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POPIS KRATICA

PPROM - prijevremena preuranjena ruptura membrana (engl. preterm premature rupture of

membranes)

SNP — polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
OXTR - receptor za oksitocin

RLN2 — gen relaksin 2

FSHR — receptor za folikul stimuliraju¢i hormon

PTGDR - prostaglandinski D receptor

IGF1R — tip 1 receptor faktora rasta sli¢cnog inzulinu

IGFBP3 — faktor rasta sli¢an inzulinu protein 3

P4 — progesteron

PGR — progesteronski receptor

ISH — ,,Isoform switch hipoteza“

17 OHP-C — 17 - alfa hidroksiprogesteron kaproat

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

Real-Time PCR — lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

MGB - fluorescentno obiljeZena proba (engl. minor groove binder)

NFQ — ne-fluorescentno obiljezeni quencher (engl. non fluorescent quencher)
wt — divlji tip (engl. wild type)

mt — mutirani tip (engl. mutant)

SDS - engl. Sequence detection system

FRET - fluorescentni rezonantni prijenos energije (engl. fluorescence resonance energy

transfer)

UNG - uracil-N-glikozilaza



BMI — indeks tjelesne mase (engl. Body mass index)



Uvod

1. UvOD

Prijevremeni je porod jo$ uvijek jedan od najve¢ih problema u obstetriciji i najvise
doprinosi neonatalnom mortalitetu i morbiditetu na globalnoj razini, ¢ine¢i 70 % ukupne
neonatalne smrtnosti (1). Definira se kao rodenje izmedu 22. i 37. tjedna gestacije i prema
gestacijskoj dobi dijeli se na ekstremno preuranjeni porod (izmedu 24. i 28. tjedna gestacije),
rani preuranjeni porod (izmedu 28. i 34. tjedna gestacije) i kasni preuranjeni porod (izmedu
34. 1 37. tjedna gestacije) (2). Vise od 60 % prijevremenih poroda javlja se u Africi i Juznoj
Aziji. U zemljama s nizim dohotkom se u prosjeku prijevremeno rada 12 % beba, dok se u
bogatijim zemljama rada njih 9 %. Siromasnije obitelji izloZzene su veéem riziku (3). U 2010.
godini bilo je oko 15 milijuna prijevremenih poroda u svijetu. U istom razdoblju u Hrvatskoj
postotak prijevremenih poroda iznosio je izmedu 5,19 % i 7,88 % svih rodenih, s tendencijom

povecanja od 2008. godine (2).

1. 1. KATEGORIJE | POSLJEDICE PREURANJENOG PORODA

Otprilike jedna od deset beba rodena je prijevremeno. Etiologija spontanog
prijevremenog poroda ima mnogo ¢imbenika i jo$ uvijek ostaje uglavnom nepoznata. Nadalje,
prevalencija prijevremenog poroda varira medu etni¢kim skupinama i ova varijabilnost
pripisuje se genetskim i ekoloSkim ¢imbenicima zajedno s genetskim ¢imbenicima majke koji
¢ine do 20 % rizika za razvoj prijevremenog poroda (4). Prijevremeni porod rezultat je triju
klinickih stanja: medicinski potaknuto (jatrogeno) prijevremeno rodenje, prijevremena
preuranjena ruptura membrana (engl. PPROM) i spontani (idiopatski) prijevremeni porod.
Medicinski inducirani prijevremeni porod u odsutnosti PPROM-a ili spontani prijevremeni
porod javlja se u oko 25 % svih prijevremenih poroda (5). Medicinski potaknuti prijevremeni
porod radi se da bi se spasila majka ili dijete, osobito tijekom komplikacija u trudno¢i kao $to
su preeklampsija, gestacijski dijabetes, fetalni stres, bubrezna bolest, neobjasnjeno krvarenje
iz vagine, Rh senzibilizacija, kongenitalne malformacije, placenta previa i abrupcija posteljice
(4). PPROM, nakon ¢ega slijedi preuranjeni porod, ¢ini 25 % svih prijevremenih poroda. To
se stanje dogada CeS¢e u siromasnoj populaciji 1 medu afroameri¢kim Zenama. Infekcija se
obi¢no smatra glavnim uzrokom PPROM-a. Spontani ili idiopatski prijevremeni porodi ¢ine
najmanje 50 % svih prijevremenih poroda. Rizi¢ni ¢imbenici ukljucuju pozitivnu obiteljsku
anamnezu, drustvene ¢imbenike i nacin Zivota (5). Nedavne studije otkrile su da su bebe
rodene prijevremeno, dugorofno ugrozene i povecan im je rizik od smrtnosti U ranim
godinama odrasle dobi. Takoder, skloniji su smrtnosti u dobi od 18 do 36 godina zbog

kardiovaskularnih, endokrinih 1 respiratornih problema. Posljedice prijevremenog poroda
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mogu se Cak osjetiti u sljede¢im generacijama jer je manje vjerojatno da ¢e djeca rodena
prijevremeno imati potomstvo. Zene rodene prije vremena imaju poveéane Sanse za

prijevremeni porod i tako nastavljaju zacarani krug neonatalne smrtnosti i morbiditeta (6).

1. 2. RIZICNI CIMBENICI

Etiologija prijevremenog poroda nije u potpunosti jasna. Smatra se da je to
multifaktorijalni, sloZzeni poremecaj koji ukljucuje fizio-patoloske, genetske i okolisne
¢imbenike (7). Nedostatak zeljeza, folne kiseline 1 vitamina D tijekom trudnoce moze
povecéati rizik za prijevremeni porod. Takoder, etnicitet znacajno pridonosi riziku
prijevremenog poroda. Palomer i sur. izvijestili su o povecanom riziku od prijevremenog
porodaja ako je majka europska Amerikanka, a otac je Afroamerikanac. Afroamerikanke, za
razliku od europskih Amerikanki ¢es¢e boluju od anemije tijekom trudnoce. Afroamerikanke
su takoder sklonije imati nize koncentracije folata u serumu i crvenim Krvnim stanicama te
imaju veci nedostatak vitamina D u usporedbi s europskim Amerikankama (8). Mnogi
Cimbenici povecavaju rizik prijevremenog poroda, a veci dio njih jesu bihevioralni i
sociodemografski. Pod ve¢im su rizikom Zene nizeg socio-ekonomskog statusa, nizeg stupnja
obrazovanja i zene mlade Zivotne dobi. PuSenje, konzumacija alkoholnih pi¢a, uzimanje
droga, anksioznost i depresija povecavaju mogucnost prijevremenog poroda. ViSestruke
trudnoce i prethodna povijest prijevremenog poroda takoder su ¢imbenici rizika. Oko 40%
blizanackih trudno¢a ima duljinu trudnoce krac¢u od 37 tjedana te gotovo sve visSestruke
trudnoce zavrsavaju prijevremeno (6). U medicinske razloge ubrajaju se stanja koja zahvacaju
majku i/ili dijete. Krititna stanja majke ukljucuju: ekstrauterine infekcije, klini¢ki
korioamnionitis, traume poput ozljeda, rana ili Soka, ruptura uterusa, preeklampsija i
eklampsija. S druge strane, intrauterina smrt fetusa i ograniceni rast, abnormalni otkucaji srca
ili fizologija fetusa, infekcije te viSestruke trudnoée mogu potaknuti porod prije vremena (9).
Sve vise zagadivaca okoliSa i ksenobiotici postaju vazni ¢imbenici preuranjenog poroda (npr.
bisfenol A) kao i okoli§ temeljen na plastici. Nadalje, drugi vazan ¢imbenik povezan s
preuranjenim porodom je zagadenje zraka sumpornim dioksidom. Zivot u blizini elektrana na
ugljen takoder poveéava rizik, §to je zabiljezeno i u Hrvatskoj. Zene koje Zive u blizini nafte,
petrokemijske industrije i brodogradnje u Kini imaju povecan rizik od preuranjenog poroda.
Uobicajeni bioloski putovi koji igraju vaznu ulogu u patogenezi preuranjenog poroda Su
infekcija i upala, aktivacija nadbubreZzne Zlijezde majke ili fetusa, decidualni defekti 1
patoloska stanja maternice. Mikrobioloske infekcije su glavni ¢imbenik rizika i1 to moZe biti

