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1.Uvod

Porod je proces kojim se novorodenCe porada iz maternice u vanmaternicni
okoli§, a prethodi mu interakcija majcinih i fetalnih faktora. Za porod je potrebno da
maternica, koja je tijekom trudnoce u stanju mirovanja, razvije koordinirane kontrakcije
te da se vrat maternice Siri dopustajuéi izlaz novorodencetu kroz porodni kanal. Treci
je uvjet za sam porod sazrijevanje organa novorodencCeta koji su potrebni za
prezivljenje u uvjetima izvan maternice te promjene na majc€inim organima koje ce

osigurati laktaciju (1).

1.1. Pocetak poroda

Sve je viSe dokaza da je poCetak poroda, bilo terminskog bilo prijevremenog,
posljedica upalnog odgovora unutar maternice i vrata maternice. Isto tako dokazano
je da se maternica odrzava u mirnom stanju tijekom trudnoce zahvaljujuci
protuupalnom djelovanju progesterona (P4) koji djeluje preko svojih unutarstani¢nih
receptora (2). Navedeno se ponajbolje vidi u poviSenoj koncentraciji proupalnih
citokina kao $to je interleukin 1B (IL-1B) u plodovoj vodi (3) te infiltraciji miometrija,
vrata maternice i plodovih ovoja makrofagima i neutrofilima (4—6) neposredno pred
sam porod. Navedene upalne stanice dalje aktiviraju transkripcijski ¢imbenik kappa
beta (NFk, engl. Nuclear Factor Kappa-Light-Chain Enhancer of Activated B cells) te
ostale proupalne transkripcijske faktore u stanicama miometrija (6,7) te epitelnim
stanicama vrata maternice i plodovih ovoja (8—10). NFkB pojaCava izrazaj gena Kkoji
dovode do pojacane kontraktilnosti miometrija, ukljuCujuci receptore za prostaglandin
F2a (PGF 2a, engl. prostaglandine F2a)(11), protein medustani¢nih spojnica (engl.
gap junction) CX-43 (engl. connexin 43) (12), receptore za oksitocin (OXTR, engl.
oxytocine receptors) (13) te ciklooksigenazu 2 (COX-2, engl. cyclooxygenase 2) (14).
Jedina razlika izmedu terminskog i prijevremenog poroda jest sto do ovog slijeda
dogadaja u terminskom porodu dolazi radi rastezanje maternice zbog rasta ploda
(15,16) te hormonske signalizacije kao posljedica razvoja osi hipotalamus-hipofiza-

nadbubrezna Zlijezda (HPA axis, engl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis ) u ploda
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(6,17-19), dok je u slu€aju prijevremenog poroda taj slijed dogadaja naj¢eSc¢e povezan
s infekcijom unutar plodovih ovoja (20).

Sam proces poroda moze se podijeliti u Cetiri faze (1,21).

Faza 0 (tiha faza) traje tijekom vecCeg dijela trudnoce, a ukljuCuje stanje
mirovanja maternice. Cimbenici koji utjeéu na relaksaciju miometrija ukljuduju P4,
relaksin, prostacikline, peptid povezan s paratiroidnim hormonom (PTHrP, engl.
Parathyroid Hormone-Related Protein) te duSi¢ni oksid (NO, engl. nitric oxide) (22).
Razli¢itim putevima djelovanja ti Cimbenici poveéavaju unutarstani¢nu razinu ciklickog
adenozin-monofosfata (CAMP, engl. cyclic adenosin-monophosphate) ili ciklickog
gvanozin-monofosfata (cGMP,engl. cyclic guanosin-monophosphate) u stanicama
miometrija. Navedeni nukleotidi zaustavljaju otpustanje kalcija u stanice te smanjuju
aktivnost lakih lanaca miozin kinaze (MLCK, engl. myosin light chain kinase) koji su
bitni za skracivanje miSi¢nih vlakana te kontraktilnost miometrija.

U fazi 1 dolazi do aktivacije miometrija, a $to je posljedica dviju aktivnosti (23):

() pokretanja HPA osi kao posljedice zrelosti ploda, Sto dovodi do pojacanog
stvaranja kortizola u nadbubreznim Zlijezdama ploda te posljedi¢no
stvaranja COX-2 i prostaglandina (PG) (24). PG dalje potiCu stvaranje
posteljicnog estrogena (E2) koji zatomljuje aktivhost progesteronskih
receptora (PR) (1). Kortizol takoder potiCe sazrijevanje fetalnih pluca te
stvaranje glavnog proteina surfaktanta A (SP-A, engl. Surfactant Protein A),

Sto je takoder jedan od impulsa za poCetak poroda (25).

(I Sirenja maternice, Sto dovodi do pojacanog izrazaja gena proteina vezanih
uz kontrakcije (CAPs, engl. contraction-associated proteins). Navedeni
proteini ukljuCuju koneksin 43 (CX-43, engl. connexin 43) koji je glavni
protein medustanicnih spojnica, receptore agonista koji poti€u kontraktilnost
miometrija, kao &to je oksitocin (OXTR, engl. oxitocine receptors) te proteine
ionskih kanala. IzraZaj navedenih gena pozitivno je reguliran E2, a negativno
P4. Isto tako izrazaj CAPs-a pojaCan je u prijevremenom porodu, ali ne i
kada su kontrakcije miometrija zaustavljene djelovanjem P4 (26).

Faza 2 faza je stimulacije miometrija. Dolazi do stimulacije kontrakcija
miometrija, skraéenja vrata maternice te Sirenja us¢a maternice. lako je opisan velik

broj agonista koji stimuliraju kontrakcije miometrija, uvjerljivi podaci postoje samo za

2
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oksitocin (OXT, engl. oxitocine) te stimuliraju¢e PG (27). Sazrijevanje vrata maternice,
kao priprema za porod, posljedica je promjena u sastavu proteina izvanstani¢nog
matriksa, Sto ukljuCuje razgradnju kolagena te porast koncentracije glikozaminoglikana
(28).

Nakon poroda novorodencCeta i posteljice nastupa 3. faza poroda ili faza

prvobitno stanje prije trudnoce (1).

1.2. Definicija prijevremenog poroda

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO, engl. World Health Organisation)
definira prijevremeni porod (PP) kao porod prije 37 punih tjedana trudnoce ili manje od
259 dana od prvog dana posljednje menstruacije u majke (29,30). PP se moze smatrati
loSim ili dobrim ishodom trudnoce, ovisno o slu¢aju da plod nije uspio doci do Zeljene
terminske gestacijske dobi ili o slu€aju da se izbjegao kasni pobacaj ili nevijabilna
trudnoca (31). Odredivanje gestacijske dobi odreduje se na temelju podatka o prvom
danu zadnje mjesecnice u majke, uz mogucénost ispravka gestacijske dobi ovisno o
ultrazvu€nom nalazu u ranoj fazi trudnoc¢e. Donja granica PP-a, prema definiciji WHO,
postavljena je na 22 tjedna (32). U Republici Hrvatskoj isto je usvojeno 2001. godine
(33).

1.3. Etiologija prijevremenog poroda

PP je globalni javnozdravstveni problem (31). Udio PP-a je od 5% svih poroda
u Europi do ¢ak 18 % u predjelu Juzne Amerike (34). Godine 2010. u svijetu je bilo 15
milijuna prijevremeno rodene djece (34,35) te je Blencowe sa suradnicima 2012.
godine iznio stopu PP-a, a prema podacima iz 99 zemalja, od 11,1 % (34). U Republici
Hrvatskoj stopa PP-a od 1991. do 2014. godine kretala se izmedu 6,19 % i 6,97 %, s
tim da se od 2008. godine biljezi stalan blagi porast stope prijevremeno rodene djece
(36). UnatoC velikim naporima u prevenciji te lije€enju PP-a postoji trend porasta
njegove incidencije (37,38). Porast incidencije PP-a velikim dijelom objasSnjava se
porastom stope medicinski induciranin PP-a (MIPP, od engl. medically induced

premature birth) (39). Smatra se da je prematuritet drugi najveci uzroénik neonatalnog
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mortaliteta u svijetu (40). Uzrok je neonatalnog mortaliteta u 70 % slucajeva, a
neonatalnog morbiditeta u 75 % slu€ajeva (41).

Standardni sustav podjele PP-a ukljuCuje podjelu prema gestacijskoj dobi,
nacCinu nastanka PP-a te etiologiji ili patofizioloSkom mehanizmu koji dovodi do PP-a
(42).

Prema nacinu nastanka PP mozZze biti: (I) medicinski inducirani PP (MIPP, engl.
medically induced premature birth), koji je induciran zbog medicinskih stanja koja
ugrozavaju majku i/ili novorodenca, a Cini oko 30 % od ukupnog broja PP-a; te (ll)
spontani prijevremeni porod (sPP), s ili bez prijevremenog prsnuéa plodovih ovoja
(PPROM, engl. Preterm Premature Rupture of Membranes ). sPP ¢ini oko 70 % od
ukupnog broja PP-a (43).

Prema trajanju trudnoce, a prema definiciji WHO, PP se dijeli na tri podskupine
(32): (1) izrazito ili ekstremno rani PP, prije navr§enog 28. tjiedna trudnoce; (1) rani PP,
izmedu navrSenih 28 te 31+6 tjedana trudnoce; te (lll) kasni PP, izmedu navr$enih 32
te 36+6 tjedana trudnoce. lzrazito rani PP Cini 5 % od ukupnog broja PP-a, rani
prijevremeni PP Cini 35 %, dok kasni PP oko 60-70 % od ukupnog broja PP-a (43).

Etiologija PP-a multifaktorijalna je te je zasad jo$ uvijek nedovoljno razjasnjena
(43,44). Do sada nije utvrdeno je li PP posljedica medudjelovanja viSe patofizioloskih
puteva ili je posljedica zasebnog djelovanja viSe pojedinih patofizioloskih puteva (45).

Mnogo sluCajeva PP-a teSko je Klasificirati unato€¢ detaljnom sustavu
klasifikacije. Razlog tomu moze biti da se radi 0 nepostojanju patoloskih stanja prije
samog poroda koji mogu dovesti do PP-a ili da se radi o postojanju vise patoloskih
stanja koja mogu dovesti do PP-a ili pak da se radi o postojanju patoloskih stanja prije
PP-a, a koja se ne mogu povezati s PP-om.

1.4. Patofiziologija prijevremenog poroda

Prijevremeni, kao i terminski porod, nastupa kao posljedica aktivacije puteva
koji dovode do sazrijevanja vrata maternice, aktivacije kontraktilnosti maternice te
prsnuéa plodovih ovoja. Osnovna je razlika Sto sPP nastupa kao posljedica dijelom
patoloskih procesa koji prerano aktiviraju dio navedenih puteva.

sPP se danas smatra sindromom Kkoji je potaknut putem viSe razliCitih

mehanizama, a koji su prikazani na slici 1.1. (46).
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Pretjerani upalni
odgovor, infekcija ili
promijenjeni
vaginalni mikrobiom

Hormonske promjene u n I Prijevremena aktivacija
al\(/tli(\illrl]g;gnlgjfliﬂE‘l P”Jevremenl HPA osi u majke i ploda
po rod kao posljedica stresa
Odlupljenje = .
posteliice/vaginalno PatoloSka/prekomjerna

krvarenje distenzija uterusa

Slika 1.1. Patogeneza prijevremenog poroda

Pet je glavnih patogenih puteva uklju¢eno u sPP:

() Prijevremena aktivacija HPA osi u majke ili ploda, a kao posljedica stresa

lako to¢an mehanizam kojim stres uzrokuje PP za sada jo$ nije u potpunosti
razjaSnjen, poznato je da je u navedenom mehanizmu bitna funkcija kortikotropin
oslobadajuceg hormona (CRH, engl. corticotropine releasing hormone) (47). Isti se
stvara i u hipotalamusu majke i u posteljici, a prema teoriji Rogera Smitha o
posteljicnom satu pocetka poroda svojim utjecajem na druge hormone te citokine
dovodi do pocetka poroda (48). CRH je poviSen i u slu¢aju terminskog poroda i PP-a.
U drugom tromjesecju majke Cija je serumska koncentracija CRH-a poviSena, imaju
vedi rizik za sPP-om (48,49). Pretpostavka je da se utjecaj CRH na pocetak poroda
vidi u njegovom utjecaju na poviSeno stvaranje kortizola i PG-a (50,51) te stvaranje

hiperestrogenog okolisa (52).

()} Pretjerani upalni odgovor, infekcija i/ili promijenjen vaginalni mikrobiom
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Uzrok je u 25-40 % sluCajeva PP-a (53,54). Dokazuje se na temelju klini¢kih
simptoma te histoloSkog dokaza akutne upale plodovih ovoja ili povisenih proupalnih
citokina u plodovoj vodi (55). Kao odgovor na upalu aktivira se prirodeni imunoloski
odgovor u majke koji dalje potice djelovanje proupalnih citokina kao $to su interleukin
1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6) i tumor nekrotizirajuéi faktor a (TNF-a, engl. tumor necrosis

factor a) te neutrofila, monocita i kemokina (56-59).

(1) Odlupljenje posteljica/decidualno krvarenje

Bilo koji oblik vaskularnog poremecaja u vidu ostecenja krvnih zila posteljice potiCe
sPP izazivajuéi uteroplacentarnu ishemiju (55). Za sada se samo pretpostavlja kojim
mehanizmom uteroplacentarna ishemija dovodi do sPP-a. U obzir dolazi promjena u
renin angiotenzin aldosteronskom sustavu (RAAS, engl. renin angiotensin aldosterone
system) (60). Naime, uteroplacentarna ishemija poti€e stvaranje renina u maternici
(61,62), a njegov metabolit angiotenzin Il moze izravno ili neizravno pojacati
kontrakcije maternice (63). U slu€aju da je uteroplacentarna ishemija iznimno teska te
da dovede do nekroze decidue i krvarenja, sPP-a mozZe biti posljedica i povisene

koncentracije samog trombina koji se posljedi¢no stvara (64—-67).

(IV) PatoloSko/prekomjerno Sirenje maternice

U slu€aju prekomjernog Sirenja maternice, kao sto se dogada u slucaju viSeplodne
trudnoce (68) ili polihidramnija (poviSena koli¢ina plodove vode) (69), mehanicke sile
mogu dovesti do niza promjena, a $to rezultira kontrakcijama maternice ili prsnuéem
plodovih ovoja. Unato€ rastu ploda i posteljice pritisak unutar plodovih ovoja ostaje
relativno konstantan tijekom cijele trudnoce, prvenstveno zahvaljujuci relaksiraju¢em
utjecaju P4 (70) te endogenih relaksanasa miometrija (71) na stanice miometrija.
Pretjerano rastezanje maternice, medutim, mozZe izazvati pojaCanu kontraktilnost
miometrija (72), pojaCani izrazaj medustani¢nih spojnica te CX-43 (73), pojatano
stvaranje PG-a (74) te poviSenu koncentraciju OXTR u miometriju (75). Pojaan izrazaj
gena vezanih za kontraktilnost miometrija, a potaknut rastezanjem maternice tijekom
trudnoce, prvenstveno je zaustavljen zahvaljujuéi utjecaju P4 (73).

Isto tako, prekomjerno Sirenje maternice, aktiviraju¢i gene za transkripcijske kofaktore

interleukin 2 pojacan vezujucéi faktor (ILF-2, engl. interleukin-enhancend binding factor
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2) te huntingtin interakcijski protein (HIP-2, engl. huntingtin-interacting protein 2), moze
dovesti do prijevremenog prsnuca plodovih ovoja (76). Takoder, prekomjerno Sirenje
maternice, aktivirajuci Interleukin-8 (IL-8) (77-80), matriks metaloproteinazu 1 (MMP-
1, engl. matrix metalloproteinase 1) (81), PG (82-84) te NO (85), moze dovesti do
razgradnje izvanstanicnog matriksa vrata maternice te njegovog prijevremenog

sazrijevanja. Sve navedeno posljedi€no moze dovesti do sPP-a.
(V)  Hormonske promjene u vidu promjene aktivnosti P4 i E2

P4 sudjeluje u odrzavanju maternice mirnom Kkroz smanjenje stvaranja
medustanicnih spojnica, inhibiciju sazrijevanja vrata maternice te smanjenje stvaranja
kemokina kao $to je IL-8 (86—89). Posljedi¢no tome, smanjena aktivnost P4 bitna je za
pocetak poroda. U suprotnosti s djelovanjem P4, E2 poja¢ava kontraktilnost miometrija

te potiCe sazrijevanje vrata maternice (87—-89).

