesteron se stvara i luci iz zutog tijela (lat. corpus luteum) (7). Osim §to se stvara i
lu¢i iz zutog tijela, dio progesterona stvara se i u nadbubreznoj zlijezdi i testisima jer je on
meduprodukt tijekom biosinteze kortikosteroida i androgena (7). U trudnoci se progesteron
ve¢im dijelom stvara u posteljici, iako ga u prvih 6 - 8 tjedana trudnoce stvara i zuto tijelo (7).
Kako se blizi datum poroda, tako raste i koncentracija progesterona u serumu (7). Glavni
supstrat za biosintezu progesterona jest maj¢in LDL kolesterol koji se veze za receptore na
trofoblastu i razgraduje u slobodni Kkolesterol koji kao takav prelazi u progesteron (7).

Progesteron odrzava trudnoc¢u blokiranjem imunosnog odgovora na strane antigene (7).

1.2.1. 1zoforme progesteronskog receptora

Progesteron je jedan od esencijalnih hormona potrebnih za odrZavanje trudnoce, a svoje
fizioloske ucinke ostvaruje preko progesteronskih receptora (1). PR se eksprimiraju u
srediSnjem ziv€anom sustavu, jajnicima, dojkama 1 Zenskom reproduktivnom traktu,
ukljucujuéi vaginu, cerviks, jajovode, endometrij i miometrij maternice (1). Danas su

identificirane dvije skupine PR-a:

1) nuklearni PR koji djeluju kao transkripcijski faktori aktivirani ligandom i posreduju

genomske reakcije (tj. utje¢u na ekspresiju gena) (1).

2) obitelj PR-a koji se nalaze na povrsini stanice i koji su strukturno srodni s G-proteinom
te pojedinacni transmembranski receptori koji posreduju u izravnom ne-genomskom

djelovanju progesterona (1).

Odrzavanje trudnoc¢e uglavnom se regulira putem nuklearnih receptora progesterona, dok

su membranski receptori progesterona manje osjetljivi na utjecaj progesterona (1, 8).
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PR kao nuklearni receptori sadrze aktivacijske domene, poznate kao AF-1 i AF-2. AF-1 se
nalazi na amino kraju proteina i odgovoran je za funkcije neovisne o vezanju liganda
(1, 9, 10). Ova regija nuklearnih receptora je visoko varijabilna (10). Za razliku od AF-1
domene, AF-2 domena smjeStena je unutar ligand vezujuée domene (LBD) (10) na C-
terminalnom kraju i ima sposobnost vezanja liganda (1, 9). Nadalje, AF-2 domena sadrzi
slijed nuklearne lokalizacije 1 sekvencijsku regiju koja omogucuje ucinkovitu
homodimerizaciju ili heterodimerizaciju (9). Stoga je AF-2 domena odgovorna za vezanje
liganda, dimerizaciju i translokaciju dimera u jezgru (9). Izmedu AF-1 i AF-2 domene (9)
nalaze se dvije strukturne domene: DNA-vezuju¢a domena (DBD), koja se nalazi priblizno
duz srediSta polipepetida, i ligand-vezuju¢a domena (LBD) koja se nalazi duz 200 - 300
C-terminalnih ostataka (10). DBD omogucuje vezanje nuklearnog receptora za DNA u obliku
dimera, a zatim regrutira transkripcijski mehanizam za transkripciju ciljanog gena (9). DBD i
LBD su povezani preko vezne (eng. hinge) regije koja je takoder varijabilna (10). Nuklearni
receptori su kodirani prostaglandinskim genom (PGR) koji se nalazi na kromosomu
11 (11922-9g23) (1). Dvije su izoforme progesteronskog receptora najznacajnije za utjecaj
progesterona, a to su PR-A i PR-B (1). Ove dvije izoforme su strukturno vrlo sli¢ne, osim $to

PR-B ima dodatnih 165 aminokiselina na N-terminalnom kraju (1).

Unutar ove sekvence nalazi se dodatna aktivacijska domena poznata kao AF-3 koja daje
jedinstvene funkcije PR-B-u (9). PR-B imaju funkciju transkripcijskih aktivatora gena
ukljuéenih u odrzavanje trudnoce, a PR-A inhibiraju aktivnost PR-B-a (1). Odnosno, PR-A
djeluje proupalno, povecavajuci ekspresiju proupalnih gena za PTGS2, ILS, IL1A 1 PTX3,
dok PR-B inhibira ekspresiju proupalnih gena (1). lako je domena za inhibiciju transkripcije
prisutna u AF-1 domeni obiju izoformi, postavlja se pitanje zasto samo PR-A ima inhibitornu
aktivnost (9). Odgovor je u postojanju AF-3 domene koju posjeduje PR-B. AF-3 domena
uspjesno sprjecava funkcioniranje inhibitorne domene, ¢ine¢i PR-B transkripcijski aktivnijom
izoformom (9). Smatra se da ucinci progesterona obi¢no predstavljaju kombinirane aktivnosti

PR-A i PR-B (8).