posljedica sistemske intrauterine infekcije ili infekcije donjeg dijela genitalnog trakta. Prema
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nekim konzervativnim procjenama, mikrobna intrauterina infekcija iznosi oko 25 — 40 %
prijevremenih poroda. Endotoksini dovode do proizvodnje prostaglandina koji stimuliraju
kontraktilnost maternice, $to dovodi do preuranjenog poroda. Procjenjuje se da se samo u 50
% slucajeva zna tocan uzrok prijevremenog poroda, u ostalim slucajevima etiologija ostaje

nepoznata (6).

1. 2. 1. Genetski ¢imbenici

Jedan je od najveéih ¢imbenika rizika za preuranjeni porod osobna ili obiteljska
anamneza, a istraZzivanja SU pokuSala kvantificirati koliko se varijacija spontanog
prijevremenog poroda moze pripisati genetskim razlikama. Kako majka tako i fetus ima
aktivnu ulogu u procesu radanja. Studije tvrde da je doprinos majc¢inskog genoma
prijevremenom porodu pokazao da postoji rizik ponovnog pojavljivanja prijevremenog
poroda kod potomaka rodenih prerano da i oni sami imaju preuranjeni porod. Prema tome,
one tvrde da se rizik prenosi prvenstveno kroz majéinski genom, uz minimalni doprinos
fetalnog genoma. Majcin i fetalni genom dijele otprilike 50 % sli¢nosti u sekvencama i moze
biti tesko razlikovati u¢inke majcinskih gena i u¢inak gena naslijedenih od majke (10). Fetalni
geni ¢ine samo mali dio ukupnog broja varijacija u prijevremenom porodu. Fetalni geni mogu
biti vazni za inducirani, ali ne i spontani, prijevremeni porod (11). Osim prethodnih
prijevremenih poroda u anamnezi Zene, povijest preuranjenog poroda njezine majke, sestre ili
polusestre takoder znacajno povecéava rizik (12). Mnogo je vjerojatnije da je rizik ponavljanja
proSiren medu mnoge gene tako da su relativni rizici povezani s pojedinaCnim genima vrlo
mali. Ti geni pojedinaéno mozda nemaju vazan utjecaj, ali njihova identifikacija moze
pridonijeti razumijevanju mehanizama prijevremenog poroda (13). Kao i s drugim slozenim
bolestima mehanizmi koji dovode do preuranjenog poroda vjerojatno ukljucuju niz gen-gen i
gen-okoli§ interakcija. Majéin genom moze doprinijeti ¢ak 34 % u varijacijama preuranjenog
poroda. Ocev genetski utjecaj, s druge strane, nije znacajan. Studija koju je proveo Li
pokazala je da mijenjanje oca djeteta izmedu trudnoéa povecava rizik za prijevremeni porod.
Slicno tome, Palomar i sur. upucuju na to da ofev genom utjeCe na trajanje trudnoce i
povecava rizik ako je majka bjelkinja, a otac Afroamerikanac, ¢ak i ako se oduzmu ostali
sociodemografski ¢imbenici (14). Kontrola vremena rodenja uklju¢uje mnogo faktora, a
uobicajeni polimorfizmi ukljuCeni u gestacijsku duzinu ili rizik prijevremenog poroda

pojedinac¢no imaju mali utjecaj (15).
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1. 3. ENDOKRINI SUSTAV | POVEZANI GENSKI POLIMORFIZMI

Ljudska trudnoc¢a ovisi o koordiniranoj sintezi, izlu¢ivanju i medudjelovanju hormona
fetusa, majke 1 posteljice (6). Maternica prolazi kroz opsezne strukturne i funkcionalne
prilagodbe tijekom trudnoce. Da bi se prilagodio fetalnom rastu, miometrij proSiruje svoju
veli¢inu kroz hiperplaziju i1 hipertrofiju glatkih miSi¢nih stanica u razliCitim fazama.
Funkcionalno, dok miometrij ostaje miran tijekom trudnoc¢e, upalni odgovori na vrijeme
stimuliraju koordiniranu kontrakciju radi porodaja. U postporodajnom stadiju javlja se
involucija maternice i njezina se veli¢ina vraca u fazu prije trudnoce koja je ponovno spremna
za trudnocu. Neregulirana funkcionalna prilagodba moZe dovesti do preranog porodaja 1
naknadnog prijevremenog poroda (16). Nekoliko vaznih hormona ukljuceno je u proces
poroda. Oksitocin uzrokuje kontrakcije miometrija i pomaze u sazrijevanju vrata maternice.
Nedavno su neke studije izvijestile o povezanosti polimorfizama OXTR gena s rizikom
prijevremenog poroda. Pokazalo se da su dva uobiajena SNP-a OXTR-a (rs4686302,
rs237902) ocigledno povezana s preuranjenim porodom. Relaksin je vazan hormon koji
sudjeluje u omeksSavanju pubiCne simfize 1 remodeliranju kolagena tijekom trudnoce.
Povecana ekspresija intrauterinog relaksina pojavljuje se kod Zzena s PPROM-om. Rizik od
preruanjenog poroda visok je kod majki koje imaju homozigotnost rijetkih alela (rs10115467 i
rs4742076) u genu relaksin 2 (RLN2). Kod finskih su i afroamerickih majki SNP-ovi u
receptoru za folikul stimuliraju¢i hormon (FSHR) bili povezani s prijevremenim porodom.
Polimorfizmi u genu za prostaglandinski D receptor (PTGDR) takoder povecavaju rizik od
prijevremenog poroda u zena. Polimorfizam, kod tipa 1 receptora faktora rasta sli¢nog
inzulinu (IGFIR) u fetusa i vezanje faktora rasta slicnog inzulinu protein 3 (IGFBP3) kod
majke, takoder je povecao rizik od prijevremenog poroda (6). Mutacije se u progesteronskom

receptoru takoder dovode u vezu s preuranjenim porodom.