Svaki od ovih puteva ima razliCit epidemioloSki i klinicki profil te zasebne
biokemijske puteve koji poti€u porod, ali dijele zajedniCki zavrsni biokemijski put. Taj
zajednicki put uklju€uje uterotonine kao sto su PG-i i endotelni faktor rasta (EGF, engl.
endotelial growth factor) te aktivaciju i stimulaciju miometrija i1 razgradnju
izvanstanicnog matriksa pomocu metaloproteinaza uz pomoc¢ upalnih citokina te
programirane smrti stanica, a $§to dovodi do ranih promjena vrata maternice te prsnuca
plodovih ovoja (90-93).

Na temelju dosadasnijih istraZivanja samo je sindrom intraamnijske infekcije sa
sigurno$éu povezan s pocetkom sPP-a (94). Svi ostali mehanizmi koji dovode do sPP-
a svoju osnovu za povezanost s istim temelje na raznim epidemiolodkim, klinic¢kim ili

eksperimentalnim studijama (95).

1.5. Cimbenici rizika prijevremenog poroda

Za mnoge sociodemografske, prehrambene, medicinske, okoliSne €imbenike
rizika te Cimbenike rizika vezane uz samu trudno¢u pokazalo se da povecavaju rizik
za sPP (43,96). U idealnoj situaciji detekcija rizicnih ¢imbenika za sPP odvila bi se prije

samog zaceca ili u ranoj fazi trudnoce te bi omogucila zahvate u cilju prevencije istog.
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Rizi¢ne ¢imbenike za sPP najCeSce razvrstavamo u Cetiri skupine (tablica 1.1.).

Tablica 1.1. Rizi¢ni €imbenici za spontani prijevremeni porod

Cimbenici rizika majéine | Cimbenici rizika Cimbenici rizika Cimbenici rizika aktualne
opcée anamnezu porodni¢ke anamneze | socioekonomskog trudnoce
majke statusa trudnicei

njezine obitelji

ekstremna dob majke (< 18 | viSeplodna trudnoca psiholoski i/ili socijalni | vaginalno krvarenje tijekom
te > od 35 godina) R
stres trudnoce
etni¢ka pripadnost majke unutarmaterni¢na
infekcija simptomi depresije operativni zahvati tijekom 2.

pusenje majke
ili 3. tromjesecja trudnoce
razina edukacije majke

stanje uhranjenosti majke skracivanje vrata maternice
vaginalne infekcije

stanja vezana uz majku ili
ostale negenitalne infekcije

dijete

1.5.1. Cimbenici rizika majéine opée anamneze

Rizik za prijevremeni porod viSi je u oba ekstrema dobi majke, bilo u
adolescentnih majki (dob ispod 17 godina) ili majki starije Zivotne dobi (dob iznad 35
godina) (97-99). Meta analiza kohortnih studija Kozuki i suradnika utvrdila je da Zzene
koje nisu radale, a zivotne su dobi ispod 18 godina, imaju najvedi rizik za sPP-a od
svih kategorija dobi i pariteta (100), dok je studija Jiang i suradnika pokazala da majke
u dobi ispod 20 godina imaju 6.6 puta vedi rizik za PP, a majke u dobi iznad 35 godina
imaju 4.4 puta vedi rizik za sPP u odnosu na majke u skupini od 25-29 godina starosti
(45).

Etni¢ka pripadnost majke takoder je jedan od bitnih rizicnih imbenika. U majki
crne rase udio sPP-a ¢ak je 16-18 % od ukupnog broja poroda, za razliku od majki
bijele rase, gdje je udio u ukupnom broju poroda 5-9 % (43). Majke crne rase takoder

imaju veci rizik za izrazito rani sPP (101,102).

Niska razina edukacije u majke takoder je povezana sa sPP-om iako se taj

riziCni Cimbenik moze teSko odijeliti od faktora majki mlade Zivotne dobi (103).

Nekoliko prospektivnih istrazivanja ukazalo je na povezanost pusSenja s

povecanim rizikom za sPP-a (104,105). Smatra se da uZivanje duhanskog dima
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neizravno utje€e na rizik za sPP-a smanjuju¢i maj¢in imunitet. To neposredno
povecava rizik za unutarmaterniCnu infekciju, pojacanom produkcijom PG-a ili
smanjenom sintezom kolagena (106). Takoder, nikotin i ugljicni monoksid djeluju kao
snazni vazokonstriktori koji ograniavaju uteroplacentarni protok krvi, sto posljedicno
moze dovesti do sPP-a (107).

Jedan od bitnih riziénih ¢imbenika za sPP jest i stanje uhranjenosti majke (43).
Stanje uhranjenosti moze se iskazati indeksom tjelesne mase ( BMI, engl. body mass
index) te odredivanjem serumske koncentracije raznih analita kao $to su Zeljezo, folati
i/ili cink u krvi majke (108-110). Nizak BMI povezan je s visokim rizikom za sPP-om,
dok pretilost moze djelovati zastitno (110). Nizak BMI majke moZe dovesti do sPP-a
zbog smanjenog volumena krvi te smanjenog protoka krvi kroz maternicu (111).
Trudnice sa niskom serumskom koncentracijom cinka, folata ili Zeljeza imaju visi rizik
za sPP (108,109). Trudnice s niskim BMI takoder konzumiraju manje koli¢ine vitamina
i minerala, Sto potencijalno dovodi do smanjenog protoka krvi te povisenog rizika za

infekcije i posljedicno sPP-a (112).

Rizi¢ni ¢imbenik za sPP jest i kratak vremenski razmak izmedu dviju trudnoc¢a
(113). Razmak izmedu dviju trudnoca krac¢i od Sest mjeseci povecava rizik za sSPP-om
viSe od dva puta (114). Jedno od potencijalnih objasnjenja mehanizma koji dovodi do
sPP-a jest da maternica treba odredeno vremensko razdoblje da se vrati u prvotno
stanje. Drugo je objaSnjenje manjak vitamina, minerala i aminokiselina u majke
neposredno nakon poroda. Kratak interval izmedu dvaju poroda onemogucuje

nadoknadu istih.

Infekcija rodnice takoder je jedan od rizicnih Cimbenika. Svakako je
najzastupljenija bakterijska vaginoza koja nastaje kao posliedica promjene u
mikrobiomu vagine. Mehanizam kojim bakterijska vaginoza dovodi do PP-a nije u
potpunosti poznat, no pretpostavlja se da dolazi do uzlaznog ulaska bakterija u uterus

u ranoj fazi trudnoce (115,116).

Od ostalih genitalnih infekcija sa sPP-om najCeSCe se povezuju vaginalna
infekcija kao posljedica raznih uzro€nika kao $to su Trichomonas vaginalis (117),
Chlamydia Trachomatis (118) te Syphylis i Gonorrhea (119).
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Takoder, nekoliko je negenitalnih infekcija, poput upale bubrega,
asimptomatske bakteriurije, upale plu¢a te upale crvuljka, povezano s vecom
pojavnoSc¢u sPP-a (120,121).

1.5.2. Cimbenici rizika u porodni¢koj anamnezi

Viseplodna trudnoéa jedan je od &imbenika rizika za sPP. Cak 15-20 % od
ukupnog broja sPP-a otpada na viSeplodne trudnoce, dok je ¢ak 60 % blizanaca
rodeno prijevremeno. Pretpostavka je da je uzrok sPP-a u viSeplodnih trudnoca
pretjerana rastegnutost maternice, Sto dovodi do kontrakcija maternice te
prijevremenog prsnuca plodovih ovoja (46). Taj mehanizam objasnjava i vezu broja
plodova u maternici s duljinom trajanja trudnoce. Vecina dvojaka rodena je izmedu 33
i 35 tjedana trudnoce, vecina trojaka izmeéu 30 i 32 tjedna trudnoée, a vecina

Cetvoraka izmedu 28 i 29 tjedana trudnoce (33).

Jo§ jedan bitan Cimbenik rizika za sPP jest unutarmaterniCna infekcija
(122,123). Studija Goldenberga i suradnika predmnijeva da je 1UI (engl. intrauterine
infection) uzrok PP-a u Cak 25-40 % (123). Mehanizam kojim 1UI dovodi do sPP-a

povezan je s pojaanom aktivacijom urodenog imunolo$kog sustava u majke (46).

1.5.3. Cimbenici rizika socijalno-ekonomskih uvjeta trudnice i njezine obitelji

Psiholoski ili socijalni stres kojem mogu podlijegati trudnice, povecava rizik za
sPP-om oko dva puta (124,125). Pretpostavlja se da u mehanizmu nastanka sPP-a u
ovom slucaju ulogu ima CRH. Isto tako, uo€eno je da je u trudnica koje su izlozene
stresnom dogadaju poviSena serumska koncentracija nekih markera upale, kao Sto je
C reaktivni proteina (CRP) (126). To saznanje upucuje da bi sistemski upalni odgovor

na stresne situacije mogao izazvati sPP.

Cak 35 % trudnica tijekom trudnoée ima neki od depresivnih simptoma, a njih
do 16 % smatra da ima klinicki depresivni sindrom (127,128). Odredeni broj
istraZivanja povezuje simptome depresije s povecanim rizikom za sPP (129,130).
Mehanizam djelovanja na koji depresija dovodi do sPP-a za sada je nepoznat, ali

postoji povezanost izmedu depresivnog raspoloZzenja te sniZzene aktivnosti,
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prirodnoubilackih, NK stanica (NK, engl. natural killer cells) te povisene serumske

koncentracije proupalnih citokina i njihovih receptora, $to moze dovesti do sPP-a (131).

1.5.4. Cimbenici rizika aktualne trudnoce

Vaginalno krvarenje u prvom ili drugom tromjesecju trudnoce, kao i vaginalno
krvarenje kao posljedica odlupljenja posteljice ili predlezee posteljice, takoder je

povezano s sPP-om (132).

Neka stanja vezana uz majku (polihidramnion, oligohidramnion, bolesti
StitnjaCe, dijabetes, hipertenzija, operacije na grliéu maternice, anomalije maternice)
(133-135) te dijete (zastoj u rastu djeteta, prirodene gre$ke u razvoju) te trudnoce iz

postupaka medicinski potpomognute oplodnje (136) rizicni su €imbenici za PP.

RazliCiti operativni zahvati tijekom drugog i treCeg tromjesecja trudnoce mogu

dovesti do kontrakcija maternice, $to dovodi do sPP-a (137).

Jedan je od rizi¢nih ¢imbenika i prijevremeno skracivanje vrata maternice, $to
se moze utvrditi ginekoloskim i ultrazvuénim pregledom (138-140). U razdoblju od 18.
do 24. tjedna trudnoée duZzina vrata maternice ispod 25 mm povezana je s 4.4 puta
visim relativnim rizikom za sPP (141). Sto je kraéi vrat maternice, vedi je rizik za sSPP-
om (138,139).

1.6. GenetiCka predispozicija

Jedan od dobro poznatih ¢imbenika rizika za sPP jest majcina i/ili fetalna
geneticka predispozicija.

Nekoliko je istrazivanja do sada poduprlo genetic¢ku predispoziciju za sPP. Tako
je istrazivanje Varnera i suradnika pokazalo da je 20-40 % varijacija u vremenu pocCetka
poroda posljedica geneticke predispozicije (142), dok je istrazivanje Bezolda i
suradnika pokazalo da je 25-40 % varijacija u vremenu pocCetka poroda posljedica
genetiCke predispozicije (143).

Istrazivanja su takoder pokazala da u slu€aju razli€itin etniCkih skupina postoji

veli rizik za sPP-om (144-147) i to za 1.5 puta veéi u slu€aju azijskog etniciteta u
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odnosu na bijeli etnicitet (148). Rizik za sPP takoder je izraZen u slu¢aju afroameri¢kog
etniciteta u odnosu na bijeli (102,149).

Jedan od glavnih rizicnih ¢Cimbenik za SPP u majki prethodni je sSPP u osobnoj
anamnezi, s najve¢om predispozicijom u majki Ciji je prethodni sPP bio prije 27. tjedna
trudnoce. Rizik za sPP takoder se povecava s brojem prethodnih sPP-a (150).
Istrazivanje Mercera i suradnika pokazalo je da trudnice s prijasnjim sPP-om u
anamnezi imaj 2.5 puta veci rizik da ¢e im slijedeci porod biti prijevremen (151). Isto
tako, rizik za sljedec¢i sPP obrnuto je povezan s gestacijskom dobi prethodnog sPP-a.
Mercer i suradnici takoder su pokazali da ¢e 5 % majki koje su imale izrazito rani PP
(23-28 tjedana trudnoce) roditi prije 28. tjedna trudnoce i u sljedecoj trudnoci (151).

U konacnici, majke koje su u obiteljskoj anamnezi imale sPP, takoder imaju
poviSen rizik za sSPP(152). Naime(153), majke Cije su majke, sestre ili Zenske rodakinje
imale PP u vec¢em su riziku da ¢e imati PP(153-155).

Istrazivanja su pokazala da su i majcini geni i geni djeteta ukljueni u poCetak

sPP-a (156-158). Udio utjecaja majCinih gena na pocletak sPP-a, ovisno o
istraZivanjima, uvelike varira, od 15 % (159,160) do ¢ak 40 % (161-163).
Veliko istrazivanje Yorka i suradnika prikazalo je da je udio utjecaja djetetovih gena na
poCetak PP-a 13.1 %, dok je udio utjecaja majcinih gena 20.6 % (157). Ta je studija
bitna i stoga Sto je ukazala da najvedi utjecaj na SPP ipak lezi u okoliSnim, odnosno
faktorima povezanim s trudnoc¢om (ukupno 56 %). U sli€nom istraZivanju udio
genetiCke varijabilnosti ploda na modulaciju rizika sPP-a bio je 11-35 %, a udio
majcCinih genetickih varijacija bio je 13-20 % (164). Istrazivanje Svenssona i suradnika
pokazalo je da je utjecaj maj€inih gena na PP ukupno 25 %, a utjecaj djetetovih gena
5% (152). Ta su istrazivanja u suprotnosti s dvama norveskim, koja smatraju da utjecaj
genetickih varijacija u djeteta ima veci utjecaj na rizik sPP-a (165,166).

Utjecaj oCevih gena na sPP nesto je rjede istrazivan. IstraZivanja koja su
provodena ukazala su da oCevi geni nemaju utjecaj na poCetak sPP-a (162) ili da je taj
utjecaj minimalan (6 %) (159). Ipak, istrazivanje Palomara i suradnika pokazalo je da
majcino naslijede, uz oCevo, modificira rizik za sPP (146).

Za utvrdivanje genetiCkih varijanti koje mogu utjecati na povecanu pojavnost
sPP-a do sada su se koristile studije vezanosti gena (engl. linkage), analize geneticke
povezanosti (engl. genetic association studies) te cijelogenomske analize povezanosti

(GWAS, engl. genome-wide association studies).
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Za razliku od studija vezanosti gena i fenotipa, koje podrazumijevaju analizu
genskih billega u populaciji srodnika, analize geneticke povezanosti temelje se na
istrazivanju ucestalosti alelnih varijanti manjeg broja izabranih polimorfizama jednog
nukleotida (SNP, engl. single nucleotide polymorphism) u populaciji nesrodnih,
oboljelih i kontrolnih ispitanika (167). Do sada su istraZivanja geneticke povezanosti
identificirala varijante sekvence potencijalnih gena kandidata majke (TNFa, IL-4, IL-6,
VEGF, faktor Va) i ploda (TNFa, IL-1, IL-4, MMP1, MMP9, TLR4) koji se mogu povezati
s sPP-om (142,168).

Napredak tehnologije omogucio je da se u istrazivanje ukljuci velik broj SNP-
ova koji bi mogli biti povezani s nekom boles¢u, a u obliku GWAS studija. Iste se
provode na velikom uzorku od nekoliko tisuca ispitanika te imaju visoku specifi¢nost
(169).

Prve dvije velike GWAS studije bile su bazirane na maj¢inu genomu (170,171) te nisu
nasle bithu povezanost odredenih SNP-ova maj¢ina genoma sa sPP-om. Iste su
studije proucavale i povezanost fetalnog genoma sa sPP-om te je samo studija Zhanga
sa suradnicima iz 2015. godine prona$la povezanost dva SNP-a sa sPP-om. S
obzirom na broj ispitanika i ograni€enja studije povezanost je, medutim, samo
preliminarna.