Kod sisavaca je dokazano da porod pocinje u trenutku povlacenja progesterona. Medutim,
mjerenje razine serumskog progesterona u krvi u vrijeme poroda kod ljudi pokazalo je da ne
dolazi do smanjenja razine progesterona. Postoji hipoteza da ljudska parturacija ukljucuje
promjene u ekspresiji miometrijskih nuklearnih PR-a i da promjena ekspresije dovodi do

funkcionalnog povlacenja progesterona te pocetka poroda (1). Tijekom trudnoée PR-B ¢ini
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vec¢inu ukupnog PR-a prisutnog u miometriju, ali kako se kraj trudnoce blizi, ekspresija PR-A
se povecava (1). Ovo opaZanje, zajedno s represivnim uéinkom PR-A na funkciju PR-B-a,
pruzilo je znacajnu potporu za hipotezu ,izoformnog prekidaca® (engl. isoform switch
hypothesis) za funkcionalno povla¢enje P4 (8). Povecana razina PR-A na kraju trudnocée
nastaje zbog promjene u metilaciji PR-A promotorske regije (1). To na kraju dovodi do
preuranjene kontraktilnosti maternice (1). Postoje neki drugi oblici poznatih nuklearnih PR-a,
kao $to su PRC, PRM, PRS, PRT itd., ali njihovo znacenje prilikom ljudskog poroda nije

znacajno (1).

1.2.2. Progesteronski signalni put

PR-i djeluju putem vise signalnih putova unutar stanice. Kanonski signalni put zahtijeva
prisutnost liganda progesterona i oslobadanje PR-a pomocu proteina Saperona (9). Nakon
oslobadanja i vezanja liganda progesterona, dimerizirani PR ulazi u jezgru i veze se na
elemente odgovora unutar promotorskih regija i upravlja regrutiranjem transkripcijskih
regulatora (9). Ovaj genomski signalni put je najsporiji od progesteronskih signalnih
mehanizama. PR-i takoder mogu djelovati u ne-genomskom kontekstu putem vezanja proteina
koji sadrze SH3, kao $to je Src kinaza na specifi¢cnim membranskim receptorima (9). Vezanje

PR-a na Src kinazu izaziva brzo aktiviranje RAS / RAF / MAPK puta unutar stanice (9).

1.3. PROGINS mutacija

Poznato je da genetski faktori igraju znacajnu ulogu u riziku od prijevremenog poroda, a
polazna tocka u potrazi za genetickim varijacijama koje utjeCu na funkciju P4, a time 1 na
porod, u samom je PR-u (12). Ucestala varijanta PR-a je PROGINS varijanta. Karakterizirana
je PV/HS-1 Alu insercijom od 320 bp u intronu G (1, 13) te dvama pojedinacnim
nukleotidnim polimorfizmima (engl. Single nucleotide polymorphisms; SNPs) (13).
SNP-G3432T u egzonu 4 uzrokuje supstituciju aminokiselina (V660L), dok SNP-C3764T u
egzonu 5 uzrokuje tihu mutaciju (H770H) (14). Supstitucija aminokiselina (V600L) u egzonu
4 dovodi do razlike u fosforilaciji i degradaciji izmedu dviju varijanti PR-a nakon vezanja

liganda, vjerojatno zbog razlika u trodimenzionalnim strukturama tih dviju varijanti (1).
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Nadalje, varijanta PR-L660 (PROGINS) pokazuje smanjenu aktivnost u testu luciferaze te
ima smanjenu sposobnost suprotstavljanja proliferaciji stanica u stanicama jajnika hr¢aka koje
eksprimiraju ljudski PR-A, u usporedbi s PR-V660 (najcesca varijanta) (1). Dokazano je da
alel PROGINS ima svoj utjecaj i predstavlja faktor rizika kod nekih bolesnika s karcinomom
dojke, rakom endometrija i endometriozom (1, 12). U trudno¢i njegov utjecaj se vidi ili u
smanjenoj ucinkovitosti PR-a na P4 ili povecanom riziku za poremecaje povezane S
prijevremenim porodom (1, 12). Znacajnost ovih mutacija mogla bi biti smanjena
transkripcijska regulacija gena ciljanih za progesteron, sto dovodi do promjene u signalnim

putovima te do pocetka prijevremenog poroda (1).

1.4. Prevencija i lijeCenje prijevremenog poroda

Prevencija i lijeCenje prijevremenog poroda i dalje ostaje nerijeSen problem u modernoj
opstreticiji. Progesteron ima niz djelovanja na miometrij i grli¢ maternice, izmedu ostalog
inhibira kontraktilnost miometrija i ima ucinak jacanja grlica maternice inhibirajuéi
proizvodnju protuupalnih citokina i prostaglandina, kao i smanjujuéi sintezu proteina koji
imaju kljuénu ulogu u pokretanju poroda (14). Posljedi¢no, progesteron moze biti obecavajuéi
kandidat za prevenciju prijevremenog poroda (14). Postoje dva glavna pripravka progesterona
koji se koriste u terapiji / profilaksi prijevremenog poroda: hidroksiprogesteron kaproat,
sinteticki progesteron koji se obi¢no koristi u dozi od 250 mg jednom tjedno, a daje se
intramuskularno; i prirodni / mikronizirani progesteron u dozi od 100 mg dnevno koji se daje
vaginalno (1). Takoder je rijetka primjena progesterona kao vaginalnog gela u dozi
90 - 200 mg. Najcesc¢a upotreba preparata progesterona kao profilaksa prijevremenog poroda
zapocinje od 16. do 20. gestacijskog tjedna i traje do 36. gestacijskog tjedna (1).
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2. HIPOTEZA

Tockaste mutacije u egzonima 4 i1 5 (V660L 1 H770H) gena za progesteronski receptor

predstavljaju rizik za prijevremeni porod.
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3.CILJ

Cilj je dokazati da tockaste mutacije u egzonima 4 i 5 (V660L i H770H) gena za

progesteronski receptor imaju utjecaj na prijevremeni porod.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

Retrospektivno istrazivanje geneti¢kih varijacija (V660L i H770H) u genu za

progesteronski receptor koje mogu uzrokovati prijevremeni porod.