1. 3. 1. Progesteron i njegova uloga u preuranjenom porodu

Progesteron (P4), steroidni hormon, uglavnhom se proizvodi u jajnicima, placenti,
mozgu i nadbubreznoj Zlijezdi, a potreban je za odrzavanje trudnoce. Ukljucen je u Zenski
menstrualni ciklus, trudnocu i genezu embrija vecine sisavaca. Stimulira i regulira razne
funkcije, pomaze u pripremi tijela za zacece i trudnocu, djeluje kao protuupalno sredstvo i
regulira imunoloski odgovor, razinu estrogena i tako sprjeCava rak endometrija (17).
Progesteron je nuzan za uspostavljanje i odrzavanje trudnoce, a njegovo povlacenje glavni je
povod za porodaj (18). Kod mnogih vrsta pad progesterona u majc¢inom serumu (povlacenje

progesterona) dogada se prije spontanog poroda (19). Upotreba zivotinjskih modela za
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proucavanje dogadaja do rodenja pruzio je znacajan uvid u mehanizme koji reguliraju porod,
onaj na vrijeme i prijevremeni (20). Povlacenje progesterona je okidac za porod u viviparnih
vrsta. U vecini zivotinja rodenju prethodi smanjenje razine progesterona u cirkulaciji
posredovano hormonalnim interakcijama koje inhibiraju proizvodnju progesterona u placenti
ili Zutom tijelu. Porodaj kod zena, dogada se bez smanjenja progesterona, iako su stanice
miometrija izloZene visokim razinama progesterona. To upucéuje na to da ljudsko rodenje ne
zahtijeva povlacenje progesterona. Medutim, lijeCenje trudnica s antagonistima progesterona
u bilo kojoj fazi trudnoc¢e, moze pokrenuti porodaj $to sugerira da se porod u ljudi moze
potaknuti funkcionalnim, a ne nuzno sistemskim povla¢enjem progesterona (21). Sustavne
razine P4 ne padaju prije poroda u ljudi i vi$ih primata §to sugerira da mozda neki alternativni

mehanizam inducira upalu (22).

1. 3. 2. Progesteronski receptori

Progesteronski su receptori ¢lanovi superobitelji receptora steroidnih hormona ligand-
ovisnih transkripcijskih faktora (23). Glavni ciljevi progesterona su stromalne i epitelne
stanice u endometriju, stanice glatkih mi$i¢a u miometriju, fibroblasti te Zljezdane stanice u
cerviksu. ldentificirane su dvije skupine progesteronskih receptora: nuklearni, Kkoji
funkcioniraju kao ligandom - aktivirani transkripcijski faktori i posreduju genomska
djelovanja te obitelj progesteronskih receptora koji se nalaze na povr$ini stanice i strukturno
su povezani s G-proteinskim receptorima i pojedinaénim transmembranskim receptorima
posreduju¢i izravnom ne-genomskom djelovanju progesterona. Ljudski su nuklearni
progesteronski receptori kodirani jednim genom (PGR) koji se nalazi na kromosomu 11
(11922-g23). Ekspresiju tog gena kontroliraju dva promotora te proizvode dva glavna mRNA
transkripta koji kodiraju dva proteina: PR-A i PR-B. DNA vezna domena i domena vezanja
liganda identi¢ne su u PR-A i PR-B, a razlika izmedu dva receptora je u regulatornoj N-
terminalnoj domeni koja je skracena za 164 aminokiseline u PR-A (24). Uloga receptora PR-
B jest da je on transkripcijski aktivator gena koji sudjeluju u odrzavanju trudnoce, a PR-A
potiskuje aktivnost PR-B. Ovo opazanje dovelo je do formiranja tzv. "lsoform switch
hipoteze" (ISH). Hipoteza predlaze da povecanje relativnog PR-A nasuprot PR-B vodi do
potiskivanja PR-B i smanjuje transkripciju gena koji odrzavaju trudno¢u, odnosno pripremaju
maternicu za porod. UobiCajena varijanta ljudskog progesteronskog receptora je PROGINS
alel. PROGINS alel prisutan je u nekim populacijama u frekvenciji vecoj od 20 %. Pokazalo
se da PROGINS utjece na trudnocu i porod ili direktno putem osjetiljivosti na progesteron ili

indirektno povecava rizika za stanja povezana s preuranjenim porodom (22). Tijekom
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proteklog desetljeca identificirano je nekoliko SNP-ova u PGR genu; mnogi su nedosljedni,
ali neki su povezani s rizikom od razvoja karcinoma dojke, endometrija, debelog crijeva i
endometrioze. SNP-ovi se pojavljuju u egzonima i u promotorskoj regiji gena za koje se
smatra da mijenjaju ekspresiju receptora (25). +331 G/A SNP progesteronskog receptora je
novootkrivena mutacija. Ovaj polimorfizam mijenja G u A na polozaju +331 promotorske
regije, Sto mijenja ili funkciju ili ekspresiju progesteronskog receptora. To rezultira
uvodenjem TATA-kutije, koja iskljuivo pojacava transkripciju PR-B ¢ime se povecava
omjer u korist PR-A (26). Moguc¢a vaznost te mutacije je da smanjuju transkripcijsku
regulaciju progesteronskih ciljnth gena $to dovodi do promjene signalnith putova 1
prijevremenog poroda (2). +331 G/A polimorfizam povezan je s rakom Zenskog

reproduktivnog sustava, iako to¢an mehanizam jo$ uvijek nije poznat (26).

1. 4. PREVENCIJA PREURANJENOG PORODA

Nema dosljednih podataka da bilo kakva intervencija (ukljucujuéi hidrataciju,
antibiotike ili tokoliti¢ku terapija) moze odgoditi porod kod Zena dulje od 24 do 48 sati nakon
Sto se pojave trudovi. Zbog toga se mnogo pozornosti usmjerilo na preventivne strategije (27).
Dokazano je da primjena progesterona smanjuje rizik od prijevremenog poroda i neonatalnog
morbiditeta u Zena s visokim rizikom, ali postoji neizvjesnost u pogledu dugoro¢nih ucinaka
na dijete (28). Progesteron se odavno smatra i kandidatom za regulaciju kontraktilnosti
maternice i funkcije cerviksa, a time i pocCetka i napredovanja poroda. Ranije su studije
takoder raspravljale o potencijalnoj koristi od 17 - hidroksiprogesteron kaproata, sintetskog
kaproat estera, prirodnog metabolita progesterona, za lijeCenje ili prevenciju prijevremenih
trudova (29). Intramuskularne injekcije 17 - alfa hidroksiprogesterona kaproata (17 OHP-C)
smanjuju rizik od ponovnog prijevremenog poroda za otprilike jednu tre¢inu. Nazalost,
profilakticki 17 OHP-C nije uvijek ucinkovit, a jedna treina visoko rizicnih Zena imat ¢e
rekurentni preuranjeni porod unato¢ terapiji 17 OHP-C-om (30). Vaginalni je progesteron bio
predloZen za smanjenje ucestalosti prijevremenih poroda u rizicnih Zena, medutim on nije
smanjio rizik pojave prijevremenog poroda i ne moZe se preporuciti Zenama koje su ve¢ imale
preuranjeni porod (31). Progesteron se i dalje rabi u profilaksi preuranjenog poroda, s tim da
se moraju utvrditi rizicni ¢imbenici kojima je izloZena Zena i otkriti jesu li povezani s

prijevremenim porodom.