Nakon toga, veliko GWAS istrazivanje Zhanga i suradnika iz 2017. godine izdvojilo je
14 lokusa majke kod kojih je nadena povezanost s trajanjem trudnoce i/ili SPP-om, od
kojih su tri (EBF1, EEFSEC i AGTR2) povezana i s duzinom trajanja trudnoce i sa
SPP-om, dok su tri (WNT4, ADCY5 i RAP2C) povezana s trajanjem trudnoce, ne i sa
SPP-om (172). Isti lokusi pronadeni su i u fetalnom genomu, ali je povezanost tih
lokusa sa SPP-om bila upola manja.

Povezanost fetalnog genoma sa SPP-om te trajanjem trudnocCe, uz prethodno
navedene GWAS studije, proveli su joS i Rappaport sa suradnicima (173) te Liu sa
suradnicima (174). Rappaport sa suradnicima pronasao je povezanost dvaju lokusa u
fetalnom genomu, rs17591250 na kromosomu 1 u africkoj populaciji te rs1979081 na
kromosomu 8 u mijeSanoj populaciji Amerikanaca, sa sPP-om. Te rezultate, ipak, s
obzirom na ograni¢enja studije, treba uzeti s rezervom. S druge strane, najveca GWAS
studija koja je trazila povezanost fetalnog genoma sa sPP-om, ona Liua i suradnika,
nasla je povezanost samo jednog lokusa, rs7594852, u fetalnom genomu (2g13) s

duzinom trajanju trudnoce (174).
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Barbitoff sa suradnicima u svom istrazivanju baza podataka uocio je povezanost ¢ak
233 gena te 110 genetickih varijanti s pove¢anom pojavnos$c¢u sPP-a (175).

Danas se najviSe ulaze u metode sekvenciranja cijelog egzona (WES, engl.
whole exone sequencing) i genoma. One se temelje na konceptu da rijetke, isto kao i
Ceste varijante u kodiraju¢em dijelu razliitih gena, imaju znacajan utjecaj na tijek
kompleksnih bolesti (168). Nekoliko je WES istrazivanja provedeno do sada, a vezano
za genom i majke (176-178) i ploda (179-181). Jedino je istrazivanje Huusko i
suradnika povezalo gen HPSALL (od engl. heat schock protein family A member 1 like)
sa sPP-om (178). WES istrazivanje Straussa i suradnika identificiralo je gene koji su
uklju€eni u prirodenu imunost (CARD6, CARD8, NLRP10, NLRP12, NOD2, TLR10) i
mehanizme obrane domacina (DEFB1, MBL2) (168), a povezani su s povecanim

rizikom za sPP.

1.7. Uloga progesterona u trudnoci i porodu

1.7.1. Progesteron

Progesteron (P4) steroidni je hormon s 21 C-atomom. Sadrzava keto skupinu
na C-3 i dvostruku vezu izmedu C-4 i C-5 te na polozaju C-17 ima postrani¢ni lanac —
CO-CH3 (182). Uklju€en je u kontrolu menstruacijskog ciklusa, odrzavanje trudnoce te
proces implantacije u ranoj trudnoci (183,184). Jedan je od metabolita koji sudjeluju u
stvaranju ostalih steroida ukljuCujuéi spolne hormone i kortikosteroide. Ima vazan
utjecaj i na funkcioniranje mozga, gdje djeluje kao neurosteroid (185). P4 djeluje
protektivno na endometrij te se koristi kao idealan lijek u hormonskoj nadomjesnoj
terapiji. Isto tako, prevenira poremecaje spavanja te utje€e na vrijednosti hormona
rasta (GH, engl. growth hormone), stimuliraju¢eg hormona stitnja¢e (TSH, engl. thyroid
stimulating hormone) te melatonina u Zzena u menopauzi. U konacnici, P4 utjeCe na
smanjenje vruc¢ina u zdravih Zena u ranoj menopauzi te prevenira demineralizaciju
kostiju u ranoj menopauzi (186).

Proizvodi se u jajnicima, posteljici, mozgu i nadbubreznoj Zlijezdi (187), a
prethodnik mu je, kao i ostalim steroidnim hormonima, kolesterol. U krvotoku majke
manjim se dijelom veze za kortizol vezuci globulin, a veéim dijelom za albumin. Vrijeme
poluraspada mu je kratko, svega 5 minuta, razgraduje se u jetri, a izlu€uje se urinom

(188). Do 9. tjedna trudnoce proizvodi se gotovo u potpunosti u zutom tijelu jajnika

14



1.Uvod

(189), a nakon toga proizvodnju preuzima posteljica koja je od 12. tjedna trudnoce
njegov najveci izvor (190).

Najstariji je hormon koji poznajemo (191). Moderna povijest progesterona
pocinje sredinom 17. stoljeca, kada je lije¢nik i anatom de Graaf uocCio da uklanjanjem
jajnika u trudne ovce dolazi do poroda (192). Nakon toga su Prenant i Born krajem 19.
stolje¢a utvrdili da Zuto tijelo jajnika (CL, engl. corpus luteum) ima endokrinu funkciju
te da sekrecija tada jo$ nepoznatog hormona djeluje kao potpora implantaciji embrija
(193). Corner i Allen predloZili su ime progestin za molekulu koju izlu€uje CL zbog
svoje progestacijske aktivnosti, a sam Allen 1933. godine uspio je izolirati molekulu P4
u laboratorijskim uvjetima (194). 1939. godine Butenand i Ruzic¢ka dobili su Nobelovu
nagradu za kemiju zahvaljujuci sintezi P4 iz kolesterola (195).

Od 1951. godine P4 prepisuje se i kao lijek (196) u obliku kontraceptiva, a
kasnije se koristi i kao jedna od sastavnica hormonske nadomjesne terapije, kao
terapija u korekciji menstruacijskog ciklusa, u odredenim ginekolosSkim stanjima kao
Sto su hiperplazija endometrija, poremecaj funkcije zutog tijela, izostanak menstruacije
te pojaCano menstruacijsko krvarenje (197). Zahvaljujuci istraZivanjima Csapa i
suradnika sredinom 20. stolje¢a, utvrdeno je da P4 djeluje na odrzavanje trudnoce
blokirajuci kontrakcije maternice (198) te da djeluje na implantaciju i odrzavanje rane
trudnoce (199). Posljedi¢no tome, sintetski P4 postao je jedan od glavnih terapijskih
izbora u odrZavanju trudnoce (197).

Ulogu P4 u odrzavanju trudnoc¢e te pocetku poroda vidimo u balansiranju
majCina upalnog odgovora (200-202), supresiji upalnog odgovora (203), inhibiciji
kontraktilnosti maternice (204-206) te utjecaju na uteroplacentalni protok Kkrvi
(207,208).

P4 utjeCe na smanjenu produkciju kemokina te inhibiciju sazrijevanja grli¢a vrata
maternice. On isto tako prevenira programiranu smrt stanica u membranama plodovih
ovoja i u normalnim i u proupalnim uvjetima te prevenira prijevremeno prsnuce
plodovih ovoja te posljedi¢no PP-a (209,210).

Imunomodulacjski efekt P4 vidimo kroz stimulaciju izriCaja blokirajuceg faktora
aktiviranog progesteronom (PIBF, engl. progesterone induced blocking factor),
supresiju puteva koji aktiviraju upalu, promjenu omjera Th1l/Th2 citokina te razine
mikro ribonukleinske kiseline (miRNA, engl. micro ribonucleid acid) te zaustavljanje

aktivacije mijeloidnih i limfoidnih stanica u maternici i vratu maternice (200,211-213).
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Utjecaj na smanjenje kontraktilnosti miometrija vidljiv je i u in vivo i u in vitro
uvjetima. P4 smanjuje koncentraciju OXTR i broja medustani¢nih spojnica. Isto tako
smanjuje utjecaj PG-a na kontraktilnost miometrija (214).

U vecine sisavaca porodu prethodi smanjenje serumske koncentracije P4 u
majke, $to dovodi do smanjenja njegovog ucinka na odrzavanje trudnoce (189). U ljudi,
naprotiv, serumska koncentracija P4 ostaje visoka i u doba samog poroda, radi
proizvodnje P4 od strane posteljice (215). Stoga se predmnijeva da postoji mehanizam
koji pred sam porod smanjuje djelovanje P4 time uzrokujuci funkcijski pad djelovanja
P4 (FPW, engl. functional progesterone withdrawal) (216) (slika 1.2.). Ta pretpostavka
o FPW-u navela je istrazivate da utvrde mehanizam koji dovodi do njega kako u
terminskom, tako i u prijevremenom porodu (217). Za nekoliko mehanizama smatra se
da bi mogli objasniti FPW: lokalni pad razine P4 u tkivu miometrija (218), sekvestracija
P4 od strane nosacCa proteina (219), promjene u regulaciji signalizacije P4 preko
progesteronskih receptora (PR) te promjena u aktivnosti i izrazaju progesteronskih

receptora.
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Slika 1.2. Mehanizam funkcionalnog pada koncentracije progesterona prije poCetka poroda

P4 veZe se za nPR-e te time iskazuje svoj genomski utjecaj koji omoguéuje odrzavanje maternice mirnom. Takoder,
vidimo i mehanizam funkcionalnog pada serumske koncentracije progesterona (FPW, engl. functional progesterone
withdrawal) koji se iskazuje kroz promjenu izrazaja razli¢itih izoformi nPR-a, smanjenog izrazaja koaktivatora nPR-
a, vezanja P4 na mPR-e te aktivacijom imunoloSkih ¢imbenika koji dalje aktiviraju NF-kB ; PR: progesteronski
receptor (engl. progesterone receptor), CBP: vezujuci protein odgovaraju¢eg elementa ciklickog adenozin
monofosfata (engl. Cyclic adenosine monophosphate Response Element Binding Protein), SRC: koaktivatori
steroidnih receptora (engl. steroid receptor coactivators), NF-kB: unutarstani¢ni faktor kappa beta (engl. nuclear
factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells), mPRs: membranski progesteronski receptor (engl.
membrane progesterone receptors), COX-2: ciklooksigenaza 2 (engl. cyclooxygenase-2) (prilagodeno prema
Vrachnis i sur. uz dopustenje autora (220)).

1.7.2. Progesteronski receptor

P4 izrazava svoju funkciju, a pogotovo funkciju odrzavanja maternice u mirnom
stanju medudjelovanjem s PR-ima (221,222). PR-i se nalaze u centralnom Ziv€anom
sustavu, dojkama te Zenskom reproduktivhom sustavu.

PR-i su steroidni hormonski receptori, a zajedno sa steroidnim hormonima

utjeCu na regulaciju izrazaja ciljnih gena te djeluju na diferencijaciju i proliferaciju
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stanica u ciljnim tkivima (223). Postoje dvije skupine PR-a: membranski PR-i (mPR,
engl. membrane progesterone receptors) te unutarstani¢ni PR-i (nPR, engl. nuclear
progesterone receptors) (224). Preko nPR-a P4 regulira izrazaj ciljnih gena, dok preko
mPR-a P4 izrazava svoje negeneticke uloge.

NnPR sastoje se od N-terminalne regulatorne regije (NTD, engl. N-terminal
domain), C-terminalne regulatorne regije (LBD, engl. ligand binding domain), zglobnog
dijela (engl. hinge) te regije na koju se veze DNA (DBD, engl. DNA binding domain)
(slika 1.3.).

NHz — NTD DBD Hinge LBD — COOH

hPRA M 04 kDa
hPRB m 116 kDa

hPRC ” 60 kDa
hPRM [ 35 kDa
hPRS N 27 kDa

Slika 1.3. Forme ljudskog unutarstani¢nog progesteronskog receptora

nPR sastoji se od N-terminalne regije (NTD, engl. N terminal domain), DNA-vezujuée regije (DBD, engl. DNA
binding domain), zglobnog tijela (engl. hinge) te C ili ligand vezuju¢e-terminalne regije (LBD, engl. ligand binding
domain). U sklopu navedenih sastavnih dijelova uklju¢ene su i tri aktivacijske funkcije (AF): proksimalna AF-1 u
predjelu NTD i DBD, AF-2 u LBD i AF-3 u NTD. Razlikuje se viSe oblika nPRa, ovisno o sastavnim dijelovima. nPR-
B sastoji se od svih gore navedenih dijelova, dok su ostali oblici nPR-a krnje varijante. nPR kraci je za 194

aminokiseline, odnosno AF-3, nPR-C kraci je za NTD te jedan ZnF DBD, dok je nPR-M kraéi za NTD i cijeli DBD
(prilagodeno prema Li i sur., uz dopustenje autora (225)).

NnPR sadrze i aktivacijske funkcijske elemente (AF) preko kojih reguliraju
osnovne transkripcijske funkcije koje su potrebne za izrazaj ciljnih gena (226). U
podrucju NTD, i to 90 aminokiselina uzvodno od DBD, nalazi se proksimalna
aktivacijska funkcija (AF-1). AF-1 sudjeluje u protein-protein komunikaciji PR-a s
transkripcijskim faktorima te koaktivatorima i korepresorima, na taj nacin regulirajuci
transkripciju ciljnin gena (227). U podrucju LBD nalazi se aktivacijska funkcija 2 (AF-
2), dok se distalna aktivacijska funkcija (AF-3) nalazi u B uzvodnom segmentu (BUS)
koji se nalazi u NTD te ju posjeduje samo PR-B (228,229). AF-2 na sebe veze LXXLL
spirale koaktivatora ukljuCujuc¢i p160 obitelj koaktivatora steroidnih receptora (SRC,
engl. steroide receptore coactivators), RIP140 (engl. nuclear receptor interacting

protein 140) te medudijelujuce proteine receptora za vitamin D3 (DRIP, engl. hormone-
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bound vitamin D(3) receptor interacting protein) (230,231). AF-3 djeluje u sinergiji s
AF-1i AF-2 (232).

Svaki od ta dva AF-a, ovisno o vrsti stanica na koje djeluju te ciljnom genu na
koji ¢e djelovati, moze djelovati zasebno ili zajedno kroz intramolekularno
medudjelovanje NTD i LBD (232,233).

DBD sudjeluje u vezivanju DNA, dodatnom protein-protein (234)
medudjelovanju te dimerizaciji PR-a nakon aktivacije LBD (235). Graden je od dvaju
dijelova, sadrZi dva cink-prst proteina (ZnF, od engl. zinc-finger) te promjenjivu C
terminalnu ekstenziju (236).

LBD se veze za transkripcijske faktore te komunicira s popratnim proteinima
(237).

Tri su naj¢eSc¢a unutarstaniCna progesteronska receptora bitna za odrzavanje
trudnoce: nPR-A (94kDa), nPR-B (110 kDa) te nPR-C (60kDa) (slika 1.3.). nPR-A i
nPR-B dijele isti centralni dio DBD te LBD, dok se razlikuju u NTR, koja djeluje kao
aktivator gena (238). nPR-A ima 164 aminokiselina manje u NTD nego nPR-B
(239,240), odnosno kraci je za AF-3. Slijedom toga, postoji i promjena u funkciji ta dva
nPR-a. U fizioloSkim uvjetima u ljudi nPR-A i nPR-B u stanicama su zastupljeni u
jednakom omjeru. nPR-B receptor funkcionira kao regulator transkripcije ciljnih gena
aktivirajuci transkripciju gena koji djeluju na odrzavanje maternice u mirnom stanju, a
smanjujuci transkripciju gena koji dovode do pojacane kontraktilnosti miometrija. nPR-
A djeluje u suprotnosti s nPR-B, kako inhibicijom djelovanja nPR-B, tako utjecajem i
na druge ¢lanove grupacije steroidnih receptora (241). U tkivu miometrija zastupljena
je i tre¢a forma nPR-a — nPR-C (7). nPR-C takoder je krnji oblik nPR-B, kojemu
nedostaje cijeli dio NTD, za razliku od nPR-B (242) te prvi ZnF DBD (243). Na nPR-C
moze se vezati P4, ali ne i promotorska regija DNA s obzirom da je krnji za ZnF.
Koncentracija nPR-C povisuje se u stanicama miometrija s pocCetkom poroda.
Pretpostavlja se da nPR-C inhibira aktivhost nPR-B u stanicama miometrija. Inhibicijski
utjecaj bio bi neizravan, u obliku sekvestracije P4 od nPR-B (7,242). Isto tako, nPR-C
ima mogucnost vezivanja na nPR-B i time smanjenja moguénosti nPR-B da se vezZe
za promotorsku regiju ciljnin gena (243).

mPR-i, jo§ naziva i PGRMC1 (engl. progesterone receptor membrane
component 1), sadrze sedam transmembranskih regija te izvanstani¢nu P4 vezujucu
regiju, a barem tri mPR-a moguce je pronaci u stanicama miometrija, amniona, koriona
i posteljice (mPRa, mPRB i mPR y) (244).
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P4 svoj utjecaj na PR moze izvoditi kroz genomske (utjeCuéi na regulaciju
izrazaja ciljnih gena) te negenomske puteve (utjeCuéi na unutarstanicni slijed puteva)
(245).