4.2. Ispitanici

U istrazivanju su sudjelovale rodilje s Klinike za ginekologiju i opstetriciju KBC-a Osijek
te njihova djeca. Istrazivanje se sastojalo od ukupno 200 uzoraka krvi. Maj¢ini uzorci
dobiveni su venepunkcijom venske krvi, dok su uzorci krvi novorodencadi dobiveni iz
pupcéane vrpce. Kontrolne skupine ¢ini 100 uzoraka, od kojih su 50 maj¢inih (terminske
trudnice kojima je porod krenuo spontano), a 50 dje¢jih uzoraka. Isto vrijedi i za ispitivane
skupine koje ¢ini 50 majcinih i 50 dje¢jih uzoraka. Preterminske su rodilje podijeljene u
sljedece skupine: rani prijevremeni porodi ( < 28. gestacijskog tjedna), umjereni prijevremeni
porodi (28. - 32. gestacijski tjedan) te kasni prijevremeni porodi (32. - 37. gestacijski tjedan).
Ispitivala se povezanost izmedu navedenih genetickih mutacija te spontanih prijevremenih

poroda.

Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Osijeku odobrilo je provodenje istrazivanja.
4.3. Metode

4.3.1. Izolacija DNA

Nakon dobivenog informiranog pristanka, jednokratno se uzorkovala venska krv majki te
krv novorodencadi iz pupcane vrpce. 1zolacija DNA napravila se pomoc¢u komercijalnog kita
NucleoSpin Blood (Macherey-Nagel Gmbh & Co. KG, Diiren, Njemacka) (15). On sadrzava
Proteinazu K, etanol, kolone, epruvete za prikupljanje uzorka (2 ml) te pufere B3, BW, B5 i
BE (elucijski pufer). Prije pocetka izolacije, vodena kupelj i BE su bili zagrijani na 70 °C.

U prvom su koraku izolacije pipetirani uzorci krvi od 200 ul te lizirani dodavanjem 25 ul
Proteinaze K (15). Proteinaza K je enzim koji razgraduje proteine vezane uz DNA, a ve¢inom

razgraduje hidrofobne aminokiseline (i aromatske i alifatske) (16). Liza stanica postiZze se
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inkubacijom pune krvi u otopini koja sadrzi velike koli¢ine kaotropnih iona u prisutnosti
Proteinaze K (15). Kofaktor, kalcijev ion osigurava stabilnost enzima, no on ne moze povecati
aktivnost reakcije (16). Nakon dodavanja Proteinaze K, uzorcima se dodalo 200 pul pufera B3,
a zatim su se uzorci vorteksirali. Nakon toga, uzorci su se inkubirali 20 min na 70 °C. U
sljede¢em koraku svakom je uzorku dodano 210 ul etanola (96 - 100 %) te su se ponovno
vorteksirali. Uloga etanola je dehidracija i uklanjanje soli zbog razlike u solubilizaciji.
Ukupan volumen svakog uzorka (635 ul) premjesten je u pojedinacnu NucleoSpin Blood
kolonu koja se nalazila u epruveti za prikupljanje uzoraka. Kaotropni ioni koji su se nalazili u
lizatu stvorili su hidrofobnu okolinu, a pod tim uvjetima silica membrana NucleoSpin kolone
predstavlja vezno mjesto za DNA. Sljedec¢i korak bila je centrifuga lizata i odbacivanje
sadrzaja iz epruvete za prikupljanje. Nakon toga dodano je 500 pl pufera BW pa 600 ul
pufera B5. Izmedu dodavanja svakog pufera, uzorci su se centrifugirali, a sadrzaj iz epruvete
za prikupljanje se odbacio. U uvjetima visoke ionske jakosti, proteini, metaboliti i drugi
kontaminanti ispiru se pomocu pufera BW i B5, a samo se DNA veze za kolonu. U sljede¢em
koraku preostali etanol uklonio se centrifugiranjem uzoraka bez dodavanja pufera. U
posljednjem koraku NucleoSpin Blood kolone svakog uzorka premjestile su se u pojedinacne
1,5 ml epruvete za mikrocentrifugu (ne nalazi se u kitu) i dodano je 100 pl prethodno
zagrijanog pufera BE (70 °C). Uzorci su se nakon toga inkubirali na sobnoj temperaturi, a
potom centrifugirali. Cista genomska DNA konaéno se eluirala pod uvjetima niske ionske
snage u blago alkalnom elucijskom puferu (15). Izolirani uzorci DNA ¢uvali su se na

temperaturi od 4 °C.

4.3.2. Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu

Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu je precizna i1 pouzdana metoda koja se
temelji na mjerenju flourescencijskog signala koji tijekom PCR reakcije raste proporcionalno
s povecanjem broja kopija pocetne DNA. Razina fluorescencije mjeri se na kraju svakog PCR

ciklusa pa je proces amplifikacije moguce pratiti u stvarnom vremenu.