Hipoteza

2. HIPOTEZA

Osnovna je pretpostavka ovog istrazivanja da +331 G/A mutacija progesteronskih

receptora predstavlja geneticki rizicni Cimbenik za prijevremeni porod.



Ciljevi istrazivanja

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1.

Ispitati povezanost genskih mutacija i pojave prijevremenih poroda te utvrditi jesu li
navedene mutacije geneticki rizicni ¢imbenici za prijevremeni porod.

Identificirati +331 G/A mutaciju progesteronskih receptora kod trudnica jer bi to
moglo otkriti geneticki rizik za prijevremeni porod koji bi se pravovremenom

intervencijom i terapijom mogao sprijeciti.



Ispitanici i metode

4. ISPITANICI | METODE
4.1. USTROJ STUDIJE

Retrospektivno istrazivanje parova

4. 2. ISPITANICI
Ispitivana populacija u ovom istrazivanju su rodilje s Klinike za ginekologiju i
obstetriciju KBC-a Osijek. Rodilje su podijeljene u nekoliko skupina:
1. rani prijevremeni porodi (prije 28. gest. tjedna),
2. umjereni prijevremeni (28. — 32. gest. tjedan),

3. kasni prijevremeni porodi (32. — 37. gest. tjedan).

Kriterij za iskljucivanje je jatrogeni prijevremeni porod (indukcije radi preeklampsije,

dijabetesa i drugo).

Kontrolnu skupinu ¢ine terminske trudnice kojima je porod krenuo spontano. Kontrolnih
uzoraka je 100 : 50 uzoraka krvi majki i 50 uzoraka krvi novorodencadi. Jednak broj je i

ispitanika.

Krv trudnica (venska) i novorodencadi (iz pupCane vrpce) uzorkovana je jednokratno, nakon

dobivenog informiranog pristanka, te su analizirane opisane genske mutacije.

4. 3. METODE

Nakon informiranog pristanka, krv trudnica uzorkovana je jednokratno, venepunkcijom,
a novorodencadi iz pupcane vrpce. Krv je uzorkovana u epruvete s antiokoagulansom EDTA.
Nakon toga napravljena je izolacija DNA i analiza navedene toCkaste mutacije metodom

lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu.

4. 3. 1. Izolacija DNA

Izolacija DNA napravljena je pomoc¢u komercijalnog kita NucleoSpinBlood
(Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka). Kit sadrzava pufere B3, BW, B5, BE i PB, liofiliziranu

Proteinazu K, kolone i epruvete za prikupljanje uzorka (2 mL).

S metodom NucleoSpinBlood, genomska se DNA priprema iz pune krvi, kultiviranih stanica,
seruma, plazme ili drugih tjelesnih tekuc¢ina. Osnovni princip ove metode jest da se liza

postize inkubacijom pune krvi u otopini koja sadrzi velike koli¢ine kaotropnih iona u
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prisutnosti Proteinaze K. Odgovarajuci uvjeti za vezanje DNA na membranu od silicijevog
dioksida postizu se dodavanjem etanola do lizata. Proces je vezanja reverzibilan i specifican
za nukleinske kiseline. Onecis¢enja se uklanjaju jednim korakom ispiranja. Konac¢no se eluira

¢ista genomska DNA u uvjetima slabe ionske snage u blago alkalnom elucijskom puferu.

Za izolaciju genomske DNA pomocu ovog kita, uzorci krvi mogu se pohraniti na sobnoj

temperaturi, + 4 °C ili se mogu zamrznuti.

Prije pocetka protokola, puferu BS dodaje se 96 — 100 % etanol da bismo dobili koncentrat
B5, a Proteinazi K dodaje se pufer PB da bi se otopila liofilizirana proteinaza koja se nakon
toga pohranjuje na — 20 °C. Inkubator ili vodena kupka postavi se na 70 °C, a pufer BE

prethodno se zagrije na 70 °C.

Izolacija DNA zapocinje prvim korakom koji obuhvaca pipetiranje 200 uL krvi i 25 pL
Proteinaze K u epruvetu od 1,5 mL. Zatim se dodaje 200 uL pufera B3, mijesa se na vortexu
oko 15 s i nakon toga inkubira 20 min na 70 °C. Drugi korak je podesavanje uvjeta vezanja
DNA, ukljuéuje dodavanje 210 pulL 96 — 100 % etanola i mijesanje 10-15 s na vortexu. Da bi
se DNA vezala na kolonu, u tre€em se koraku uzorak (635 pL) premjesti u NucleoSpinBlood
Column i centrifugira 1min na 11000 x g. Slijede dva ispiranja silikonske membrane na
koloni pomoc¢u: prvo 500 pL pufera BW, a zatim 600 uL pufera B5, nakon svakog dodavanja
pufera, uzorak se centrifugira na ve¢ navedeni nacin. Nakon ispiranja slijedi suSenje
silikonske membrane jo$ jednim centirfugiranjem, na taj nacin uklanja se etanol, ukoliko je
prisutan. Sljedeci korak je elucija Ciste DNA tako Sto se pipetira 100 pL prethodno ugrijanog
pufera BE i uzorak se ponovo centrifugira. Dobivena DNA moZe se pohraniti na - 20 ili -80
°C.

4. 3. 2. Lan¢ana reakcija polimerazom U stvarnom vremenu

Lanana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real-time PCR) je
sposobnost pracenja napredovanja PCR-a dok se proces odvija, stoga se podaci prikupljaju
tijekom PCR procesa, a ne na kraju PCR-a. U lan¢anoj reakciji polimerazom u stvarnom
vremenu, reakcije su obiljeZzene tockom u vremenu tijekom ciklusa kada je prvo otkriveno
umnazanje produkta, a ne koli¢ina nakon odredenog broja ciklusa. Sto je veéi broj kopija

pocetnih nukleinskih kiselina, to je prije doslo do znacajnog povecanja fluorescencije (32).

Analiza tockaste mutacije izvedena je lancanom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu
na uredaju Applied Biosystems 7500 (Applied Byiosystems LS 4351104, Waltham, MA,
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USA). Applied Biosystems TagMan SNP Genotyping Assays koriste TagMan 5' nukleazu za
amplifikaciju i detekciju specifi¢nih polimorfizama u procis¢enim uzorcima genomske DNA.
Svaki test omogucéuje genotipizaciju pojedinaca za polimorfizam pojedina¢nog nukleotida
(SNP) i sastoji se od dva temeljna primera specificna za sekvencu i dvije TagMan
fluorescentno obiljezene probe (MGB) s ne-fluorescentnim quencherima (NFQ). Jedna sonda
oznacena je s bojom VIC za detekciju sekvence alela 1; druga sonda obiljezena je s FAM
bojom kako bi se detektirala sekvenca alela 2. Kao rezultat genotipizacije dobije se jedna od
sljede¢e tri moguénosti: homozigot wt/wt (engl. wild type), heterozigot, homozigot mt/mt
(engl. mutant). Rezultati real time PCR amplifikacije analizirani su pomoc¢u 7500 Real time
PCR SDS software-a v2.3.