Genomski utjecaj P4 provodi utjecajem na nPR, dok negenomski utjecaj provodi
na dva nacina: (l) u utjecaju na mPR-e, membranske komponente progesteronskih
receptora (PGRMC-1i PGRMC-2, engl. progesterone receptor membrane component
-1i-2) te ostale receptore kao Sto su OXTR te GABA (engl. y butiric acid A) koji izravno
utjeCu na unutarstanicni slijed signalizacije te (Il) izravnom aktivacijom unutarstanicnih
signalnih molekula kroz utjecaj na nPRS, a kroz njihove netranskripcijske efekte (230).

Fernandes sa suradnicima (244) te Karteris sa suradnicima (221) uodili su da
su u porodu poviSene vrijednosti mPRa RNA te mPRB RNA unutar stanica miometrija.
Slijedom toga, dolazi do snizavanja razine cAMP, pojacane fosforilacije miozina,
aktivacije p38 MAP-kinaze te inhibicije SRC-2 izrazaja. U konacnici te bi akcije trebale
pojacati kontraktilnost maternice te smanjiti genomsku funkciju nPR-a (215). Takoder,
Karteris i suradnici u svom istrazivanju naveli su da mPRa i mPR@ pojaCavaju
transkripcijsku aktivnost nPR-B, Sto je neoCekivano s obzirom na primarnu aktivnost
PR-B. Pretpostavka je da tijekom trudno¢e mPRa i mPRp izrazavaju svoju aktivnost
pojaCavanja transkripcijske funkcije nPR-B, a kada dode do funkcijskog pada razine
P4, pojaCava se njihov negenomski utjecaj te pojaCavaju kontraktilnost maternice
(221).

Istrazivanje Bonyaratanakornkita sa suradnicima pokazalo je da P4 svoj
negenomski utjecaj moze provoditi i preko nPR-a. Uocio je da nPR-A i nPR-B sadrze
i SH3 vezujucu regiju koja moze aktivirati put protein kinaze koji ukljucuje SRC i MAP
kinazu (246). Saner sa suradnicima identificirao je i NnPR-M. Njemu nedostaje DBD, ali
se za isti pretpostavlja da, iako se definira kao nPR, P4 preko njega izrazava svoju

negenomsku funkciju (247).

1.7.3. Signalizacija progesteron/progesteronski receptor

nPR-i djeluju putem viSe signalnih puteva unutar stanice. Nakon aktivacije
pomocu liganda (P4) dolazi do oslobadanja nPR-a pomocu proteina Saperona (248).

Nakon oslobadanja i vezanja P4 dimerizirani nPR ulazi u jezgru i veZe se na elemente
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odgovora unutar promotorskih regija i upravlja regrutiranjem transkripcijskih regulatora
(248) te utje€e na transkripciju cilinih gena (215). nPR-i, naime, nakon vezanja P4
aktiviraju vise od 300 razli€itih koregulatora koji dalje djeluju na ribosomalnu RNA
(249) te produkciju korespondirajucih proteina (250). nPR-ima treba nekoliko minuta
do sati da aktiviraju transkripciju mMRNA te su glavni regulatori reprodukcije u zena
(239).

Kao $to je ve¢ navedeno, djelujuci na nPR-e, P4 regulira izrazaj ciljnih gena te
tako djeluje na kontraktilnost miometrija. U ciljne gene uklju€eni su, izmedu ostalih, i
geni povezani s kontraktilnoS¢u (engl. contraction associated proteins, CAP-s), kao sto
je connexin 43 (GJAL, engl. Gap Junction Protein Alpha 1), geni za oksitocinski
receptor (OXTR, engl. oxytocine receptor), NFKB (engl. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells Subunit) te enzimi koji utje€u na sintezu lokalnih
prostaglandina (PTGS2, engl. Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2 gene)
(251,252).

Razli¢it utjecaj nPR-A i nPR-B vidi se i u njihovom utjecaju na izrazaj proupalnih
i protuupalnih gena. nPR-A djeluje na izrazaj proupalnih gena, kao to su interleukin
1A (IL-1A) i interleukin 8 (IL-8), pojaCavajuci ih, dok nPR-B inhibira izrazaj i djelovanje
tih istih proupalnih gena(253). Uoc¢eno je da u stanicama u kojima je dominantan nPR-
A, P4 pojaCava izrazaj PTGS2, IL-8 te IL-1B, dok je izrazaj istih gena smanjen u
stanicama u kojima je predominantan nPR-B (253). Naime, Tan sa suradnicima ovim
je istrazivanjem pokazao da nPR-A, osim §to djeluju represivno na funkciju nPR-B, i
sam ima utjecaj na izrazaj gena vezanih za upalnu reakciju i poCetak kontrakcija
miometrija i porod. Pretpostavka je da navedeni utjecaj provode putem izravnog
transkripcijskog utjecaja na promotorsku regiju proupalnih gena i/ili  neizravno
modulirajuci aktivnost NF-k3 (253). Isto tako, pokazano je da nPR-B takoder sudjeluju
u protuupalnim aktivnostima u miometriju inhibirajuci izrazaj proupalnih gena te
smanjujuci osjetljivost miometrija na proupalne agense (253). Sli¢ne su zakljuke u
svojim istrazivanjima poludili i Siiteri (254) i Hardy (255).

Tijekom trudnoce vedi je udio nPR-B u miometriju, a kako se trudnoca priblizava
kraju, povecava se udio nPR-A. Do povecanja razine nPR-A dolazi radi promjene u
metilaciji promotorske regije nPR-A. nPR-A receptori blokiraju djelovanje nPR-B
receptora i smanjuju transkripciju gena koji sudjeluju u odrzavanju trudnoce (156). U
konacnici ta promjena u genskom izrazaju PR dovodi do funkcionalnog smanjenja

razine P4 (FPW, engl. functional progesterone withdrawal) te poCetka porodaja. Ova
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opazanja pridonose isoform switch hipotezi (ISH) koja bi mogla objasniti poCetak
porodaja, bilo terminski bilo prijevremeno (156,256).

Merlino sa suradnicima pokazao je da se tijekom trudno¢e omjer nPR-A : nPR-
B mijenja od 0.5 u vrijeme rane trudnoce, da je u vrijeme terminske trudnoce (ali ne i
poroda) 1, a da je tijekom poroda taj omjer 2.5 u korist nPR-A (222). Sli¢ne rezultate u
svom istrazivanju pokazali su i Pieber i suradnici (226) te Tan i suradnici (253).

Tan sa suradnicima je k tome u svom istrazivanju utvrdio da u stanicama u
kojima je koncentracija nPR-A dominantna, P4 utjeCe na izrazaj 119 gena (pojaCava
izrazaj njih 67 te snizava izrazaj njih 52). U slu€aju stanica u kojima je koncentracija
nPR-B dominantna, P4 je utjecao na izrazaj 53 gena (pojacCao je izrazaj 26 gena te
snizio izrazaj 27 gena) (253). Medu navedenim genima najvecim se brojem istiCe dio
gena koji djeluje stimulirajuce na kontraktilnost maternice. Utvrdeno je da je, na
primjer, izrazaj gena za COX 2 2.2 puta jaci u stanicama u kojima je povecana
koncentracija nPR-A. Isto tako, uo¢eno je da je pojaCan izrazaj gena IL-1a, PTX3 (engl.
pentraxid-related gene rapidly induced by IL-78) te IL-8 u istim stanicama.

Osim kao posljedica promjene u signalizaciji P4/PR do smanjenja P4 i utjecaja
na pocetak poroda moze doci i kao posljedica smanjenja lokalne koncentracije P4 u
stanicama miometrija ili predjelu vrata maternice. Naime, P4 osim na kontraktilnost
miometrija, djeluje i na sazrijevanje vrata maternice (212). Sve promjene u regiji vrata
maternice povezane su uglavnom upravo s lokalnim metabolizmom P4 ili u promjeni
omjera nPR-A i nPR-B, §to dovodi do smanjenja funkcije P4 te sazrijevanja vrata
maternice (257).

Uz ve€ navedenu promjenu u omjeru nPR-A i nPR-B te posljedi€no promjenu u
utjecaju P4 na pocetak poroda, velik utjecaj na P4/nPR signalizaciju imaju i lokalni
metabolizam P4, utjecaj koregulatora nPR-a na signalizaciju te posttranslacijska
modifikacija djelovanja nPR-a (211,258-260).

() metabolizam P4
Posljedic¢no aktivnosti enzima 20a hidroksisteroid dehidrogenaze (20a-HSD) te
5a reduktaze u maternici i vratu maternice dolazi do lokalne razgradnje P4 te promjene
u signalizaciji P4/PR u miometriju (261,262). 20a-HSD je P4 metabolizirajuci enzim
koji katalizira konverziju P4 u 20a hidroksiprogesteron (20a-OHP) koji je slabi

progestin u odnosu na P4 (263). Nadeem i suradnici istrazivali su genski izrazaj 20a-
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HSD u stanicama miometrija trudnih Zena u terminskom i prijevremenom porodu te su
utvrdili da je smanjenje P4 posljedica upalnog odgovora majke te aktivacije NF-kB i
AP-1 (engl. activator protein 1) transkripcijskih faktora te njihova utjecaja na pojacano
stvaranje 20a-HSD (264). Posljedicno pove¢anom stvaranju 20a HSD te pojacanoj

lokalnoj razgradnji P4 pojacava se kontraktilnost maternice.

() regulacija genskog izraZzaja PR-a

Utjecaj i mehanizam promjena izoformi nPR na FPW te pocCetak poroda vec¢ je
ranije objasnjen. Potrebno je naglasiti da se omjer nPR-A i nPR-B mijenja u korist nPR-
A u predjelu donjeg uterinog segmenta u Zzena u porodu te dolazi do poviSene razine
NPR-A u odnosu na nPR-B od ¢ak 10 puta (279). nPR-C nalazi se iskljucivo u
citoplazmi miometrijskih stanica (280), a s obzirom da na sebe ne moze vezati DNA
pa nema transkripcijski u€inak, moze utjecati na funkciju PR-B vezuéi na sebe visu
koncentraciju P4 (245). Isto tako, moze utjecati na transkripcijsku aktivhost nPR-B
vezuci se izravno na njega i tako smanjujuc¢i moguénost vezivanja nPR-B na ciljni DNA
(246).

(1l PR posttranslacijska modifikacija
Postranslacijska modifikacija predstavlja zadnju stavku u kompleksnoj P4/PR
signalizaciji. U postranslacijske modifikacije ubrajaju se fosforilacija, sumoilacija,
ubikvitinacija te acetilacija, a iste su brze i dinami¢ne te sluze finoj regulaciji P4/PR
signalizacije (265-267).

(IV) PR koregulatori koji sudjeluju u signalizaciji ili je reguliraju
nPR reguliraju transkripciju ciljnih gena kao dio multiproteinskog kompleksa. Taj
multiproteinski kompleks, osim samih nPRa, sadrzi osnovne transkripcijske faktore,
kao Sto su RNA-polll i TATA vezujuci protein, regulatorne transkripcijske faktore koji
sudjeluju u unutarstanicnom signalnom putu te koregulatore koji aktiviraju ili
suprimiraju transkripcijsku aktivnost nPR-a (268).
Promijenjena koncentracija koregulatora steroidnih receptora moze utjecati na
P4/nPR signalizacije te FPW. Razlikuju se koaktivatori i korepresori.
nPR-B ima jaci afinitet za vezanje koaktivatora, kao $to su steroidni receptor
koaktivatori (SRC 1, 2 i 3), CBP (engl. cAMP regulatory element binding protein), p300
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te jun dimerisation protein-2, $to djelomi¢no objasnjava jaci stimulatorni efekt P4 na
ciline gene (269).

nPR-B ima jaCi afinitet za koaktivatore. IstraZivanja su pokazala da je
koncentracija koaktivatora SRC-2 i SRC-3 (engl. steroid receptore coactivator-2 i
steroid receptore coactivator-3) te CBP u tkivu fundusa uterusa u porodu niza nego
koncentracija istih u mirnom dijelu trudnoce (270). Isto tako, zahvaljuju¢i antagonizmu
djelovanja TNF-a i P4 preko nPR-a na transkripciju, vidimo snizen izrazaj koaktivatora
SRC 1i SRC-2 (271). Time je pokazano da upalni odgovor pred kraj trudnoce moze
utjecati na genski izrazaj PR koaktivatora.

nPR-A ima jaci afinitet za korepresore. Kao najbitniji korepresor treba izdvojiti
NKkB/p65 te se njegov transrepresorski u€inak smatra primjerom korepresorske
funkcije. Smatra se da je NKkB/p65 kljuCni regulator upalnog odgovora u ljudi. Isto tako
smatra se da je aktivirani NKkB/p65 glavni represor aktivnosti nPR-a, kako u PP-u
vezanom uz upalnu etiologiju, tako i u terminskom porodu(10).Ta &injenica neizravno
ukazuje da P4 ima protuupalnu aktivnost u miometriju te da je aktivnost nPR-a i

NKkB/p65 balansirana. Lokalna ili sistemska upala moZe poremetiti taj balans.

1.7.4. Gen za progesteronski receptor

nPR kodirani su genom za progesteronski receptor (PGR, HGNC:8910, Entrez
Gene:5241, OMIM:607311) koji se nalazi na 11. kromosomu (slika 1.4.) (citogeneticka
regija 11922.1 HGNC/Entrez Gene/Ensembl; geneti¢ka lokacija chr11:101,029,624-
101,130,681 (GRCh38/hg38)) (223). Veliina gena je 101,058 baza, a nalazi se u
potpunosti unutar 200 kilobaza (kb) dugackog haplotipnog bloka unutar kojeg se vidi

jaka povezanost izmedu veéine SNP-a unutar tog bloka (260,272).
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Slika 1.4. Polozaj ljudskog gena za progesteronski receptor (PGR) na kromosomu 11 (11g22-23).
(prilagodeno prema kromosomskom dijagramu Gene Cards) (223).
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NajCeS¢e vidimo njegov izrazaj u mozgu, zenskom genitalnom traktu te
dojkama. Koncentracija mu je hormonski ovisna, a koncentraciju mu povisuje E2, a
shizava P4 (273).

Sastoji se od osam egzona i sedam introna. Prvi egzon PGR-a kodira sekvencu
koja se ne prevodi (UTR, engl. untranslated region). Drugi egzon PGR-a kodira NTD
nPR-a. Drugi i treCi egzon PGR-a zajedno kodiraju DBD, svaki po jedan ZnF. Egzon 4
PGR-a kodira dio od zglobnog dijela nPR-a do NH2 terminalnog dijela LBD-a. Egzoni
5-8 PGR-a kodiraju preostali dio LBD nPR-a (273). PGR Kkoristi dvije razliCite
translacijske i promotorske regije u prvom egzonu za stvaranje nekoliko varijanti
transkripta, Sto protein kodirajucih, Sto protein nekodirajucih (223).

Protein koji PGR kodira pojavljuje se u tri glavne izoforme (nPR-A, nPR-B te
NPR-C) i 11 spojnih krnjih varijanti koje su nastale kao rezultat delecije nekog od 8
egzona PGR-a ili zadrzavanja nekih intronskih slijedova (274). Uvidom u GWAS
katalog ukupno 23 fenotipa povezana su s PGR-om (275).