Genotipizacija je obavljena pomo¢u Applied Biosystems™ TagMan® SNP Genotyping
Assays (Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD) na uredaju Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems LS 4351104, Waltham, MA, SAD) (17). Svi
TagMan® SNP Genotyping Assays (Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD) optimizirani su
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za upotrebu s TagMan® Genotyping Master Mixom (Life Technologies, Carlsbad, CA,

SAD). Svaki test omogucéuje individualnu genotipizaciju za jedan polimorfizam nukleotida

(engl. Single nucleotide polymorphism; SNP).

Tagman® SNP Genotyping Assays (17) sadrzi:

Uzvodne pocetnice 1 nizvodne pocetnice specificne za amplifikaciju odredenog SNP-a.
Dvije Tagman MBG (engl. Minor groove binder; MGB) probe. Tagman probe sastoje se
od specifi¢nih oligonukleotida koji sadrze:

Reportersku boju na 5' kraju probe. Jedna je proba oznacena VIC bojom za otkrivanje
sekvence Alela 1, a druga je oznacena FAM bojom za otkrivanje sekvence Alela 2
(Tablica 1).

Tablica 1. Povezanost fluorescentnog signala sa sekvencom uzorka.

Fluorescentni signal Genotip uzorka
VIC signal Homozigot za Alel 1
FAM signal Homozigot za Alel 2

VIC i FAM signali Heterozigot

Sekvenca probe za SNP rs1042838:
GCTTGGCTTTCATTTGGAACGCCCA[A/C]ITGGCTGTGGGAGAGCAACAGCATCC
Sekvenca probe za SNP rs1042839:
CAAAATACAGCATCTGCCCACTGACIA/G]TGTTTGTAGGATCTCCATCCTAGAC

Nefluorescentni hvata¢ boje; NFQ (engl. Non-fluorescent quencher; NFQ) na 3' kraju

probe.

3. Vezujuéi element za mali utor; MGB (engl. Minor groove binder; MGB ) na 3' kraju.

Sastojci koji su bili potrebni za izvodenje genotipizacije su: 2x Tagman® Master Mix,

20x Assay Working, DNA uzorak i voda (Tablica 2) (17).
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Tablica 2. Sastojci 1 njihovi volumeni potrebni za izvodenje genotipizacije.

Sastojak Broj jazica: 96
2X Tagman® 12,5 ul
Master Mix

20X Assay Working 1,25 ul
DNA uzorak + voda 11,25 ul
Ukupni volumen u 25 ul
jazici

PCR u stvarnom vremenu odvijao se u tri koraka (Tablica 3) (17) .

Tablica 3. PCR protokol

Pocetna denaturacija 10 minuta na 95 °C
Denaturacija tijekom 40 ciklusa 15 sekundi na 95 °C
Sinteza tijekom 40 ciklusa 1 minuta na 60 °C

PCR koristi 5' nukleaznu aktivnost AmpliTaq Gold® DNA polimeraze za cijepanje
Tagman proba. Tijekom PCR-a, uzvodne i nizvodne pocetnice hibridiziraju se na
komplementarne sekvence duz denaturiranih lanaca DNA. Tagman probe hibridiziraju se
specifi¢no na komplementarnu sekvencu. Kada je proba netaknuta, blizina reporterske boje i
boje za priguSivanje rezultira suzbijanjem reporterske fluorescencije, prvenstveno

Forsterovim prijenosom energije (17).

Tijekom polimerizacije, DNA polimeraza cijepa samo probe koje su se hibridizirale na
ciljnu sekvencu. Cijepanje razdvaja reportersku boju od probe. Odvajanje reporterske boje od
boje za priguSivanje rezultira povecanom fluorescencijom reporterske boje. Porast
fluorescencijskog signala dogada se samo ako je ciljana sekvenca komplementarna probi i ako
je amplificirana tijekom PCR-a. Zbog ovih uvjeta, nespecificna amplifikacija nije detektirana,

a fluorescentni signal pokazuje koji su aleli u uzorku (17).
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4.4. Statisticke metode

Upotrijebila se deskriptivna statisticka obrada. Kategorijski podatci predstavljeni su
apsolutnimi relativnim frekvencijama (%). Numericki su se podatci opisali aritmetiCkom
sredinom i standardnom devijacijom u slucajevima koji su slijedili normalnu raspodjelu, a u
ostalim slucajevima medijanom 1 granicama interkvartilnog raspona. Dobiveni rezultati
statisti¢ki su obradeni u programu MedCalc (inacica 16.2.0., MedCalc Software bvba, Ostend,
Belgija). Povezanost kategorijskih varijabli testirana je y2 testom. Povezanost normalno
raspodijeljenih numeric¢kih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirana je Studentovim
t testom. Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom.

Razlika je statisticki znacajna ako je p < 0,05.

13



REZULTATI

5. REZULTATI

| u kontrolnoj i ispitivanoj skupini majki i djece istrazena su tri genotipa mutacija V660L i
H770H. Genotipi mutacije V660L bili su: homozigot divljeg tipa (GG), heterozigot (TG) i
homozigot mutant (TT). Genotipi mutacije H770H bili su: homozigot divljeg tipa (CC),
heterozigot (TC) i homozigot mutant (TT). Ispitivane skupine majki i djece bile su
podijeljene u kategorije prijevremenog poroda: Rani prijevremeni porod, umjereni

prijevremeni porod i kasni prijevremeni porod.