Tvrtka Applied Biosystems razvila je dvije vrste kemija koje se koriste za otkrivanje PCR
proizvoda, a koji koriste SDS (Sequence Detection Systems): TagMan kemija (poznata i kao
“fluorogenska 5° nukleazna kemija”) i SYBR Green | kemija. U ovom istrazivanju
upotrijebljena je TagMan kemija. TagMan kemija koristi fluorogensku sondu kako bi
omogucila detekciju specificnog PCR proizvoda dok se akumulira tijekom PCR ciklusa.
TagMan kemija funkcionira na nacin da se konstruira oligonukleotidna proba koja sadrzi
reportersku fluorescentnu boju na 5' kraju i boju za gaSenje (quencher) na kraju 3". Dok je
sonda netaknuta, blizina boje za gasSenje uvelike smanjuje fluorescencija koju emitira
reporterska boja fluorescentnim rezonantnim prijenosom energije (FRET) kroz prostor. Ako
je prisutna ciljna sekvenca, sonda se spusta nizvodno od jedne od pocCetnih mjesta i nalazi se
rascjepkana djelovanjem nukleaze 5" Taqg DNA polimeraze kako se ovaj primer produzuje.
Ovo cijepanje sonde odvaja reportersku boju od quenchera, povecavajuéi signal reporterske

boje, uklanja sondu s ciljnog lanca, dopustajué¢i produljenje primera do kraja Sablone (32).

Svaki test sadrzi par neobiljezenih pocetnica TagMan sonda s FAM ili VIC naljepnicom na
5' kraju, te malim vezivnim kanalom (MGB) i nefluorescentnim quencherom (NFQ) na 3'
kraju. Na pocetku lanane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu, temperatura je
povisena da se denaturira dvolan¢ana DNA. Tijekom ovog koraka, signal iz fluorescentne
boje na 5' kraju TagMan sonde gasi se pomo¢u NFQ na 3' kraju. U slijedeCem koraku,
reakcijska temperatura se spusta kako bi se omogucilo pocetnici i sondi da se povezu. Taq
DNA polimeraza sintetizira nove niti koriste¢i neoznacene pocetnice i predlozak. Kada
polimeraza dosegne TagMan sondu, njegova endogena 5' nukleazna aktivnost cijepa sondu,

odvajajuci boju od quenchera. Sa svakim ciklusom PCR-a, oslobada se vise molekula boje,
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Sto rezultira poveCanjem intenziteta fluorescencije proporcionalno koli¢ini sintetiziranog

amplikona (33).

U ovom istrazivanju koristio se TagMan Universal PCR Master Mix (Life Technologies,

Carlsbad, CA, USA) koji sadrzi:

» AmpliTaq Gold DNA polimeraza, UP (ultra pure)
» Uracil - N glikozilaza (UNG)

* ANTP s dUTP-om

* ROX Passive Reference

* Optimizirane komponente meduspremnika

Postupak genotipizacije prikazan je u Tablici 1., dok se lan¢ana reakcija polimerazom u

stvarnom vremenu provodi prema protokolu prikazanom u Tablici 2.

Tablica 1. Sastojci i volumeni potrebni za genotipizaciju

Sastojci Volumen (pL)
V (TagMan Universal PCR Master Mix 2x) 12,5
V (TagMan genotyping assay mix 240x) 1,25
V (d. d. H20) 10,25
V (DNA / H20) 1
Ukupni volumen u jazZici (pL) 25

Tablica 2. Protokol lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu

Pocetna denaturacija 10 minuta na 95 °C
Denaturacija tijekom 40 ciklusa 15 sekundi na 92 °C
Vezanje / sinteza tijekom 40 ciklusa 1 minuta na 60 °C
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4. 4. STATISTICKE METODE

Za potrebe istrazivanja koriStena je deskriptivna statisticka obrada. Kategorijski podatci
predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama, a numericki podaci opisani su
aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom u sluc¢ajevima raspodjele koji slijede
normalu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike u
genetickoj distribuciji i frekvenciji javljanja alela testirane su Hi kvadrat (x?) testom. Razina
znacajnosti postavljena je na a = 0,05, a sve P vrijednosti su dvostrane. Statisticka obrada
podataka napravljena je u programu RStudio (ver. 1.2.1335, RStudio Inc., Boston, MA,
USA).
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5. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na ukupno 200 ispitanika. Kontrolnu skupinu ¢ine terminske
trudnice kojima je porod krenuo spontano. Kontrolnih uzoraka je 100 : 50 uzoraka krvi majki
i 50 uzoraka krvi novorodencadi. Jednak broj je i ispitanika. Svak uzorak krvi podvrgnut je
postupku izolacije DNA te nakon toga analizi to¢kaste mutacije + 331 G/A metodom lan¢ane
reakcije polimerazom u stvarnom vremenu kako bi se otkrila povezanost s prijevremenim
porodom. U Tablici 3. i Tablici 4. mozemo vidjeti kod koliko je majki, odnosno djece

identificirana prethodno navedena mutacija.

Tablica 3. Prikaz prisutnosti mutacija kod majki

SNP Majke
+ 331 G/A Ispitanici Kontrole Ukupno
G/G 43 43 86
G/A 7 7 14
Ukupno 50 50 100

Tablica 4. Prikaz prisutnosti mutacija kod djece

SNP Djeca
+ 331 G/A Ispitanici Kontrole Ukupno
G/G 45 44 89
G/A 5 6 11
Ukupno 50 50 100

5. 1. PRIKAZ APSOLUTNE | RELATIVNE FREKVENCIJE ALELA

Tablice 5. i 6. prikazuju raspodjelu alela za majke i djecu. Utvrdeno je da od 50
ispitanica, njih 14 % posjeduje mutaciju + 331 G/A , isti je postotak i kod kontrola, s druge
strane, kod djece ispitanika je utvrdeno da njih 10 % posjeduje navedenu mutaciju, odnosno

kod kontrolne skupine je postotak nesto veci i iznosi 12 %.
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Tablica 5. Prikaz apsolutne i relativne frekvencije alela kod majki

Rezultati

Apsolutna Relativna
SNP Uzorak Alel frekvencija frekvencija (%)
Ispitanici G/G 43 86
(majke) G/A 7 14
+33LGIA Kontrole GIG 13 86
(majke) G/A 7 14
Tablica 6. Prikaz apsolutne i relativne frekvencije alela kod djece
Apsolutna Relativna
SNP Uzorak Alel frekvencija frekvencija (%)
Ispitanici G/G 45 90
(djeca) G/A 5 10
+ 331 GIA Kontrole GIG 44 88
(djeca) G/A 6 12

5. 2. ANALIZA MUTACIJE

Budu¢i da imamo dovoljno podataka, genotip i frekvencije alela izmedu ispitanika 1
kontrola usporedeni su Hi-kvadrat (y?) testom posebno za majke i posebno za djecu. Koristen
je Hi-kvadrat test jer su podatci kategorijski, odnosno gleda se prisutnost mutacije, tj. dva
moguca ishoda: ima li ili nema mutacije. Utvrdeno je, za majke, da nema statisticki znacajne
razlike u broju mutacija izmedu ispitivane i kontrolne skupine (x? = 0; Df = 1; p > 0,99), isti

rezultat dobiven je i za djecu.