PGR je nastao viSestrukom ekspanzijom iz ancestralnog estrogenog receptora
(ER) (276). Komparativne studije genoma utvrdile su znacajnu razliku sekvenci PGR-
a izmedu razlicitih vrsta primata ukazujuci na potencijalne inovacije u specifi€nih vrsta
kroz promjenu PGR sljedova (277). Li i suradnici u svom istrazivanju uocili su da je
PGR iskusio brzo propadanje haplotipova u europskoj populaciji s pove¢anim brojem
polimorfizama vjerojatno radi adaptacije na nove uvjete (277). Posljedi¢no utjecaju sila
selekcije od PGR lokusa oCekuje se da ¢e ispoljiti razliCite haplotipne strukture u
razliitim populacijama. Tako je prirodna pozitivha selekcija promijenila PGR lokuse u
isto€noj Aziji eliminirajuci njihovu genetsku raznolikost radi popravka odredenih alela
u svrhu lokalne adaptacije, dok je PGR lokus u europskoj populaciji postao izrazito
polimorfan radi balansiraju¢e selekcije. Promjena PGR lokusa u istocnoj Aziji radi
adaptacije na uvjete Zivota u drugim ¢e populacijama biti Stetna. Taj navod vidimo u
populaciji afriCkih crnih Zzena koje nose varijantu PGR-a koja je nastala u isto¢noj Aziji.

Te Zene posljedicno imaju visi rizik za ranim sPP-om.

1.7.5. Varijante gena za progesteronski receptor i prijevremeni porod

Polimorfizmi ili varijante gena varijante su DNA cija je frekvenciju alela 1% ili

viSe te su iste postigle genetsku stabilnost u populaciji. Najcesci je oblik varijanti gena
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polimorfizam jednog nukleotida (SNP, od engl. single nucleotide polymorphism), a
promjene jedne DNA baze odgovorne su za 90 % varijacija sekvenci ljudskog genoma
(278). U ljudskom genomu postoji 10-30 milijuna SNP-a, a isti se pojavljuju na svakih
100-300 parova baza. Varijacije u slijedu nukleotida DNA mogu doprinijeti razli€itoj
osjetljivosti na bolest te individualnom odgovoru na terapijski tretman ili Cimbenike
okolisa (279,280). SNP u kodirajucoj i nekodiraju¢oj regiji gena uzrokuje razliCite
promjene. SNP u kodirajucoj regiji gena potencijalno rezultira u promjeni bioloSke
osobine kodiranog proteina, dok SNP u nekodirajucoj regiji potencijalno utjeCe na
izrazaj gena.

Najcesci polimorfizmi potencijalno su regulacijski polimorfizmi locirani u
nekodirajucoj regiji uklju€ujuéi promotorsku i intronsku regiju (281).

Istrazivanja o genetskom utjecaju na sPTB do sada su uglavnom bila bazirana
na studijama o kandidatima genima koji bi, na temelju mehanizama koji dovode do
sPP-a, mogli biti povezani s istim. Napretkom tehnologije zapocCeto je s GWAS
studijama koje se temelje na prou€avanju tisu¢a SNP-ova istovremeno. Sheik sa
suradnicima 2016. godine napravio je veliko istrazivanje dotadasnje literature vezano
uz povezanost genetskih varijani s PP-om te je u 92 &lanka pronasao povezanost
ukupno 119 gena sa sPP-om (35). SNP-ove je podijelio u podskupine kako slijedi:
polimorfizni povezani s endokrinim sustavom, polimorfizmi povezani s modeliranjem
tkiva, polimorfizmi povezani s angiogenezom, polimorfizmi povezani s imunoScu i
upalnim odgovorom te polimorfizmi koji nisu mogli biti grupirani niti u jednu od
prethodnih grupa.

Imaju¢i na umu veliku ulogu P4 te signalizacijski put P4 preko nPR-a u
odrzavanju trudnocCe, jedan broj istrazivaca temeljio je svoja istrazivanja na
varijantama PGR-a, $to u majki, Sto u novorodencadi, koje bi mogle modulirati rizik za
sPP. Dosadasnja su istrazivanja ukljucila nekoliko varijanti PGR-a majki i/ili
novorodencadi (najviSe 18, u istrazivanju Ehn sa suradnicima (272)), a rezultati
modulacije rizika sPP-a do sada su bili kontradiktorni (272,282—-285). Na temelju
prethodnih istrazivanja izabrali smo Sest varijanti PGR-a, a koji bi ipak mogli biti
povezani s poviSenim rizikom za sPP. Pretpostavlja se da promjene na PGR-u utjeCu
kako na promjenu omjera unutarstanicnih progesterenskih receptora, osjetljivost nPR-
a na djelovanje P4 i dalju P4/nPR signalizaciju, tako i na izrazaj samog PGR-a.

Ucestala geneti¢ka varijanta ljudskog PGR-a jest PROGINS varijanta. Smatra

se da postoji u ¢ak 20 % populacije. Istrazivanja su pokazala da moze modulirati rizik
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za nekoliko benignih i malignih ginekoloskih stanja (286-289), kao Sto su karcinom
jajnika (290), karcinom dojke (291) te karcinom endometrija (292). Sastoji se od 320
bp PV/HS-1 Alu insercije smjestene na intronu G, izmedu egzona 7 i 8 te dvije toCkaste
mutacije, V660L u egzonu 4 (rs1042838; 11 101062681 C>A/ C>G ; MAF A 0,196)
iH770H u egzonu 5 (rs1042839; 11_100922202_G>A; MAF A 0,203)(293). PROGINS
varijanta nalazi se blizu ili u sklopu domene na koju se veze hormon te bi posljedi¢no
mogla utjecati na vezivanje P4 na domenu (273). Naime, gubitak bilo kojeg dijela LBD-
a na koji se vezu hormoni rezultira smanjenim vezivanjem P4 te smanjenjem
transkripcije gena na koji utje€e P4 (294). Supstitucija aminokiselina (V600L) u egzonu
4 isto tako dovodi do razlike u fosforilaciji i degradaciji izmedu dviju varijanti PR-a
nakon vezanja liganda, vjerojatno zbog razlika u trodimenzionalnim strukturama tih
dviju varijanti (295). 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)(295).

Alu insercija sadrzi specificno mjesto koje polovi¢no pripada E2, a djeluje kao
in-cis intronski pojaciva¢ koji u slu€aju vezanja 17-B estradiola dovodi do pojacane
transkripcije PROGINS alela (295). Za Alu inserciju nekoliko je istrazivaca potvrdilo da
bi mogla imati utjecaj na DNA metilaciju, transkripciju gena i vezanje transkripcijskih
faktora (296,297) te stvaranje krnjih varijanti PR-a zbog alu egzonizacije
(296,298,299). Slijiedom toga, Alu insercija moze utjecati i na transkripciju i na
sazrijevanje pre-mRNA.

Tri navedene mutacije PGR-a uvijek se pojavljuju zajedno, u potpunoj
neravnoteZi alelne povezanosti te se povezuju sa smanjenom koli¢inom genskog
transkripta i slabijim odgovorom receptora na djelovanje P4 (293). U trudnoci njegov
utjecaj vidimo u smanjenom odgovoru nPR-a na P4 te u pove¢anom riziku za stanja
povezana s sPP-om.

Istrazivanje Li i suradnika iz 2018. godine ukazalo je da je PROGINS varijanta
PGR-a, odnosno promjena valina leucinom na mjestu 660 u obliku homozigota,
postojala ve¢ u genomu neandertalaca (277). Uz nju je u haplotipu bila i varijanta
H770H te S344T varijanta. Doti¢ni haplotip neandertalaca, s ili bez alu insercije, postoji
u vecini populacije i danas (300). Zeberg sa suradnicima u svom istrazivanju
navedenog haplotipa htio je vidjeti ima li navedeni haplotip utjecaj na razne fenotipove

i u danasnijih nositelja doticne varijante. Uvidom u UK biobanku podataka te koristeci
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Gene ATLAS (301), zamijetio je je negativnu povezanost neandertalnog haplotipa s
krvarenjem u ranoj trudnoci te brojem pobacaja. To je djelovanje u suprotnosti s
povezanosc¢u tog haplotipa sa sPP-om, gdje je vidljiva pozitivha korelacija. Ta suprotna
povezanost moze se objasniti Cinjenicom da doticna neandertalna PROGINS varijanta
pomaze odrzavanju trudnoca koje se prije ne bi odrzale te posljedicno dovodi do
povecéanog broj PP-a (300).

+331 G/A varijanta PGR-a (rs10895068; 11 101129483 _C>T; MAF T 0,051)
jest novije otkrivena genetiCka varijanta, za koju se pretpostavlja da dovodi do
poremecaja omjera nPR-A i nPR-B receptora prije termina poroda u korist nPR-B
receptora. Ta mutacija rezultira u pojavi dodatne TATA regije koja omogucuje
transkripciju NnPR-B receptora te dovodi do navedenog poremecaja omjera nPR-B i
NPR-A receptora (302). Do sada su istrazivanja pokazala povezanost te varijante
PGR-a s modulacijom rizika za karcinom dojke (303) te jajnika (304). Moguca vaznost
te mutacije u odrzavanju trudno¢e mogla bi biti smanjena transkripcija gena na koje
utjeCe P4, Sto dovodi do promjene putova te sPP-a (303).

rs1942836 (11_101049347_T>C; MAF C 0,1677) varijanta je koja je locirana u
potencijalnoj promotorskoj regiji PGR-a te se smatra da ta regija gena za nPR ima
ulogu u promjeni genskog izrazaja izoformi nPR-a (253). Do sada se u istrazivanjima
povezivala s modulacijom rizika za habitualni pobacaj (305). Istrazivanje Manna i
suradnika pokazalo je da je povezan s kasnim prijevremenim porodom (32-36 tjedana)
(283).

rs4754732 (11101008502 _T>A/T>C ; MAF C 0,313) varijanta je PGR-a, koja
je takoder smjesStena u promotorskoj regiji PGR-a te ima sli¢an utjecaj kao i prethodno
navedeni SNP (272).

rs653752 (11_101077379_C>G ; MAF C 0,356) lociran je u regulatornoj regiji
PGR-a te se smatra da mu je utjecaj na PR nesto drugaciji, u smislu regulacije genskog
izrazaja PGR-a (272).

Uvidom u Haplo Reg v4.1 bazu utvrdeno je da su Cetiri SNP-a neovisna, a dva
su u potpunoj neravnotezZi alelne povezanosti i dio su jednog haplotipnog bloka
(PROGINS): rs1042838 (LD(D")=1) i rs1042839 (LD(D")=0,98) (306). Istrazivanje Ehn
I suradnika ukazalo je da su prethodno navedena dva SNP-a u neravnoteZi alelne
povezanosti i sa SNP-om rs653752 (272). Bahia i suradnici ukazali su da postoji velika
povezanost izmedu rs590688, rs10895068 te rs1942836, koji su u neravnotezi alelne

povezanosti (305).
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Pretrazuju¢i UK Biobank bazu podataka temeljem ICD/MKB10 koda za
prijevremeni porod (060), pronadeno je da je samo varijanta rs1042838 prethodno
analizirana u sprezi s prijevremenim porodom (301).

Navedeni SNP-ovi te njihova povezanost sa sPP-om istraZivani su ili
pojedinacno ili u skupinama. U dostupnim GWAS studijama odabrani SNP-ovi do sada
se nisu istaknuli kao statistiCki znacajni u modulaciji rizika za sPP.

Za sada u Hrvatskoj nije bilo istraZivanja u kojima bi se prikazao utjecaj razlicitin

varijanti PGR-a na modulaciju rizika za sPP.
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2. Hipoteza

Osnovna pretpostavka ovog istrazivanja jest da se razdioba alelnih i genotipskih
frekvencija ispitivanih polimorfizma jednog nuleotida (rs1042838, rs1042839,
rs10895068, rs1942836, rs4574732 te rs653752) u PGR razlikuje izmedu Zena koje

su rodile prijevremeno i zena koje su rodile u terminu, kao i izmedu njihove djece.
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3. Ciljevi istrazivanja

Glavni cilj:

utvrditi imaju li odabrane genetiCke varijante gena za progesteronski receptor

kod majke i/ili novorodencadi ulogu u modulaciji rizika za sPP
Specificni ciljevi:

1. odrediti serumsku koncentraciju P4 u trudnica koje su rodile prijevremeno i u
terminu te istraziti odnos serumske koncentracije P4 i istrazivanih genetskih

varijanti

2. odrediti distribuciju i uCestalost genotipova i alela 6 SNP-ova u PGR genu u
skupina pacijenata i kontrola te skupinama terminski i prijevremeno rodene
djece i to: rs1042838, rs1042839, rs10895068, rs1942836, rs4574732 te
rs653752

3. odrediti alelne i genotipske frekvencije odabranih SNP-ova PGR-a u populaciji
kontrolnih ispitanica i ispitanica sa sPP te terminski i prijevremeno rodene
novorodencadi te testirati neravnotezu alelne povezanosti prou¢avanih genskih

polimorfizama PGR-a
4. ispitati povezanost Sest prou¢avanih SNP-ova PGR-a s rizikom razvoja sPP-a
5. odrediti djeluje li Sest istraZzivanih SNP-ova PGR-a neovisno ili €ine dio
haplotipnih blokova u neravnotezi alelne povezanosti (engl. linkage

disequilibrium-LD)

6. ispitati medudjelovanja odabranih genetickih varijanti u majki i novorodencadi

na modulaciju rizika za sPP
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4. Ispitanici i metode

4.1. Eticka naCela i ustroj studije

U ovom istrazivanju postivali su se temeljni etiCki i bioetiCki principi i standardi,
uklju€ujuci osobni integritet: autonomnost, pravednost, dobrocinstvo, neskodljivost,
kao i oni iz njih izvedeni, koji su u skladu s Nurnberskim kodeksom i najnovijom
revizijom HelsinSke deklaracije (307), Zakonom o zdravstvenoj zastiti Republike
Hrvatske (NN121/03) i Zakonom o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN
169/04). Medicinski podaci i humani materijal prikupljali su se u skladu s etiCkim i
bioeti¢kim principima te se osigurala privatnost (medicinska tajna) ispitanika uklju¢enih
u istrazivanje i zastita tajnosti podataka.

Prikupljanje bioloSkog materijala i medicinskih podataka odobrilo je Eti¢ko
povjerenstvo za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta u Osijeku (br.2158-
61-07-18-133) i Eticko povjerenstvo Klini€kog bolni¢kog centra Osijek (br. R2:12272-
4/2017).

Ustroj studije postavljen je kao istrazivanje parova (engl. case-control).

4.2. Ispitanici

U istrazivanje bile su uklju¢ene dvije nezavisne skupine ispitanika, ciljane ispitanice
i njihova djeca te prilagodene kontrolne ispitanice i njihova djeca. U istrazivanje je bilo
uklju€eno 584 ispitanika iz Klinike za ginekologiju i porodniStvo Klinickog bolnickog
centra u Osijeku u razdoblju od studenog 2017. do veljace 2022. godine. S obzirom na

ustroj studije (istrazivanje parova) ispitanici su bili podijeljeni u dvije skupine:

1. ispitivana skupina pacijenata (rodilje sa SPP-om) od ukupno 151 rodilja te 151

pripadajucée prijevremeno rodene novorodencadi

Kriteriji za uklju€ivanje ispitanika sa SPP-om u istrazivanje bili su:
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e porodaj prije 37. tiedna trudnoce koji je zapocCeo spontano te nije medicinski
induciran

e jednoplodna trudnoca

Kriteriji za isklju€ivanje ispitanika sa sPP-om iz istrazivanja bili su svi poznati uzroci
sPP-a:

e zacCeCe pomocu medicinski potpomognute oplodnje
e viSeplodna trudnoca

e raniji zahvati na vratu maternice

e dokazana upala donjeg reproduktivnog trakta

e bolesti bubrega

e gestacijski dijabetes melitus

e hipertenzija u trudnoci

Dodatno su bile isklju¢ene sve rodilie Cija su djeca mrtvorodena i Cija su
novorodencad imala prirodene anomalije i/ili dokazane infekcije laboratorijskom

dijagnostikom, klinicCkom slikom ili patohistoloSkom analizom posteljice.

2. kontrolna skupina (rodilje s terminskim porodajem) od ukupno 141 rodilja te 141
pripadaju¢e novorodencadi. U istraZivanje su bile ukljuc¢ene rodilje Sto sliCnijih
osobina skupini ispitanica; podjednake dobi, istog pariteta, socioekonomskog i
demografskog statusa, etniCke pripadnosti, mjesta stanovanja, antenatalne

skrbi, kao i porodaja u istoj godini kao i pacijentice sa SPP-om.