U kontrolnoj skupini majki za mutaciju V660L najées¢i genotip bio je homozigot divljeg
tipa (GG). U svim kategorijama prijevremenog poroda najce$¢i genotip bio je takoder
homozigot divljeg tipa (GG) (Tablica 4).

Tablica 4. Prikaz ucestalosti genotipova mutacije V660L u kontrolnoj i ispitivanoj
skupini majki prema vremenu poroda.

Kontrolna RPP* (n=8) UPPt (n=11) KPPi (n=31)
skupina (n=50)
Aleli Apsolutna Apsolutna Apsolutna Apsolutna
frekvencija frekvencija frekvencija frekvencija
(relativna (relativna (relativna (relativna
frekvencija %) frekvencija %) frekvencija %) frekvencija %)
GG 38 (76) 5 (62,5) 10 (90,91) 20 (64,52)
TG 11 (22) 1 (12,5) 0 (0) 10 (32,26)
T 1(2) 2 (25) 1(9,09) 1(3,22)

* Rani prijevremeni porod

T Umjereni prijevremeni porod

1 Kasni prijevremeni porod

-----

tipa (GG). U kategoriji ranog prijevremenog poroda najcesci genotip bio je heterozigot (TG),

dok je u kategorijama umjerenog i kasnog prijevremenog poroda najceS$¢i genotip bio

homozigot divljeg tipa (GG) (Tablica 5).
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Tablica 5. Prikaz ucestalosti genotipova mutacije V660L u kontrolnoj i ispitivanoj
skupini djece ovisno o vremenu rodenja.

Kontrolna RPP* (n=8) UPPY (n=11) KPP1 (n=31)
skupina (n=50)
Aleli Apsolutna Apsolutna Apsolutna Apsolutna
frekvencija frekvencija frekvencija frekvencija
(relativna (relativna (relativna (relativna
frekvencija %) frekvencija %) frekvencija %) frekvencija %)
GG 35 (70) 3(37,5) 9(81,82) 18 (58,07)
TG 12 (24) 5 (62,5) 2 (18,18) 11 (35,48)
1T 3(6) 0 (0) 0 (0) 2 (6,45)

* Rani prijevremeni porod
T Umjereni prijevremeni porod
I Kasni prijevremeni porod

Najcesci genotip mutacije H770H u kontrolnoj i ispitivanoj skupini majki bio je homozigot
divljeg tipa (CC) (Tablica 6).

Tablica 6. Prikaz ucestalosti genotipova mutacije H770H u kontrolnoj 1 ispitivanoj
skupini majki ovisno o vremenu poroda.

Kontrolna RPP* (n=8) UPPt (n=11) KPP} (n=31)
skupina (n=50)
Aleli Apsolutna Apsolutna Apsolutna Apsolutna
frekvencija frekvencija frekvencija frekvencija
(relativna (relativna (relativna (relativna
frekvencija %) frekvencija %) frekvencija %) frekvencija %)
CC 39 (78) 5 (62,5) 10 (90,91) 20 (64,52)
TC 10 (20) 1(12,5) 0 (0) 11 (35,48)
TT 1(2) 2 (25) 1(9,09) 0(0)

* Rani prijevremeni porod
T Umjereni prijevremeni porod
I Kasni prijevremeni porod

U kontrolnoj skupini djece najces¢i genotip mutacije H770H bio je homozigot divljeg tipa
(CC). U kategoriji ranog prijevremenog poroda najéesc¢i genotip bio je heterozigot (TC), a u
kategorijama umjerenog i1 kasnog prijevremenog poroda najces¢i genotip bio je homozigot

divljeg tipa (CC) (Tablica 7).
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Tablica 7. Prikaz ucestalosti genotipova mutacije H770H u kontrolnoj i ispitivanoj
skupini djece ovisno o vremenu rodenja.

Kontrolna RPP* (n=8) UPPYT (n=11) KPPZ (n=31)
skupina (n=50)
Aleli Apsolutna Apsolutna Apsolutna Apsolutna
frekvencija frekvencija frekvencija frekvencija
(relativna (relativna (relativna (relativna
frekvencija %) frekvencija %) frekvencija %) frekvencija %)
CcC 35 (70) 3(37,5) 9 (81,82) 18 (58,07)
TC 12 (24) 5 (62,5) 2 (18,18) 11 (35,48)
1T 3(6) 0 (0) 0 (0) 2 (6,45)

* Rani prijevremeni porod
T Umjereni prijevremeni porod
T Kasni prijevremeni porod

Statisticka analiza 2 testom pokazala je da nema povezanosti izmedu mutacija V660L i

H770H s prijevremenim porodom (Tablica 8).

Tablica 8. Prikaz maj¢inih i djecjih p vrijednosti za mutacije V660L

i H770H.
Mutacija P vrijednost
Majke Djeca
\VV660L 0,5689 0,5583
H770H 0,8473 0,5583

Prosje¢ne vrijednosti progesterona u kontrolnoj skupini majki pri porodu bile su unutar
referentnih vrijednosti. Snizene prosjecne vrijednosti progesterona pojavile su se samo u
kategoriji ranog prijevremenog poroda ispitivane skupine (Tablica 9). Takoder, ne postoji
veliko odstupanje u dobi izmedu kontrolnih i ispitivanih majki (Tablica 10).
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Tablica 9. Prikaz prosje¢nih vrijednosti progesterona za kontrolnu i ispitivanu skupinu majki.