5. 3. INDEKS TJELESNE MASE (BMI) | DOB TRUDNICA KOJE SU RODILE
PRIJEVREMENO

Indeks tjelesni mase (BMI), kao i dob trudnice predstavljaju riziéni ¢imbenik za
prijevremeni porod. BMI je jedan od nacina procjene uhranjenosti i referentni interval iznosi
18,5 — 24,9 kg/m? za oba spola prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji za europsko
stanovnistvo. U ovoj studiji dobiveno je da 30 od 50 trudnica (60 %) koje su rodile

prijevremeno, imaju BMI veéi od 24,9 kg/m? kako je prikazano u Tablici 7.
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Tablica 7. Prikaz broja trudnica koje su imale poviseni BMI i BMI unutar referentnog

intervala
BMI (kg/m?) Trudnip_e koje su Tru_dnice kojg su Ukupno
rodile prijevremeno rodile u terminu
> 24,9 30 30 60
18,5-24,9 20 20 40
Ukupno 50 50 100

Usporedbom podataka navedenih u Tablici 7. htjelo se utvrditi utjeCe li povecani indeks
tielesne mase na prijevremeni porod. Uporabom Hi-kvadrat testa utvrdeno je da nema
statisticki znaCajne povezanosti izmedu povecanog indeksa tjelesne mase i pojavnosti

preuranjenog poroda (y>= 0; Df = 1; p > 0,99).

Opce je poznato da dob trudnice, veca od 35, povecava rizik od komplikacija u trudno¢i. U
ovom istrazivanju trudnice koje su rodile prijevremeno podijeljene su u tri dobne skupine i

dobiveni su rezultati vidiljivi u Tablici 8.

Tablica 8. Podjela trudnica koje su rodile prijevremeno i u terminu u tri dobne skupine

Trudnice rodile | Trudnice rodile
Dob - . Ukupno
prijevremeno u terminu
Do 20 godina 2 1 3
20 - 30 godina 19 21 40
30 i viSe godina 29 28 57
Ukupno 50 50 100

Podaci vidljivi u Tablici 8. analizirani su Hi-kvadrat testom jer se htjela utvrditi povezanost
izmedu dobi trudnice 1 prijevremenog poroda, no pokazalo se da nema statisticki znacajne

povezanosti, 0dnosno starija dob trudnice ne utje¢e na pojavnost prijevremenog poroda (y? =
0,451; Df = 2; p = 0,79).
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5. 4. ANALIZA MUTACIJE S OBZIROM NA VRIJEME PORODA

Trudnice u ispitivanoj skupini podijeljene su u tri skupine prema tjednu gestacije kako
je prikazano u Tablici 9.

Tablica 9. Podjela trudnica prema gestacijskom tjednu i prikaz apsolutne i relativne

frekvencije alela

Tjedan Alel Apsolutna Relativna
trudnoce frekvencija frekvencija (%)
24, - 28, gﬁ = 202

28. - 34 gﬁ o 2
34.-37, gﬁ 2 %

KoriStenjem Hi-kvadrat testa o jednakosti disribucija, usporedeno je postoji li statisticki

znacCajna razlika u genotipovima izmedu ove tri grupe preuranjenih poroda 1 dobiveno je da

nema statisticki znacajne razlike medu genotipovima, odnosno zastupljenost pojedinog

genotipa u odredenom tjednu trudnoée ne utjede na prijevremeni porod (x> = 2,298; Df = 2; p

=0,32).

5. 5. PROGESTERON I PRIJEVREMENI POROD

Trudnicama ispitivane i kontrolne skupine izmjerene su vrijednosti progesterona

neposredno prije poroda. U Tablici 10. prikazan je broj trudnica koje su imale sniZeni,

odnosno normalni ili poviSeni progesteron prije poroda s obzirom na referentne vrijednosti za

preuranjeni porod koje iznose 50,18 - 467,46 nmol/L i 314,82 - 1087,56 nmol/L za terminski

porod (34).
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Tablica 10. Prikaz broja trudnica sa snizenom, odnosno poviSenom ili normalnom

koncentracijom progesterona

Trudnice koje su

Trudnice koje su
Progesteron rodile prijevremeno rodile u terminu Ukupno
SniZen 15 7 22
Unutar |n.tvervala ili 35 43 78
povisen
Ukupno 50 50 100

Usporedbom podataka u Tablici 10. htjelo se utvrditi utjece li pad koncentracije progesterona

ispod referentnih vrijednosti na pocetak poroda. Uporabom Hi-kvadrat testa dobiveno je da

nema statisticki znaCajne povezanosti medu ovim podacima, odnosno pad koncentracije

progesterona ne utjeée na pocetak poroda (y?>= 3,729; Df = 1; p = 0,05).
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6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju ispitivanu populaciju ¢ine rodilje s Klinike za ginekologiju i
obstetriciju KBC-a Osijek. Rodilje su podijeljenje prema terminima poroda, odnosno na one
koje su rodile prijevremeno (prije 37. tjedna gestacije) i trudnice koje su rodile u terminu.
Kriterij za isklju¢ivanje bio je jatrogeni prijevremeni porod (indukcije radi preeklampsije,
dijabetesa i dr.), takoder isklju¢ene su i blizanacke trudnoée. Ukupno je obradeno 200
uzoraka. Podijeljeni su na kontrole koje ¢ine 50 trudnica i 50 beba rodenih u terminu i
ispitanike kojih ima isto toliko, samo su djeca rodena prijevremeno. Krv trudnica je venska,
kod novorodencadi iz pupCane vrpce, uzorkovane su jednokratno nakon potpisanog
informiranog pristanka te su nakon izolacije DNA i analize toc¢kaste mutacije + 331 G/A
lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu dobiveni sljedeéi rezultati. Utvrdeno
je da od 50 ispitivanih trudnica, njih 14 % ima mutaciju prisutnu u Krvi, isti postotak je i kod
kontrolne skupine. Kod ispitivane novorodencadi, njih 10 % ima identificiranu mutaciju,

odnosno 12 % kod kontrolne skupine.