Kriteriji za uklju€ivanje ispitanika u kontrolnu skupinu bili su:

e porodaj od 37. do 41+3 tjedna gestacije
e jednoplodna trudnoéa
e svi porodaji bili su dovrSeni prirodnim putem nakon nekomplicirane

trudnoce
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Kriteriji za isklju€ivanje ispitanika iz kontrolne skupine bili su:

¢ sve rodilje s pozitivnom osobnom i/ili obiteljskom anamnezom na PP
e sve rodilje s pozitivnom anamnezom na bilo kakav kirurSki zahvat na vratu

maternice prije ili tjekom trudnoce (npr. konizacija, serklaza)

e dodatno su bile iskljuene sve rodilie Cija su djeca mrtvorodena i Cija su

novorodencad imala prirodene anomalije i/ili dokazane infekcije

4.3. Metode

Klinicki dio znanstvenog istrazivanja proveden je u Klinici za ginekologiju i
porodnistvo Klini€kog bolni¢kog centra u Osijeku, a laboratorijski dio proveden je na
Zavodu za klini¢ko-laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra u Osijeku te
Laboratoriju za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Osijeku.

Svaka ispitanica ukljuena u istrazivanje bila je upoznata sa svrhom i
metodologijom istrazivanja, a pristanak na sudjelovanje u istraZzivanju, kao i suglasnost
za koristenje i pohranjivanje krvi i DNA uzoraka, potvrdila je davanjem pisane

informirane suglasnosti ispitanice.

Gestacijska dob svih ispitanica odredena je prvim danom zadnjeg menstrualnog
ciklusa te potvrdena ultrazvu¢nim nalazom prvog tromjesecja. U slu¢aju da je doslo do
nepodudaranja termina poroda s obzirom na prvi dan zadnjeg menstruacijskog ciklusa
i ultrazvuCni nalaz, izvrsSila se korekcija gestacijske dobi prema ultrazvu¢nom nalazu
(308).

4.3.1. Prikupljanje podataka

Sociodemografski, epidemioloski i klinicki podaci prikupljeni su u suradnji sa
rodiljama, a koristila se i dostupna medicinska dokumentacija o trudnodi i porodu rodilja
i novorodencadi. Prikupljeni su podaci vezani uz fizikalni status ispitanica tijekom
trudnoce, obiteljsku i osobnu anamnezu ispitanica, navike i prethodne dogadaje u

trudnodi.
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4.3.2. Uzorkovanje krvi

Krv trudnica (venska) uzorkovala se jednokratno, nakon dobivenog informiranog
pristanka, u drugoj fazi poroda, dok se venska krv novorodenc¢adi uzimala jednokratno

iz pupkovine, u trecoj fazi poroda, uz informirani pristanak majke, rodilje.

Venska krv ispitanika za analizu genetickih varijanti, ukupno 3 ml venske krvi majke
te 3 ml venske krvi novorodenceta iz pupkovine, izvadena je u epruvete s podtlakom
(Vacutainer, Becton Dickinson) kojima je dodan antikoagulans EDTA

(etilendiamintetraoctena kiselina).

Venska krv majki za analizu vrijednosti progesterona u krvi majke, ukupno 3 ml
venske krvi majke, takoder je izvadena u epruvetu s podtlakom (Vacutainer, Becton

Dickinson) bez antikoagulansa.

4.3.3. Izolacija DNA iz pune krvi

Za izolaciju DNA iz pune krvi koriSten je komplet kemikalija s komercijalnim
kolonama sa silika-membranom QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden,

Germany). Koristio se prilozeni protokol proizvodaca reagensa (314).

lzdvajanje DNA zapocCeto je inkubiranjem 200 pL pune krvi u 200 pL
odgovaraju¢eg pufera za liziranje uz prisutnost 20 uyL proteinaze K (enzim Kkoji
neselektivno razgraduje proteine). Smjesa je inkubirana u vremenu od 10 minuta pri
56 °C te je dodano 1000 pL 100 %-tnog etanola pomocu kojega je doSlo do
precipitacije DNA. Nakon toga ista je prebacena na tzv. silika-membranu unutar
kolone. Smjesa se nakon toga centrifugirala na 6000 g jednu minutu. DNA se vezala
na membranu, a ostatak smjese prosao je kroz pore membrane. Tako izolirana DNA
dodatno se prociS¢avala dodavanjem razli€itih pufera. Prvo se dodalo 500 uyL AW1
pufera te se smjesa centrifugirala na 6000 g jednu minutu. Zatim se QlaAmp Mini spin
kolona prebacila u novu epruvetu te se dodalo 500 yL pufera AW2 i ponovno se

centrifugirala na 20 000 g tri minute. Tijekom postupka promijenila se ionska jakost.
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Naime, u uvjetima visoke ionske jakosti DNA se veZe za kolonu i neCistoée se ispiru.
U posljednjem koraku doslo je do otpustanja DNA s kolone (zahvaljujuci cijepanju veze

izmedu DNA i membrane), a zahvaljujuci puferu niske jakosti koji se koristi.

QlaAmp Mini spin kolona nakon toga prebacila se u novu epruvetu te se dodalo
100 uL AE pufera. Ista se inkubirala na sobnoj temperaturi jednu minutu, a zatim
centrifugirala na 6000 g jednu minutu. Izolirana DNA €uvala se u AE puferu pohranjena

na -20 °C do analize.

Nakon izolacije odredena je koncentracija DNA uzoraka pomoc¢u Qubit 3.0
Fluorometra (Life Technologies, Carlsbad, California, USA) i programa APP
v1.02+MCU v0.21, uz koriStenje kompleta kemikalija za odredivanje koncentracije

dvolanCane DNA Sirokog spektra.

4.3.4. Analiza varijanti gena za progesteronski receptor u majke i novorodenceta

Varijacije gena za progesteronski receptor (rs1042838, rs1042839,
rs10895068, rs1942836, rs4574732 te rs653752) (tablica 4.1.) ispitane su primjenom

komercijalno dostupnih TagMan kompleta reagensa tvrtke Applied Biosystems (315).
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Tablica 4.1. Opis i karakterizacija izabranih polimorfizama jednog nukleotida gena za progesteronski

receptor
SNP Lokacija Genskaregija Promjena Literaturni navodi Povezani
baza fenotipovi
rs1942836 chr11:101178616 Potencijalna TIC>TIG Bahia i sur. (305) Habitualni pobacaji
promotorska
(GRCh38.p14) regija Mann i sur.(283) Prijevremeni porod
Hackbart i sur.(309)
Sheikh i sur.(35)
Ehn i sur.(272)
rs1042838 chr11:101062681 Pogresna C/IA>CIG Ghali i sur. (310) Karcinom jajnika
(engl.
(GRCh38.p14) Missense) Pearce i sur.(311) Karcinom dojke
mutacija . . ) o
Khan i sur. (312) Habitualni pobacaji
Egzon 4 . " .
Suisur. (313) Prijevremeni porod
Ehn i sur.(272)
Luo i sur. (282)
rs1042839 chr11:101051471 Pogresna G>A Ghali i sur. (310) Karcinom jajnika
(engl.
(GRCh38.p14) Missense) Pearce i sur.(311) Karcinom dojke
mutacija) . . . -
Khan i sur. (312) Habitualni pobacaji
Egzon 5 . " .
Suisur. (313) Prijevremeni porod
Ehn i sur.(272)
Luo i sur. (282)
rs10895068 chr11:101,129,483 5'UTR regija C>T Bahia i sur. (305) Karcinom
endometrija
(GRCh38.p14) (regija koja se Ghali | sur. (310)
ne prevodi) Epitelni karcinom
Mulac-Jericevic i jajnika
sur. (303)
Prijevremeni porod
Ehn i sur. (272)
rs4754732 chr11:101,137,771 PGR-AS1: T/IA>TIC Ehn i sur. (272) Prijevremeni porod
Intronska
rs653752 Chr11: 101,077,379 Intronska C>G Ehn i sur. (272) Prijevremeni porod
regija

(GRCh38.p14)

Varijante gena odredene su na instrumentu za lan€anu reakciju polimerazom u
stvarnom vremenu: Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR uredaju (Thermo Fisher

Scientific, Foster City, California, USA). PCR u stvarnom vremenu (eng. real time PCR)
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varijanta je PCR-a kod koje je moguce tijekom odvijanja PCR reakcije na monitoru
uredaja pratiti nastajanje produkta. Usporedno s nastankom produkta intenzitet
oslobodene fluorescencije biljezi se, obraduje i analizira te pohranjuje u samom
instrumentu. Po zavrSetku analize rezultati su spremni za eksportiranje i daljnju

obradu.

Sljedovi nukleotida specificnih poCetnica koristenih za analizu PGR SNP-ova

prikazani su u tablici 4.2.

Tablica 4.2. Sljedovi nukleotida ciljanih sekvenci koridtenih za analizu PGR SNP-ova

SNP Kromosom Sekvenca probe
rs1042838 11 GCTTGGCTTTCATTTGGAACGCCCA[A/CITGGCTGTGGGAGAGCAACAGCATCC
rs1042839 11 CAAAATACAGCATCTGCCCACTGACIA/GITGTTTGTAGGATCTCCATCCTAGAC
rs4754732 11 ATAGTTTTCACAGATAAATGTATTTI[C/TIGGCACAAGCTGCTTTTTGGTGTTGG
rs1942836 11 GCAGTAAATATATGGTATTTGTTATIC/TITGATTGATGGGGTCAAGGGAAGACT
rs10895068 11 ACGGCAATTTAGTGACACGCGGCTCIC/TITTTATCTCCCGACTTTTTCTCTGGC
rs4754732 11 ATAGTTTTCACAGATAAATGTATTTI[C/TIGGCACAAGCTGCTTTTTGGTGTTGG

Kemikalije koristene za PCR reakciju u stvarnom vremenu su TagMan™
Genotyping Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Foster City, California, USA) i
TagMan™ SNP Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific, Foster City, California,
USA). Ukupni reakcijski volumen po svakoj jazici bio je 25 mikrolitara i sadrzavao je
12,5 mikrolitara Master Mix-a, 10,5. mikrolitra genotyping assay-a i 2 mikrolitra DNA
izolata.

TagMan metodologija temelji se na 5'-3' egzonukleaznoj aktivnosti AmpliTaq
Gold DNA Polimeraze. Na suprotnim krajevima sonde TagMan sonda ima dva tipa
fluorofora (reporter, R i prigusiva¢, Q). Sve dok su obje fluorofore vezane za sondu,
nece doéi do emitiranja fluorescencije. Nefluorescentni prigusiva¢ (vezan na 3' kraju
sonde) emitira svjetlost velike valne duljine i time prikriva signal koji emitira reporterska
fluorescentna boja (manje valne duljine, vezane na %' kraju sonde). To se postize
putem prijenosa fluorescentne rezonantne energije (FRET, engl. Fluorescence
Resonance Energy Transfer), gdje dolazi do inhibicije jedne boje drugom bez emisije

protona. Egzonukleaznom aktivnosti DNA polimeraze razgraduje se hibridizirana
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TagMan sonda samo onda kada je sonda vezana za ciljni odsje€ak izmedu uzvodne i
nizvodne pocetnice, odnosno ukoliko se ciljni odsjeCak umnozava. To uzrokuje
razdvajanje reporterske fluorescentne boje od nefluorescentnog prigusivaca, Sto za
posljedicu ima emitiranje fluorescencije odredene valne duljine. Polimerizacija se
nastavlja nakon $to se fragmenti sonde odstrane s ciljnog odsjecka DNA. Preostali 3'
kraj sonde blokiran je da bi se izbjeglo produljenje sonde za vrijeme PCR-a. Do
povecanja fluorescentnog signala doCi ¢e samo onda kada je cilina sekvenca
komplementarna sondi i amplificirana tijekom PCR reakcije (slika 4.1.). Na taj se nacin

ne detektiraju nespecificna umnazanja (314,315).

1. TagMan kemikalije
. sonda ,'"\@ sonda ,“'GB

pofetnica v ? a F 2 a pocetnica

" DNA kalup G/A

— — 1

cm

2. Denaturacija i vezanje poéetnica

sonda ,"ﬁa sondat ;’"B poéetnica W VIC boja
» v ? Q F ] Q
poéetnica \ . " e F) FAM boja
~ — Q) Prigusivaé
cm

MGB  Vezanje na manji utor

3. Produljivanje lanaca [ poetnica . TagDNA polimeraza
B
F son%a Q’ Sonda
! o . .
pocetnica G  McB ~—— Potetnica
-
a
. E Kalup
c P
podudaranje Prethodna poetnica

Slika 4.1. Shematski prikaz TagMan metodologije. Prilagodeno prema TagMan SNP Genotyping
protokolu (314).

Na suprotnim krajevima sonde TagMan sonda ima dva tipa fluorofora (reporter, R i prigusivac¢, Q). Sve dok su obje
fluorofore vezane za sondu, ne¢e doc¢i do emitiranja fluorescencije. Nefluorescentni priguSiva¢ (vezan na 3' kraju
sonde) emitira svjetlost velike valne duljine i time prikriva signal koji emitira reporterska fluorescentna boja (manje
valne duljine, vezane na 5' kraju sonde). Egzonukleaznom aktivnosti DNA polimeraze razgraduje se hibridizirana
TagMan sonda samo onda kada je sonda vezana za ciljni odsje€ak izmedu uzvodne i nizvodne po€etnice, odnosno
ukoliko se ciljni odsje€ak umnozava. To uzrokuje razdvajanje reporterske fluorescentne boje od nefluorescentnog
prigusivaca, $to za posljedicu ima emitiranje fluorescencije odredene valne duljine. Polimerizacija se nastavlja
nakon $to se fragmenti sonde odstrane s ciljnog odsjeCka DNA. Preostali 3' kraj sonde blokiran je da bi se izbjeglo
produljenje sonde za vrijeme PCR-a. Do povecéanja fluorescentnog signala doc¢i ée samo onda kada je ciljna
sekvenca komplementarna sondi i amplificirana tijekom PCR reakcije.
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Svaka TagMan MGB (engl. Minor Groove Binder) sonda sastoji se od:
reporterske boje na 5' kraju i VIC ili FAM (engl. carboxyfluorescein) boje vezane za 5'
kraj sonde alela 1, odnosno alela 2; MGB koji povec¢ava temperaturu taljenja sonde te

nefluorescentnog prigusivaca (NQF, engl. nonfluorescent quencher) na 3' kraju.

Ocitavanje i analiza genotipova radena je pomoc¢u SDS 7500 programa verzija
2.3. Program istovremeno odreduje genotipove svih DNA uzoraka. Prvo se normalizira
fluorescencija reporterske boje prema fluorescenciji pasivne referentne boje u svakoj
jazici. Zatim program odredi normalizirane intezitete reporterske boje svakog uzorka
na grafu nasuprot intezitetima reporterske boje alela specificnih sondi. Program
algoritamski dodjeljuje genotipove uzorcima ovisno o njihovom poloZaju na grafu (slika

4.2.). Uz svaki set uzoraka istovremeno su analizirani i kontrolni uzorci.
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Slika 4.2. Primjer grafi¢kog prikaza distribucije genotipova
Slika predstavlja primjer grupiranja genotipova za SNP rs1942836. Legenda: crveno-homozigot C/C,

zeleno-heterozigot C/T, plavo-homozigot T/T, crno-negativna kontrola. Grupiranje podataka mijenja se
duz horizontalne osi (alel C), vertikalne osi (alel T) ili dijagonalno (aleli C/T).