Kontrolna RPPY UPPi KPP§
skupina
Aritmeticka Medijan Medijan Medijan
sredina (granice (granice (granice
(standardna interkvartilnog | interkvartilnog interkvartilnog
devijacija) raspona) raspona) raspona)
Progesteron* 484,54 27,4 (15,86 — 68 (36,45 — 283,43 (45,57 —
(192,28) 97,02) 332,72) 471,23)

* Referentne vrijednosti za progesteron pri terminskom porodu su 314,82 — 1087,56 nmol/L,
a za preuranjeni porod iznose 50,18 — 467,46 nmol/L (18).

1 Rani prijevremeni porod

T Umjereni prijevremeni porod

§ Kasni prijevremeni porod

Tablica 10. Prosjecne vrijednosti dobi kontrolne i ispitivane skupine majki.

Kontrola | RPP* | UPP{ | KPPi
Doblaritmeti¢ka sredina (standardna devijacija)] | 31,56 28,25 | 28,64 | 32,21
(5,35) | (7,17) | (5,78) | (5,95)

* Rani prijevremeni porod
T Umjereni prijevremeni porod
1 Kasni prijevremeni porod

U kontrolnoj skupini veéina terminskih rodilja imale su normalnu razinu progesterona. U
ispitivanoj skupini samo je u kategoriji umjerenog prijevremenog poroda vecina rodilja imala
normalnu razinu progesterona. U kategorijama ranog te kasnog prijevremenog poroda vecina

rodilja imala je snizenu razinu progesterona (Tablica 11).

Tablica 11. Prikaz apsolutne i relativne frekvencije kontrolnih i ispitivanih rodilja s obzirom
na snizenu, normalnu ili poviSenu razinu progesterona.

Kontrolna RPP* (n=8) UPPt (n=11) KPPi (n=31)
Razina skupina (n=50)
progesterona Apsolutna Apsolutna Apsolutna Apsolutna
frekvencija frekvencija frekvencija frekvencija
(relativna (relativna (relativna (relativna
frekvencija %) frekvencija %) frekvencija %) frekvencija %)
Snizena 7 (14) 5 (62,5) 4 (36,36) 15 (48,4)
Normalna 43 (86) 3 (37,5) 7 (63,64) 8 (25,81)
PoviSena 0 (0) 0 (0) 0(0) 8 (25,81)
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* Rani prijevremeni porod
+ Umjereni prijevremeni porod
1 Kasni prijevremeni porod

U kontrolnoj i ispitivanoj skupini nije bilo pothranjenih majki ( < 18,5 kg/m?). U

kontrolnoj skupini gotovo jednako ima majki idealne te prekomjerne tjelesne mase. Vecina

ispitivanih rodilja imala je idealnu tjelesnu masu u kategoriji umjerenog prijevremenog

poroda, dok je vecina rodilja u kategorijama ranog te kasnog prijevremenog poroda bila

prekomjerne tjelesne mase (Tablica 12).

Tablica 12. Prikaz apsolutne i relativne frekvencije indeksa tjelesne mase kontrolnih majki i
majki ispitanica s obzirom na vrijeme poroda.

frekvencija %)

frekvencija %)

frekvencija %)

Indeks tjelesne | Kontrola majke RPP* (n=8) UPPt (n=11) KPP} (n=31)
mase (n=50)
Apsolutna Apsolutna Apsolutna Apsolutna
frekvencija frekvencija frekvencija frekvencija
(relativna (relativna (relativna (relativna

frekvencija %)

Idealna tjelesna
masa
(18,5-249
kg/m?)

20 (40)

2 (25)

6 (54,55)

12 (38,71)

Prekomjerna
tjelesna masa
(25-29,9
kg/m?)

19 (38)

4 (50)

3(27,27)

17 (54,84)

Pretilost
(30 kg/m?>)

11 (22)

2 (25)

2 (18,18)

2 (6,45)

* Rani prijevremeni porod
T Umjereni prijevremeni porod
I Kasni prijevremeni porod

StatistiCke analize pokazale su da nema povezanosti izmedu dobi, indeksa tjelesne mase i

vrijednosti razine progesterona s prijevremenim porodom (Tablica 13).
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Tablica 13. Prikaz p vrijednosti ostalih rizi¢nih ¢imbenika na prijevremeni porod: Dob, indeks

tjelesne mase i razina progesterona.

Obiljezje P vrijednost
Dob majki* 0,4814
Indeks tjelesne mase majkii 0,7303
Razina progesterona majkif 0,8668

* Nedostaju dva podatka u ispitivanojskupinimajki.
1 Studentov t test
T test
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6. RASPRAVA

U ovom radu istrazivala se povezanost PROGINS mutacija, odnosno V660L i H770H, sa
spontanim prijevremenim porodom. Statistickom analizom odgovaraju¢im testovima u
programu MedCalc (inacica 16.2.0., MedCalc Software bvba, Ostend, Belgija) pokazalo se da
ne postoji povezanost izmedu mutacija V660L i H770H sa spontanim prijevremenim
porodom. Za dob i indeks tjelesne mase takoder se pokazalo da nemaju utjecaj na spontani
prijevremeni porod. Potrebno je spomenuti da se ovo istrazivanje provodilo na malom broju

uzoraka te da bi se rezultati vjerodostojnije prikazali na ve¢em broju uzoraka.