Preuranjeni porod najviSe pridonosi neonatalnom mortalitetu i morbiditetu i uz to ima
dugotrajne posljedice na zdravlje. Svjetska je zdravstvena organizacija 2013. godine objavila
da je najviSe preuranjenih poroda u Africi 1 Juznoj Aziji, tocnije Indiji. Signalni put koji
pridonosi nastanku preuranjenog poroda je svakako progesteronski signalni put. Progesteron
je steroidni hormon koji ima vaznu ulogu u odrzavanju trudnoée i imunosnom odgovoru,
njegovim fizioloskim djelovanjem upravlja progesteronski receptor. Opisano je nekoliko
mutacija PGR-a, ali jedna se posebno istiCe, a to je PROGINS mutacija koja rezultira
smanjenjem zavrsne aktivnosti progesterona. PROGINS je prvo opisan kao Alu element (306
bp) u intronu 7, ali je takoder ukljucivao i missense SNP u egzonu 4 (V660L, rs1042838) te
SNP u egzonu 5. Ta tri polimorfizma zajedno ¢ine spomenuti kompleks PROGINS (35).
Ljudski PGR postoji u dvije razli¢ite izoforme: PR-A i PR-B. Posljednji ima ulogu
transkripcijskog aktivatora gena uklju¢enih u odrzavanje trudnoce, dok PR-A smanjuje
aktivnost PR-B te njegova aktivnost jaca kako se trudnoca blizi kraju. Dodatni SNP + 331
G/A otkriven je u promotorskoj regiji progesteronskog gena. Budu¢i da se ovaj SNP nalazi
nizvodno od PR-B-a, ali uzvodno od PR-A, njegova prisutnost povecava ekspresiju PR-B-a u

odnosu na PR-A, a povecanje omjera PR-B : PR-A povezano je s po¢etkom poroda.

Provedena su sli¢na istrazivanja na ovu temu. Jedno od njih provedeno je 2008. godine

na 78 ispitanika i 415 kontrola. Ispitivala se povezanost SNP-a + 331 G/A s prijevremenim
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porodom. Zakljuceno je da nema statisticki znacajne razlike izmedu genotipova ispitanika i
kontrola te je identificirano tek 5,1 % trudnica koje su imale mutaciju Sto ne odstupa od
prosjeka koji iznosi 7-11 % u bjelackoj populaciji. Takoder je utvrdeno da majka kao
nositeljica SNP-a + 331 G/A ne povecava ukupni rizik za prijevremeni porod. Utvrdeno je da
se povlacenje progesterona prije poroda ne dogada kod svih zena, kod nekih su koncentracije
progesterona tijekom poroda slicne onima izmjerenima tjedan prije, Sto dokazuje da
smanjenje koncentracije progesterona nije nuzno za pocetak poroda (36). U ovom istrazivanju
proucavane su koncentracije progesterona trudnica koje su rodile prijevremeno 1 koncentracije
progesterona trudnica koje su rodile u terminu. Medu ispitivanom skupinom trudnica, njih 30
% imalo je vrijednosti progesterona nize od referentnih, dok je u kontrolama tek 14 %
trudnica imalo snizen progesteron prije poroda. Cilj je bio utvrditi dolazi li do znacajnog pada
vrijednosti progesterona prije samog pocetka poroda. Utvrdeno je da to smanjenje nije
statisticki znaGajno (%> = 3,729; Df = 1; p = 0,05), sto je u skladu s ,,Isoform switch*
hipotezom.

Sljedece istrazivanje radeno je na populaciji Tajvana 2010. godine. Pretpostavka je bila
da je PROGINS mutacija povezana s opetovanim gubitkom ploda. Istrazivanje je obuhvatilo
121 zenu s povijes¢u spontanih pobacaja i 179 kontrola, odnosno Zena koje su svoju trudno¢u
iznijele do kraja. Pokazalo se da su frekvencije genotipa funkcionalnog SNP-a + 331 G/A

znacajno viSe kod zena koje su imale pobacaje (35).

Studija napravljena 2014. godine u Sjevernoj Indiji, gdje je stopa prijevremenih poroda
najveca, proucava povezanost genetskih faktora s preuranjenim porodom, izmedu ostalog i
utjecaj PROGINS mutacija. Sudjelovale su 403 trudnice. Kriterij za isklju¢ivanje bile su
godine nize od 18. i vise od 45. te neka medicinska stanja poput HIV-a, tuberkuloze i razne
infekcije. Takoder nije pronadena statisticka znacajnost medu genotipovima kontrola i
ispitanika, iako je raspodjela PROGINS mutacija bila nesto visa kod trudnica koje su rodile
prijevremeno (5,26 %). Sli¢no ispitivanje proveli su Aruna i sur. (2010.) i Kurz i sur. (2001.)
na populaciji Australije te su dobili iste rezultate koji potvrduju teoriju da PROGINS mutacije

ne utjeCu na preuranjeni porod ili malu porodajnu masu djeteta (37).

2008. godine provedeno je ispitivanje na latinoamerickoj populaciji s ciljem otkrivanja
povezanosti povecane frekvencije mutiranih alela progesteronskog receptora s prijevremenim
porodom. Genotipizirana je placentna DNA 64 pacijenta koji su imali prijevremeni porod i 54

kontrole na 4 polimorfizma progesteronskog receptora. Utvrdeno je kako ne postoji
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povezanost PROGINS polimorfizama, ukljucujuéi i + 331 G/A s prijevremenim porodom u

latinoamerickoj populaciji (38).

Sva Cetiri prethodno navedena istrazivanja nisu nasla poveznicu + 331 G/A
polimorfizma s prijevremenim porodom, odnosno dobivene frekvencije alela uklapaju se u
interval od 7 do 11 % koliko je mutacija u prosjeku prisutna u populaciji. U ovom istrazivanju
takoder je napravljena izolacija DNA dobivena iz pune krvi te analiza tockaste mutacije
lan€anom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu te nije nadena statistiCki znacajna
razlika u broju mutacija izmedu ispitivane i kontrolne skupine ni kod majki, kao ni kod djece
te je rezultat isti (x> = 0; Df = 1; p > 0,99). Rezultati nisu isklju¢ivi jer razlog ne pronalazenja
povezanosti izmedu mutacije i prijevremenog poroda moze biti i u malom broju uzoraka te su
stoga potrebna daljnja istrazivanja. Uz prisutnost mutacije, proucavana su jo§ tri parametra
koja se smatraju rizicnim ¢imbenicima za prijevremeni porod, a to su BMI, dob trudnice i
tjedan gestacije. Trudnice su u ovoj studiji bile podijeljene prema kategorijama prijevremenog
poroda u tri skupine i ispitivala se zastupljenost pojedinog genotipa mutacije + 331 G/A s
obzirom na tjedan poroda, nije pronadena statisticki zna¢ajna povezanost (x> = 2,298; Df = 2;
p = 0,32), no uzorak je premali i daljnja istrazivanja su potrebna. Indeks tjelesne mase u ovoj
studiji je pokazao da nije rizi¢ni ¢imbenik za prijevremeni porod. Buduc¢i da se proucavao
mali broj uzoraka, tj. 50 trudnica koje su rodile prijevremeno i 50 trudnica koje su rodile u
terminu, utvrdeno je da nema statisticke povezanosti izmedu povecanog indeksa tjelesne mase
i pojavnosti prijevremenog poroda, odnosno ukoliko je on veéi od 24,9 kg/m? (y*=0; Df=1;
p > 0,99). Taj zakljuCak nije u skladu s prethodnim istrazivanjima koja su napravljena 2005. i
2017. godine, no kao $to je ve¢ re€eno, uzorak na kojem je proucavan ovaj parametar ima
mali broj sudionika. Istrazivanje iz 2005. godine proucavalo je 597 Zena koje su bile pretile
prije trudnoce i otkrili su povezanost indeksa tjelesne mase s prijevremenim porodom (39).
Studija iz 2017. godine provedena je na populaciji Irske i ukljucuje 38528 poroda te takoder

potvrduje tezu da tjelesna masa ima utjecaj na prijevremeni porod (40).