4.3.5. Odredivanje serumske koncentracije progesterona iz venske krvi majke

Analizi na mjernom instrumentu prethodila je priprema uzoraka seruma uz
primjenu steroidnog kita proizvodaca ChromSystems (Muenchen, Njemacka) koji
omogucéava pripremu uzoraka za analizu. Koristio se predloZeni protokol proizvodaca

reagensa (316). Priprema uzoraka seruma majke ucinjena je uz primjenu steroidnog

41



4. |spitanici i metode

kita proizvodata ChromSystems (Muenchen, Njemacka) koji omogucava pripremu
uzoraka za analizu steroidnih hormona, ili u ovom slu€aju P4 (316). Primjenom
navedenog kita proCiS¢eni su i ukoncentrirani uzorci seruma. Postavke navedenog
mjernog instrumenta za mjerenje koncentracija steroida podeSene su u skladu s
preporukama proizvodaca, a opisane analiticke i predanalitiCcke postupke validirali su
proizvodac kita i proizvodac instrumenta. U svakoj seriji analiza koristeni su kalibratori
i kontrolni uzorci proizvodaca kita. Kalibratori su ukljuCivali sedam koncentracijskih
razina, dok su kontrolni materijali uklju€ivali pet koncentracijskih razina za analizirani
hormon. Ukoliko to¢nost analize temeljena na analizi kontrolnih uzoraka analiziranog
steroida nije zadovoljila zadane kriterije (80 — 120 %), analize su ponovljene. Ukoliko
niti nakon ponavljanja dobiveni rezultati nisu zadovoljili kriterij to¢nosti mjerenja,
dobiveni rezultati nisu uvrsteni u daljnju obradu. Osim uz primjenu kontrolnih uzoraka
koje je dostavio proizvodac kita, analize steroidnih hormona periodiCki su kontrolirane
i uz primjenu kontrolnih materijala nepoznatog sastava proizvodac¢a RIQAS (Belfast,

UK), Sto predstavlja neovisnu procjenu kvalitete.

4 .3.6. Statisticke metode

Za statistiCku analizu koriSteni su statisticki paket MedCalc® Statistical Software
version 20.100 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org;
2022) i SPSS Statistics 23 (IBM Corp.Released 2015. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.), a dobiveni rezultati prikazani su
tablicno i graficki.

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama.
Razlike kategorijskih varijabli testirane su y?testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim
testom. Normalnost raspodjele numeri¢kih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim
testom. NumeriCki su podatci opisani medijanom i granicama interkvartilnog raspona.
Razlike kontinuiranih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirane su Mann-
Whitneyevim U testom (Hodges Lehmannova razlika s pripadnim 95 % intervalom
pouzdanosti razlike). Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli za vise od
dvije nezavisne skupine testirane su Kruskal Wallisovim testom (Post hoc Conover).
LogistiCkom regresijom (backward metoda) ocijenjen je utjecaj viSe Cimbenika na

vjerojatnost prijevremenog poroda.
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StatistiCka snaga alelnog testa povezanosti polimorfizma izraunata je Genetic
Power kalkulatorom (http://zzz.bwh.harvard.edu/gpc/cc2.html), a testiranje Hardy-
Weinberg ekvilibrija genotipskih frekvencija (x2 testom df=1) Hardy-Weinberg

equilibrium kalkulatorom (https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinbera/). Za opis

neravnoteZe alelne povezanosti koristeni su D' koeficijent te kvadrat koeficijenta
korelacije (r?). Analiza genotipova i haplotipska analiza (uz korekciju P vrijednosti
Benjamini-Hochberg metodom) ucinjena je online programima SNPstats (317) i
SHEsisPlus (318,319). Kod analize medudjelovanja Sest SNP-ova PGR-a u modulaciji
rizika za sPP (SHEsis Plus online program, (319)), vrijednost P izraunava se
permutacijskim testovima, uz korekciju P vrijednosti Benjamini-Hochberg metodom za
viSestruka testiranja. Za sve ostale analize koristena je Bonferronijeva korekcija P
vrijednosti. Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na Alpha
=0,05.
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5. Rezultati

U istrazivanju, koje je obuhvatilo 151 majku s prijevremenim porodom i 151
pripadajuce prijevremeno rodeno novorodence te 141 majku kontrolne skupine sa 141
pripadajuéim terminski rodenim djetetom, nakon uzorkovanja krvi i izolacije genomske
DNA, analizirano je Sest genskih varijanti PGR-a, i to kako slijedi: rs10895068,
rs1042838, rs1042839, rs1942836, rs4754732, rs653752. U istrazivanju takoder je
odredena serumska koncentracija P4 iz krvi majki kako kontrolne skupine (n = 110),

tako i skupine majki koje su rodile prijevremeno (n = 109).

5.1. Obiljezja ispitanika

Odabrane epidemioloSke i demografske znacajke 292 pacijentice podijeljene u
ispitivanu i kontrolnu skupinu prikazane su u tablici 5.1. Podaci su bili dostupni za sve
ispitanice. Isto tako, prikazane su osnovne karakteristike pripadajuce novorodencadi
kao Sto su spol i tjelesna tezina prilikom rodenja. Utvrdena je statistiCki znacajna razlika
u tjednima gestacijske dobi pri porodu te broju poroda izmedu dvije grupe majki te

porodnoj masi novorodenceta.

Tablica 5.1. Opéi podaci ispitanica uklju&enih u istrazivanje

Medijan (interkvartilni raspon)

- . S Razlika .
Prijevremeni Terminski (95 % IP) P
porod (n =151) porod (n = 141)
Dob majke
[godine] 31 (26 - 36) 31 (26 - 34) -1(-2do 1) 0,39
L 34+6 39+3 4+5
Gestacijski tiedan (3243 — 36+1) (38+6 — 40+1) (4+3 do 5+1) <0,001
Visina [cm] 165 (162 - 170) 166 1(%2355 1(0do3) 0,08
Masa [kg] 73(65-82,4) 75 (68,8-84,1) 3(0do6) 0,03
2 ] 27,3 (24,4 - 0,72 (-0,25 do
BMI [kg/m?] 26,4 (24 - 29,6) 30.4) 1.67) 0,14
Broj poroda 1(1-2) 2(1-2) 0(0do0) 0,03
Broj PP 1(1-1) - - -
. 2440 3450 1057 (920 do
Masa djeteta [g] (1830-2780) (3100 - 3735) 1200) <0001

*Mann Whitney U test (Hodges-Lehmannova razlika medijana); IP — interval pouzdanosti
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Ucestalost Cimbenika rizika za PP prikazana je u tablici 5.2. UoCena je statistiCki

znacajna razlika izmedu dviju skupina ispitanica u dobi majke, kada se iste podijele na

dvije podskupine — podskupinu majki koja je mlada od 35 godina i podskupinu majki

koja je starija od 35 godina. Isto tako, za istaknuti je statistiCki znaCajnu razliku u broju

pacijentica koje su imale izoliranog uzroénika u cervikalnom brisu izmedu ispitivane i

kontrolne skupine te statistiCki zna€ajnu razliku u broju pacijentica koje su krvarile

tijekom trudnoce izmedu iste dvije skupine.

Tablica 5.2. Ucestalost ¢imbenika rizika za prijevremeni porod medu ispitanicama i kontrolama

Broj (%)
Prijevremeni Terminski Ukupno p*
porod (n =151) porod (n=141) (n=292)

Dob majke

do 35 101 (67) 111 (79) 101 (67) 0.02

35 i vise godina 50 (33) 30 (21) 50 (33) '
Spol djeteta

Muski 87 (58) 69 (49) 156 (53) 013

Zenski 64 (42) 72 (51) 136 (47) '
Uhranjenost

Pothranjena 0 1(1) 1(0)

Normalna 57 (38) 41 (29) 98 (34) 0,141

Prekomjerna/pretili 94 (62) 99 (70) 193 (66)
PP u anamnezi

Ne 127 (84) - 127 (84)

Da 24 (16) - 24 (16) ]
Kad su bili PP

ekstra rani 6 (25) - 6 (25)

Rani 2 (8) - 2 (8) -

Kasni 16 (67) - 16 (67)
PP u obitelji

Ne 120 (79) - 120 (79)

Da 31 (21) - 31 (21) i
Kad u obitelji PP

ekstra rani 2(7) - 2(7)

Rani 9 (29) - 9 (29) -

Kasni 20 (64) - 20 (64)
PuSenje 48 (32) 31 (22) 79 (27) 0,07
Pozitivan CB 31 (21) 32 (23) 63 (22) 0,65
Uzrocnik

Ureaplasma urealyticum 24 (77) 11 (35) 35 (56) 0,007t

Chlamydia trachomatis 0 1(3) 1(2)

BHSB 1(3) 3 (10) 4 (6)

Candida albicans 2 (6) 10 (32) 12 (19)

Trichomonas vaginalis 4 (12,9) 6 (19,4) 10 (16,1)
Krvarenje 41 (27) 13 (9) 54 (18) <0,001

*y2 test; tFisherov egzaktni test; BHSB- beta hemoliticki streptokok grupe B, CB- cervikalni bris,PP-prijevremeni porod
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Na slici 5.1. prikazan je udio ekstremno ranih, ranih te kasnih prijevremenih poroda u
ukupnom broju prijevremenih poroda. Udio PP-a prema navr$enim tjednima trudnoce

u skladu je s objavljenim literaturnim navodima (43).

= Ekstremno rani PP = Rani PP = Kasni PP

Slika 5.1.Udio prijevremenih poroda podijeljenih prema tjednima u ukupnom broju prijevremenih poroda

Udio ekstremno ranih prijevremenih poroda (PP) bio je 8 %, udio ranih prijevremenih poroda (PP) bio je 16 %, dok
je udio kasnih prijevremenih poroda (PP) bio 76 %. PP-prijevremeni porod.

5.2. Progesteron

U tablici 5.3. prikazane su vrijednosti serumske koncentracije P4 u skupini ispitanica i
kontrolnoj skupini. Nadena je statistiCki znaCajna razlika u vrijednostima P4 izmedu

dviju navedenih skupina ispitanica.

Tablica 5.3. Serumska koncentracija progesterona u skupinama ispitanica s prijevremenim porodom
te kontrola

Medijan (interkvartilni raspon)

Prijevremeni  Terminski porod (gRsaoz/:ITg) P’
porod (n = 107) (n=108)
298,9 483,3 190,9 (115,4 —
Progesteron (64,3-481,2) (370,0 — 600,3) 261,1) <0,001

*Mann Whitney U test (Hodges-Lehmannova razlika medijana); IP-interval pouzdanosti

U tablici 5.4. prikazane su vrijednosti serumske koncentracije progesterona kada se

skupina majki podijelila na dvije skupine prema referentnim vrijednostima P4 u drugom
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i tre¢em tromjesedju trudnoce. U tom slu€aju ne nalazi se statistiCki znacajna razlika

u vrijednostima P4 izmedu navedenih skupina.

Tablica 5. 4. Serumska koncentracija progesterona u dvije skupine ovisno o tromjesecjima trudnoce te
raspodijeli ovisno o referentnim vrijednostima progesterona

Broj (%)

Ekstremno Kasni PP i terminski N

Progesteron rani/rani PP porod (l:}k:gri(;) P
(n=23) (n=192)

Ispod referentne 5 (22) 33 (17) 38 (18)
Referentna 10 (43) 56 (29) 66 (31) 0,21
Iznad referentne 8 (35) 103 (54) 111 (52)
Ukupno 23 (100) 192 (100) 215 (100)

*Fisherov egzaktni test; PP-prijevremeni porod

Analizirana je raspodijela vrijednosti serumske koncentracije P4 ovisno o
razli¢itim genotipovima Sest SNP-ova PGR-a izmedu ispitanika i kontrola, kako u
skupinama ispitanica i kontrola, tako i u skupinama pripadajuée novorodencadi.
Rezultati su prikazani u tablici 5.5. te nije nadena statistiCki znacajna razlika u
raspodjeli vrijednosti serumske koncentracije P4 ovisno o razli¢itim genotipovima

izmedu skupine ispitanica i skupine kontrola te skupina pripadaju¢e novorodencadi.
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Tablica 5. 5. Raspodjela serumske koncentracije progesterona ovisno o genotipovima u majki

MAJKE Medijan (interkvartilni raspon) PROGESTERONA p*
rs10895068 n AA n GA n GG
) . 368,81 (55,8 -
Prijevremeni porod 0 - 18 544,9) 89 296,86 (65,6 - 478) 0,70
515,2 (452,3 - 4798 (368,3 —
Kontrola 1 336,8 17 613,5) 90 601,5) 0,53
151042838 n GG n TG n T
Prieviemeni porod . 274,57 (61,8-509.2) 26 340'}1%7(11(;9'1 - 210,1 (1652 - 311) 0,94
486,51 (364,8 - 478,95 (374.7 - ]
Kontrola o oot h) 20 204 ) 2 304,03 (142,8-538) 0,93
151042839 n cC n TC n T
Prieviemeniporod . 274,57 (618-5092) 26 340'}1%7(189'1 - 3 210,1(165,2-311) 0,94
486,51 (364,8 - 478,95 (374,7 -
Kontrola 66 oot o) 20 Sonb) > 394,03 (142,8-538) 0,93
151942836 n cC n CcT n T
] . 438,56 (361,7 - 224,00 (59,7 -
Prijevremeni porod 4 544 5) 29 378,5) 74 310,41 (62,8 - 520,8) 0,94
Kontrola . 4835 35 462'236(3%5)3’2 © 72 506,35(369,6-605) 0,93
rs4754732 n cc n cT n T
Prijevremeni porod 10 120,02 (47,6 - 823) 43 354?526(;;118 ) 54 274,57 (61 - 463,2) 0,32
Kontrola . 40205(359-6032) 39  505(324,3-646) 62 478'2255317)2*2 09
rs653752 n cc cG n GG
Prieviemeniporod . 15582(51-3345) 31 3553(618-479,1) 59 309,8(748-5145) 0,19
464,81 (366,2 -
Kontrola o A717(3393-5877) 20 48952(3769-628) 54 2055 0,67
DJECA
rs10895068 n AA n GA n GG
Prieviemeni porod - 11 70,54 (50,5 - 4147) 96 305,38 (73,7-500,3) 0,15
Kontrola 336,8 13 545%13(45?4'8 © 94 4757(3653-601,5) 0,20
rs1042838 n GG n TG n TT
Prieviemeniporod o 35327 (618-5211) 27 189 (748-3281) 2 399,02(181-427,2) 024
471,53 (343,5 - 507,69 (451,4 - 384,63 (190,4 -
Kontrola 80 593.8) 25 609,5) 3 714.6) 0,40
rs1042839 n CC n TC n TT
Prijevremeni porod 78 353,27 (61,8 -521,1) 27 189 (74,8 - 328,1) 2 399,02 (181-427,2) 0,24
471,53 (343,5 - 507,69 (451,4 - 384,63 (190,4 -
Kontrola 80 593.8) 25 609,5) 3 714.6) 0,40
rs1942836 n CC n CT n T
Prieviemeniporod 35,3 (2969 -3975) 29 282;?794(2)1'8 - 75 298,87 (70,5-506) 0,75
507,69 (382,4 - 474,8 (3632 -
Kontrola ) - 19 599,6) 89 602,1) 0,53
rs4754732 n CC n CT n T
) . 428,59 (132,7 - 238,18 (62,8 -
Prijevremeni porod 12 807.4) 38 477.8) 57 296,86 (59,7 -478) 0,20
Kontrola L 560,5(3243-6528) 46 474%2?535‘;6'2 © 55 4831 (3714-599,6) 079
rs653752 n cC cG n GG
Prieviemeni porod . 367,34 (56,6 - 475,6) 51 296;?766(2)7 6- 38 262,37 (8L,3-577,2) 0,60
4835 (374,4 -
Kontrola o 465(3065-6325) 49 S55.0) 39 505(384,6-6052) 0,94

*Kruskal Wallis test (post hoc Conover)
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5.3. Analiza varijanti gena za progesteronski receptor

Ucestalost genotipova istrazivanih polimorfizama jednog nukleotida u ispitivanoj

i kontrolnoj skupini u skladu je sa predvidenima prema Hardy Weinbergovoj jednadzbi

(p<0.05).

U tablici 5.6. prikazana je raspodjela riedeg alela Sest istraZivanin SNP-ova

PGR-a u odnosu na referentnu populaciju 1000 Genomes Project Phase 3 baze

podataka kod stanovnika drzave Utah porijeklom iz sjeverne i zapadne Europe (CEU).