U Meksiku je provedeno ispitivanje u kojem su kao uzorke upotrijebili placentalnu DNA
64 pacijentice koje su imale prijevremeni porod i 54 pacijentice kontrolne skupine. DNA je
genotipizirana na 4 polimorfizma, V660L, H770H, PROGINS alele i + 331G/A metodom
PCR. Hi-kvadrat test i t test kori$teni su za izraCunavanje statistiCke znacajnosti. Neravnoteza
veze izraCunata je koriStenjem programa Linkage Disequilibrium Analyzer. P vrijednost za
polimorfnu varijantu V660L iznosila je 0,271, a za H770H 0,181. Ovo istrazivanje sugerira da
navedeni polimorfizmi gena receptora za progesteron nisu povezani s povecanim rizikom

prijevremenog poroda u meksickoj populaciji (19).

U istrazivanju provedenom u SAD-u, DNA je izdvojena u pacijentica s prijevremenim
porodom (n = 78) i pacijentica koje su ¢inile terminske kontrole (n = 415). Genotipizacija je
obavljena za tri SNP-a (+331 [G > A], +770 [C > T], +660 [G > T]) pomo¢u MALDI-MS.
Podatci su analizirani hi-kvadrat testom i logistickom regresijskom analizom. Majéini aleli
+660 G/T ili +660 T/T nisu bili povezani s pove¢anim rizikom od spontanog prijevremenog
poroda (p = 0,92). Medutim, postojanje polimorfizma V660L bilo je znacajno povezano S
poveéanim rizikom za prijevremeni porodaj kod zena s BMI < 18,5 kg/ m? (p = 0,02), aline i
u zena s BMI > 18,5 kg / m2. Postojanje polimorfizma +770 C/T ili +770 T/T nije pokazalo
povecani rizik od prijevremenog poroda u usporedbi s +770 CC (p = 0,67). Medutim, majcin
polimorfizam H770H povezan je sa znacajno povecanim rizikom za prijevremeni porod kod
7ena s BMI < 18,5 kg / m? (p = 0.02), aline u Zena s BMI > 18,5 kg/m? (20). U najem
istrazivanju nitko od rodilja nije imao BMI < 18,5 kg/m?, a sveukupno gledano BMI nije

statisticki znacajan (p = 0,7303) te nije povezan s prijevremenim porodom.
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Na Sveucilistu lowa ispitanici su bili prerano rodena dojencad. DNA je prikupljena od
majke, novorodenceta i oca. Od ukupno 440 nedonoscadi, 312 je rodeno kao jednorodeno, a
ostatak je rezultat trudnoce s visestrukim plodom (103 blizanke i 25 trojki /¢etvorki). Trojke i
Cetvorke iskljuCene su iz analize, ¢ime je 415 novorodencadi ukljuCeno u ovu analizu.
Jednorodne trudnoce analizirane su odvojeno od viSeplodnih (blizanackih) trudnoca. Jedno
slu¢ajno odabrano novorodence odabrano je izmedu parova blizanaca radi ukljuc¢ivanja u bilo
koju genetsku analizu koja je koristila blizance, tako da je samo jedno novorodence dalo
podatke o genotipu. U naSem su istrazivanju blizanci iskljuceni iz analize. DNA je izolirana iz
krvi pupCane vrpce za novorodencad rodenu u djecjoj bolnici na Sveucilistu lowa, ili iz
odbacene krvi ili bukalnog brisa za novorodencad koja je prebacena u bolnicu. Za
prikupljanje roditeljske DNA uzeli su uzorke venske krvi ili bukalni bris pomo¢u standardnih
protokola. Ispitano je 17 pojedinaénih nukleotidnih polimorfizama (SNP) i varijanta
insercije/delecije u PGR u 415 obitelji. Rezultati su zatim analizirani pomocu testova
neravnoteze 1 analize temeljene na log-linearnom modelu. DNA sekvenciranje PGR gena
takoder je provedeno kod 92 majke nedonos¢adi. Nekoliko funkcionalnih varijanti PGR-a bilo
je ili testirano u ovom istrazivanju (PROGINS Alu insercija) ili su bile u potpunoj veznoj
neravnotezi S SNP-om koji je testiran [varijanta V660L (rs1042838) je u potpunoj neravnotezi
s rs1042839 testiranom u ovom istrazivanju (mutacija H770H)]. Od cetiri SNP-a koja
pokazuju p < 0,05 u fetalnom ili majéinskom istrazivanju ucinjenom ovdje, dva, koja
pokazuju znacajnu razliku u majci (rs653752 i rs503362), u potpunoj su neravnotezi S V660L
i PROGINS insercijom, s§to sugerira da ove varijante mogu pruZiti etiolo§ki mehanizam na

kojem se temelji ispitivanje promatrano ovdje (21).

Istrazivanja iz Meksika (19) i SAD-a (20) pokazala su da ne postoji povezanost izmedu
prijevremenog poroda i PROGINS mutacije. Istrazivanje u SAD-u moglo bi se izdvojiti jer su
ipak dobili statisti¢ki znacajnu razliku za zZene s BMI < 18,5 kg/m>. U nasem istrazivanju
nijedna rodilja nije imala BMI < 18,5 kg/m?, a p vrijednost nije bila statisticki zna¢ajna. S
druge strane, ispitivanje koje je provelo SveuciliSte u Iowi (21) pokazalo je da postoji

povezanost izmedu H770H i V660L varijanti polimorfizma s prijevremenim porodom.
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ZAKLJUCAK

7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

- Ne postoji povezanost izmedu polimorfne varijante PROGINS-a V660L i
prijevremenog poroda na ispitivanoj populaciji koju su cinile rodilje s Klinike za
ginekologiju i opstetriciju KBC-a Osijek te njihova djeca.