Poznato je da dob trudnice pove¢ava mogucénost komplikacija, ne samo u vidu
prijevremenog poroda, nego i razvoja dijabetesa i drugih kroni¢nih bolesti. Tijekom ovog
ispitivanja 58 % trudnica koje su rodile prijevremeno je starije od 30 godina, iako ovaj
rezultat ne moZze biti iskljuciv zbog premalog broja uzoraka. Unato¢ postotku, nije dokazano
da dob trudnice utjece na pojavnost preuranjenog poroda, §to moze biti posljedica malog broja
uzoraka koji su proucavani (y? = 0,451; Df = 2; p = 0,79). Nedavna studija iz 2018. godine je
obuhvatila 182000 poroda diljem Kanade i utvrdeno je da je dob Zene od 30 i vise godina
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povezana s niskim rizikom za preuranjeni porod te da on znacajno raste ukoliko Zena ima 40

ili viSe godina (41).

+ 331 G/A polimorfizam istrazivan je i u smislu drugih patoloskih stanja poput raka
dojke ili raka jajnika. Veéina istrazivanja ne moze potvrditi povezanost navedene mutacije s
ovim stanjima. Istrazivanje iz 2003. godine proucavalo je 990 Zena oboljelih od raka dojke i
htjelo se utvrditi je li ovaj polimorfizam rizi¢ni faktor za rak dojke. Pokazalo se da + 331 G/A
mutacija moze pomoc¢i poja¢anom rastu tumorskih stanica dojke, iako to nisu mogli sa
sigurno$¢u potvrditi (42). Tri godine poslije napravljena je studija na jugu Njemacke koja je
ukljucila Zene s rakom dojke i1 rakom jajnika. Takoder se nije mogla utvrditi povezanost
mutacije, iako se i u ovoj studiji vidjelo da je ona prisutna kod oboljelih Zena i moze pomoci
tumorskom rastu (43). Na ovu je temu 2017. godine napravljena meta-analiza koja je
obuhvatila sva dosadasnja istrazivanja i takoder nisu mogli pronac¢i poveznicu te je potrebno

jo$ novih spoznaja da bi se donio to¢an zakljucak (44).

PoboljSano razumijevanje molekularnih mehanizama progesteronskog djelovanja
pomo¢i ¢e kliniarima u prepoznavanju Zena koje bi mogle imati koristi od nadomjesne

terapije progesteronom te bi se na taj nac¢in smanjio broj preuranjenih poroda.
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Zakljucak
7. ZAKLJUCAK
Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeéi zakljucci:

— Nije pronadena povezanost polimorfizma + 331 G/A s preuranjenim porodom
— BMI ne predstavlja rizicni ¢imbenik za preuranjeni porod

— Dob trudnice nije rizi¢ni ¢imbenik za preuranjeni porod
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8. SAZETAK

Uloga + 331 G/A mutacije progesteronskih receptora kod majki i djece na pojavnost

prijevremenog poroda

Cilj istrazivanja: Ciljevi ovog istrazivanja su ispitivanje povezanosti genskih mutacija
i prijevremenih poroda te utvrdivanje jesu li te mutacije geneticki rizicni Cimbenici za
prijevremeni porod prije svega identifikacija + 331 G/A mutacije progesteronskih receptora

kod trudnica koja bi mogla biti geneticki rizi¢ni ¢imbenik za prijevremeni porod.
Nacrt studije: Retrospektivna studija parova

Ispitanici i metode: Analizirano je 200 uzoraka, 100 uzoraka krvi ispitanika koje ¢ine
50 uzoraka krvi trudnica koje su rodile prijevremeno te 50 uzoraka krvi njihove djece i isto
toliko kontrolnih uzoraka trudnica i njihove djece rodene u terminu. Nakon venepunkcije, krv
je podvrgnuta izolaciji DNA te analizi toCkaste mutacije metodom lancane reakcije

polimerazom u stvarnom vremenu.

Rezultati: U ovom istraZivanju nije nadena statisticki znacajna razlika u broju mutacija
izmedu ispitivane i kontrolne skupine ni kod majki, kao ni kod djece te su rezultati Hi-kvadrat
testa jednaki (x> = 0; Df = 1; p > 0,99). Uz to, zastupljenost pojedinog genotipa mutacije +
331 G/A u odredenom tjednu trudnoée ne utjee na prijevremeni porod (y* = 2,298; Df = 2; p
=0,32) te je utvrdeno da BMI (= 0; Df = 1; p > 0,99) i dob trudnice (x*=0,451; Df = 2; p =
0,79) nisu rizi¢ni ¢imbenici za prijevremeni porod. Takoder je utvrdeno da pad koncetracije

progesterona na pocetku poroda nije znac¢ajan (x> = 3,729; Df = 1; p = 0,05).

Zaklju¢ak: Mutacija + 331 G/A progesteronskih receptora ne predstavlja geneticki

rizicni ¢imbenik za prijevremeni porod.

KLJUCNE RIJECI: preuranjeni porod; progesteron; progesteronski receptor; PR mutacija
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9. SUMMARY

Role of + 331 G/A progesterone receptor mutation in mothers and children in
premature delivery

Objectives: The aim of this study is to investigate the association between gene
mutations and preterm births and to determine whether these mutations are genetically risk
factors for preterm birth, primarily to identify a + 331 G/A mutation of progesterone receptors

in pregnant women that could be a genetic risk factor for preterm delivery.
Study design: A retrospective study of pairs

Participants and methods: 200 samples were analysed: 100 blood samples of which
50 blood samples were taken of pregnant women who gave birth prematurely and 50 blood
samples of their children, as well as the same number of control samples of pregnant women
and their children born in term. After venepuncture, the blood was subjected to DNA isolation

and point mutation analysis on Real-Time PCR.

Results: In this study, no statistically significant difference was found in the number of
mutations between the test and control groups in both mothers and children, and the results of
the Hi-square test were the same (x*> = 0; Df = 1; p > 0,99). In addition, preterm birth was not
affected by the presence of a single +331 G/A mutation genotype at a given week of
pregnancy (y? = 2,298; Df = 2; p = 0,32), and BMI (¥*> = 0; Df = 1; p > 0,99) and the age of
the pregnant woman (x* = 0,451; Df = 2; p = 0,79) are not risk factors for preterm delivery. It
was also found that the decrease in progesterone concentration at the onset of birth is not
significant (x*= 3,729; Df = 1; p = 0,05).

Conclusion: The mutation of the + 331 G/A progesterone receptor does not represent a

risk factor for preterm delivery.

KEYWORDS: preterm delivery; progesterone; progesterone receptor; PR mutation
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