- Ne postoji povezanost izmedu polimorfne varijante PROGINS-a H770H i
prijevremenog poroda na ispitivanoj populaciji koju su ¢inile rodilje s Klinike za
ginekologiju i opstetriciju KBC-a Osijek te njihova djeca.

- BMI nije rizi¢ni ¢imbenik za prijevremeni porod u ovom istrazivanju.

- Dob nije rizi¢ni ¢cimbenik za prijevremeni porod u ovom istrazivanju.

U ovom istrazivanju nije se uspjela dokazati povezanost izmedu PROGINS mutacija
V660L i H770H i prijevremenog poroda. Klju¢ni ¢imbenik mogao bi biti i mali broj uzoraka
na kojima se obavljalo istrazivanje. Zbog multifaktorijalne prirode prijevremenog poroda, nije
moguce iskljuéiti ulogu genetike jer postoje i drugi povezani polimorfizmi koji bi mogli

razli¢ito utjecati na porod.
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SAZETAK

8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Dokazati da su tockaste mutacije u egzonima 4 i 5 (V660L i H770H) gena

za progesteronski receptor rizi¢ni ¢imbenici za prijevremeni porod.

Ustroj studije: Retrospektivno istrazivanje geneti¢kih varijacija u genu za progesteronski

receptor koje mogu dovesti do prijevremenog poroda.

Ispitanici i metode: Istrazivanje je provedeno na rodiljama s Klinike za ginekologiju i
opstetriciju KBC-a Osijek i njihovoj djeci. Skupljeno je 200 uzoraka. 100 uzoraka cinilo je
kontrolne skupine koje su se sastojale od terminskih trudnica (n = 50) i njihove djece (n = 50).
100 uzoraka ¢inilo je ispitivane skupine u kojima su bile preterminske trudnice (n = 50) i
njihova djeca (n = 50). Preterminske rodilje podijeljene su u sljedec¢e skupine: rani
prijevremeni porodi (prije 28. gest. tjedna), umjereni prijevremeni porodi (28. - 32. gest.
tjedan) te kasni prijevremeni porodi (32. - 37. gest. tjedan). Prvi korak u istrazivanju bila je
izolacija DNA pomoc¢u komercijalnog kita NucleoSpin Blood iz uzoraka venske krvi majki i
krvi iz pupcane vrpce djece. Drugi korak bila je genotipizacija DNA pomocu PCR-a u
stvarnom vremenu prema protokolu Tagman SNP Genotyping Assay na uredaju Applied
Biosystems. Upotrijebila se deskriptivna statisticka obrada. Dobiveni rezultati statisticki su

obradeni u programu MedCalc (inacica 16.2.0., MedCalc Software bvba, Ostend, Belgija).

Rezultati: Ispitivane mutacije V660L i H770H nemaju statisticku znacajnost za

prijevremeni porod. Isto vrijedi za dob i BMI.

Zakljucak: Istrazivanje je pokazalo da mutacije V660L 1 H770H nisu rizi¢ni ¢imbenici za
prijevremeni porod na ispitivanoj populaciji. Dob i BMI takoder nisu rizi¢ni ¢imbenici za

prijevremeni porod.

Kljuéne rijeci: Mutacija; Polimorfizam; Prijevremeni porod; Progesteron; Progesteronski

receptor A; Progesteronski receptor B.
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SUMMARY

9. SUMMARY

Title: The influence of point mutations in exon 4 and 5 (V660L and H770H) of the
progesterone receptor gene on the risk for premature delivery.

Objectives: To prove that point mutations in exons 4 and 5 (V660L and H770H) of the

progesterone receptor gene are risk factors for preterm delivery.

Study design: A retrospective study of genetic variations in the progesterone receptor gene
that may lead to preterm birth.

Participants and methods: The study was conducted on postnatal mothers and their children
at the Clinic for Gynaecology and Obstetrics of the Clinical Hospital Center Osijek. A total of
200 samples were collected. A 100 of them constituted control groups consisting of term
mothers (n = 50) who gave birth spontaneously and their children (n = 50). The other 100
samples comprised the study groups consisting of preterm mothers (n = 50) and their children
(n = 50). Preterm births were divided into the following groups: early preterm births (before
28th gestational week), moderate preterm births (28th - 32nd gestational weeks) and late
preterm births (32nd - 37th gestational weeks). The first step in the study was DNA isolation
using a commercial NucleoSpin Blood kit from maternal venous blood and from children
blood samples from the umbilical cord. The second step was DNA genotyping using real-time
PCR according to the TagMan SNP Genotyping Assay protocol on an Applied Biosystems
device. Descriptive statistical processing was performed. The obtained results were
statistically processed in MedCalc (version 16.2.0., MedCalc Software bvba, Ostend,
Belgium).

Results: The tested V660L and H770H mutations have no statistical significance for

premature birth. Also, age, BMI and p4 have no statistical significance.

Conclusion: The study showed that the V660L and H770H mutations are not risk factors
for preterm birth in the study population. Age and BMI are also not risk factors for premature
birth.

Keywords: Mutation; Polymorphism; Premature Birth; Progesterone; Progesterone
receptor A; Progesterone receptor B.
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