Tablica 5. 6. UCestalost rjedeg alela Sest izabranih SNP-ova gena za progesteronski receptor

SNP Rjedi alel MAF* kontrole MAF* 1000 genomes Project Phase 3**
rs1042838 T 0,15 0,217
rs1042839 T 0,11 0,179
rs1942836 C 0,17 0,157
rs10895068 A 0,07 0,066
rs4754732 C 0,27 0,318
rs653752 C 0,43 0,343

*MAF — engl. minor allele frequency **Uc&estalost MAF alela kod stanovnika drzave Utah porijeklom iz sjeverne i zapadne Europe

(CEU) u bazi 1000 genomes Project Phase 3; SNP-polimorfizam jednog nukleotida ( engl.single nucleotide polymorphysm)

Tablice 5.7. i 5.8. prikazuju uCestalost i raspodjelu genotipova i alela Sest SNP-ova

PGR-a u skupinama ispitanica i kontrola te u skupinama pripadajuée prijevremeno

rodene i terminski rodene novorodencéadi.
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5. Rezultati

Tablica 5.7. Ucestalost genotipova i alela Sest analiziranih SNP-ova PGR-a izmedu skupine
prijevremenih i terminskih poroda u skupini majki

Genotip [n (%)] MAJKE

Omijer izgleda

Prijevremeni Tepr(l;r;ic?dski (95 % interval p*
porod (n = 151) (n = 141) pouzdanosti)
2r$10895068 AA 0 2 (1) - 0,33
GA 22 (15) 17 (12) 0,82 (0,41 — 1,61)
GG 129 (85) 122 (87) 1,0
Aleli A 22 (7) 21 (7)
G 280 (93) 261 (93) 0,98 (0,52—-1,82) 0,94
brs1042838 GG 109 (72) 111 (78) 1,0 0,39
TG 38 (25) 28 (21) 0,72 (0,42 — 1,26)
1T 43 21 0,49 (0,09 — 2,74)
Aleli G 256 (85) 250 (85)
T 26 (15) 32 (15) 0,71 (0,44 -1,46) 0,17
°rs1042839 cC 111 (73) 111 (79) 1,0 0,51
TC 36 (24) 28 (20) 0,78 (0,44 — 1,36)
TT 4 (3) 2 (1) 0,50 (0,09 — 2,79)
Aleli C 258 (85) 250 (89)
T 44 (15) 32 (11) 0,75 (0,46 — 1,22) 0,25
drs1942836 cC 5 (3) 2(1) 0,44 (0,08 —2,31) 0,54
CT 41 (27) 43 (30) 1,15 (0,69 — 1,91)
TT 105 (70) 96 (68) 1,0
Aleli C 51 (17) 47 (17)
T 251 (83) 235 (83) 1,02 (0,66 — 1,57) 0,94
°rs4754732 cC 16 (11) 10 (7) 0,64 (0,27 -1,51) 0,59
CT 59 (39) 57 (40) 0,99 (0,61 —1,61)
TT 76 (50) 74 (52) 1,0
Aleli C 91 (30) 77 (27)
T 211 (70) 205 (73) 1,22 (0,86 —1,75) 0,27
rs653752 cC 23 (15) 31 (22) 1,61 (0,84 — 3,09) 0,33
CG 66 (44) 58 (41) 1,05 (0,63 — 1,75)
GG 62 (41) 52 (37) 1,0
Aleli C 112 (37) 120 (43)
G 190 (63) 162 (57) 1,26 (0,90 — 1,75) 0,18

® Qo0 T

* —h

- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P >0,99; terminski P = 0,09
- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P >0,99; terminski P = 0,72
- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P > 0,99; terminski P = 0,71
- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P > 0,99; terminski P = 0,67
- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P = 0,17; terminski P = 0,43
- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P >0,99; terminski P = 0,60
12 test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za progesteronski receptor

Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika u raspodjeli riedeg T alela SNP-a rs1042838
(OR 1,97, C195 % 1,23 — 3,17, P 0,005) izmedu dviju skupina — skupine prijevremeno

rodene te skupine terminski rodene novorodencadi (tablica 5.8.).
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5. Rezultati

Tablica 5.8. Ucestalost genotipova i alela Sest analiziranih SNP-ova PGR-a izmedu prijevremenih i
terminskih poroda u skupini djece

Genotip (n (%)] DJECA Omijer izgleda
Prijevremeni Terminski (95 % interval p*
porod (n = 151) porod pouzdanosti)
(n=141)
ars10895068 AA 0 2 () - 0,54
GA 16 (11) 14 (10) 0,94 (0,44 -2,0)
GG 134 (89) 125 (89) 1,0
Aleli A 16 (5) 18 (6)
G 284 (95) 264 (94) 0,83 (0,41 — 1,65) 0,59
brs1042838 GG 106 (71) 106 (75) 1,0 0,64
TG 41 (27) 32 (23) 0,78(0,46 —1,33)
TT 3(2) 3(2) 1,0(0,20-5,07)
Aleli G 253 (84) 244 (87)
T 47 (16) 38 (13) 1,97 (1,23 -3,17) 0,005
°rs1042839 CcC 108 (72) 107 (76) 1,0 0,76
TC 39 (26) 31(22) 0,80(0,47-1,38)
TT 3(2) 3(2) 1,01(0,20-5,11)
Aleli C 255 (85) 245 (87)
T 45 (15) 37 (13) 1,17 (0,73 - 1,87) 0,52
9r$1942836 cC 3(2) 2(1) 0,64 (0,10-3,89) 0,25
CT 40 (27) 27 (19) 0,64 (0,37 -1,12)
TT 107 (71) 112 (79) 1,0
Aleli C 46 (15) 31(11)
T 254 (85) 251 (89) 1,47 (0,90 — 2,39) 0,12
ers4754732 CcC 17 (11) 11(8) 0,78 (0,34 -1,77) 0,22
CT 55 (37) 65 (46) 1,42 (0,87 —2,31)
TT 78 (52) 65 (46) 1,0
Aleli C 89 (30) 87 (31)
T 211 (70) 195 (69) 0,95 (0,66 — 1,35) 0,76
frs653752 CcC 23 (15) 24 (17) 1,10 (0,56 — 2,19) 0,91
CG 71 (47) 64 (45) 0,95 (0,57 —1,58)
GG 56 (37) 53 (38) 1,0
Aleli C 117 (39) 112 (40)
G 183 (61) 170 (60) 0,97 (0,70 — 1,35) 0,86

- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P >0,99; terminski P = 0,09
- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P >0,99; terminski P = 0,72
- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P > 0,99; terminski P = 0,71
- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P > 0,99; terminski P = 0,67
- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P = 0,17; terminski P = 0,43
- Hardy-Weinberg equilibrium: prijevremeni P >0,99; terminski P = 0,60
12 test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za progesteronski receptor

D Oo0 T

* —h

UcCestalost dominantnih, recesivnih te superdominantnin modela nasljedivanja u
skupinama majki s terminskim i prijevremenim porodom te skupinama pripadajuce
prijevremeno i terminski rodene novorodencadi prikazana je u tablicama 5.9. i 5.10.
Nije bilo statistiCki znaCajne razlike u raspodjeli niti jednog modela nasljedivanja
izmedu dviju navedenih skupina ispitanica s terminskim i prijevremenim porodom te

dviju skupina pripadaju¢e novorodencadi.
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5. Rezultati

Tablica 5.9. Modeli nasljedivanja Sest ispitivanih SNP-ova PGR-a te njihova raspodjela izmedu grupa
prijevremenih i terminskih poroda u skupini majki

Genotip [n (%)] MAJKE

Omjer izgleda

Prijevremeni Terminski (95 % interval p*
(npgrfgl) (npgrfz(ljl) pouzdanosti)
rs10895068 GG
DOMINANTNO 127 (85) 122 (87) 0,89 (0,46 —1,74) 0,75
AA/GA 22 (15) 19 (13)
RECESIVNO GG/GA 151 (100) 139 (98,6) 1,0 0,09
AA 0 2(1,4) -
SUPERDOMINANTNO GG/AA 129 (85,4) 124 (87,9) 1,0 0,53
GA 22 (14,6) 17 (12,1) 0,80 (0,041 — 1,59)
rs1042838 GG 109 (72 110 (78
DOMINANTNO TG/ITT 42 228; 31 E22; 0.73(043-125) 025
RECESIVNO GIG-TIG 147 (97,3) 139 (98,6) 1,0 0,45
TIT 4 (2,6) 2(1,4) 0,53(0,10—2,93)
SUPERDOMINANTNO G/IG-TIT 113 (74,8) 113 (80,1) 1,0 0,28
TIG 38 (25,2) 28(19,9) 0,74 (0,42 —1,28)
rs1042839 CcC 113 (75 111 (79
DOMINANTNO TCITT 38 E25; 30 Ezﬁ 0.80 (0,47 -139) 043
RECESIVNO C/C-T/C 147 (97,3) 139 (98,6) 1 045
T 4(2,6) 2 (1,4) 0,53 (0,10-2,93)
SUPERDOMINANTNO C/IC-TIT 115 (76,2) 113 (80,1) 1 045
T/C 36 (23,8) 28 (19,9) 0,79 (0,45-1,38)
rs1942836 TT 105 (70 96 (68
DOMINANTNO CC/CT 46 Eso§ 45 Eszi 107(0.65-1,76) 0,79
RECESIVNO TIT-CIT 146 (96,7) 139 (98,6) 1 028
C/C 5 (3,3) 2 (1,4) 0,42 (0,08-2,20)
SUPERDOMINANTNO T/T-CIC 110 (72,8) 98 (69,5) 1 053
CIT 41 (27,1) 43 (30,5) 1,18 (0,71-1,95)
rs4754732 TT 76 (50 74 (52
DOMINANTNO cc/CcT 75 ESO; 67 E48; 092 (058 -1,45) 0,71
RECESIVNO TIT-CIT 135 (89,4) 131 (92,9) 1 029
C/C 16 (10,6) 10 (7,1) 0,64 (0,28-1,47)
SUPERDOMINANTNO T/T-CIC 92 (60,9) 84 (59,6) 1 081
CIT 59 (39,1) 57 (40,4) 1,06 (0,66-1,69)
rs653752 GG 62 (41 52 (37
DOMINANTNO CCICG 89 §59; 89 Eﬁgi 119(0,74-1,91) 046
RECESIVNO GIG-CIG 128 (84,8) 110 (78) 1 0114
C/C 23 (15,2) 31 (22) 1,57 (0,86-2,85)
SUPERDOMINANTNO GIG-CIC 85 (56,3) 83 (58,9) 1 066
CIG 66 (43,7) 58 (41,1) 0,90 (0,57-1,43)

*y2 test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za progesteronski receptor
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5. Rezultati

Tablica 5.10. Modeli nasljedivanja Sest SNP-ova PGR-a te njihova raspodjela izmedu grupa
prijevremenih i terminskih poroda u skupini novorodenc¢adi

Genotip [n (%)] DJECA

- . - Omijer izgleda
Prijevremeni Terminski J 9

porod borod (95 % interval pP*
(n=151) (n = 141) pouzdanosti)
rs10895068 GG 1
DOMINANTNO 134 (89 125 (89 0,85
AA-G/A 16 ((11)) 16 ((11)) 1,07 (0,51 — 2,24)
RECESIVNO GIG-GIA 150 (100) 139 (98,6) 1 0,09
AIA 0 2 (1,4) -
SUPERDOMINANTNO  G/G-A/A 134 (89,3) 127 (90,1) 1 0,84
GIA 16 (10,7) 14 (9,9) 0,92 (0,43-1,97)
rs1042838 GIG 106 (70,7) 106 (75,2) 1 0,39
DOMINANTNO TIG-TIT 44 (29,3) 35 (24,8) 0,80 (0,47-1,34)
RECESIVNO GIG-TIG 147 (98) 138 (97,9) 1 0,94
TIT 3(2) 3(2,1) 1,07 (0,21-5,37)
SUPERDOMINANTNO  G/G-T/T 109 (72,7) 109 (77,3) 1 0,36
T/G 41 (27,3) 32 (22,7) 0,78 (0,46-1,33)
rs1042839 ci/C 108 (72) 106 (75,2) 1 0,54
DOMINANTNO T/IC-TIT 42 (28) 35 (24,8) 0,85 (0,50-1,43)
RECESIVNO CIC-TIC 147 (98) 138 (97,9) 1 0,94
/T 3(2) 3(2,1) 1,07 (0,21-5,37)
SUPERDOMINANTNO  C/C-T/T 111 (74) 109 (77,3) 1 0,51
T/C 39 (26) 32 (22,7) 0,84 (0,49-1,43)
rs1942836 TIT 107 (71,3) 112 (79,4) 1 0,11
DOMINANTNO C/T-CIC 43 (28,7) 29 (20,6) 0,64 (0,38-1,11)
RECESIVNO T/T-CIT 147 (98) 139 (98,6) 1 0,70
Ci/C 3(2) 2 (1,4) 0,71 (0,12-4,28)
SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 110 (73,3) 114 (80,8) 1 0,13
CIT 40 (26,7) 27 (19,1) 0,65 (0,37-1,13)
rs4754732 TIT 78 (52) 65 (46,1) 1 0,31
DOMINANTNO CIT-CIC 72 (48) 76 (53,9) 1,27 (0,80-2,01)
RECESIVNO T/T-CIT 133 (88,7) 130 (92,2) 1 0,31
ci/C 17 (11,3) 11 (7,8) 0,66 (0,30-1,47)
SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 95 (63,3) 76 (53,9) 1 0,10
CIT 55 (36,7) 65 (46,1) 1,48 (0,92-2,36)
rs653752 GIG 56 (37,3) 53 (37,6) 1 0,96
DOMINANTNO CIG-CIC 94 (62,7) 88 (62,4) 0,99 (0,62-1,59)
RECESIVNO GIG-CIG 127 (84,7) 117 (83) 1 0,70
Ci/C 23 (15,3) 24 (17) 1,13 (0,61-2,12)
SUPERDOMINANTNO  G/G-CIC 79 (52,7) 77 (54,6) 1 0,74
CIG 71 (47,3) 64 (45,4) 0,92 (0,58-1,47)

*y2 test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za progesteronski receptor

Ispitivanu skupinu majki i ispitivanu skupinu djece podijelila sam u tri podskupine:
podskupinu ekstremno ranih prijevremenih poroda, podskupinu ranih prijevremenih
poroda te podskupinu kasnih prijevremenih poroda. Usporedila sam genotipove i alele
Sest odabranih SNP-ova PGR-a unutar tri navedene podskupine. Tablice 5.11. 1 5.12.
prikazuju uCestalost i raspodjelu genotipova i alela navedenih Sest SNP-ova PGR-a

izmedu tri navedene podskupine u majki i novorodenc¢adi.
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5. Rezultati

Tablica 5.11. Raspodijela i uCestalost genotipova i alela Sest SNP-ova PGR-a u tri podskupine
prijevremenih poroda u majki

Genotip [n (%)] prema PP

MAJKE
Ekstremno pP*
rani PP (n = Rani PP Kasni PP
12) (n=24 (n=115)
rs10895068 AA 0 0 0 0,26
GA 1(8) 1(4) 20 (17)
GG 11 (92) 23 (96) 95 (83)
rs1042838 GG 8 (67) 18 (75) 83 (72) 0,07
TG 2(17) 5(21) 31 (27)
TT 2(17) 1(4) 1()
rs1042839 CC 8 (67) 18 (75) 85 (74) 0,08
TC 2(17) 5(21) 29 (25)
T 217 1(4) 11
rs1942836 CC 0 0 5(4) 0,97
CT 3 (25) 7 (29) 31 (27)
T 9 (75) 17 (71) 79 (69)
rs4754732 CcC 2(17) 4 (17) 10 (9) 0,25
CT 3 (25) 6 (25) 50 (43)
T 7 (58) 14 (58) 55 (48)
rs653752 CcC 3 (25) 6 (25) 14 (12) 0,27
CG 3 (25) 10 (42) 53 (46)
GG 6 (50) 8 (33) 48 (42)

*Fisherov egzaktni test; PP- prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm),
PGR-gen za progesteronski receptor

Tablica 5.12. Raspodjela i uCestalost genotipova i alela Sest SNP-ova PGR-a u tri podskupine
prijevremenih poroda u novorodenc¢adi

Genotip [n (%)] prema PP
DJECA

Ekstremno Rani PP Kasni PP P
rani PP (n = 12) (n=24) (n =115)
rs10895068 AA 0 0 0
GA 1(8) 1(4) 14 (12) 0,72
GG 11 (92) 23 (96) 100 (88)
rs1042838 GG 5 (45) 19 (79) 82 (71) 0,28
TG 6 (55) 5(21) 30 (26)
TT 0 0 313
rs1042839 CcC 5 (45) 19 (79) 84 (73) 0,25
TC 6 (55) 5(21) 28 (24)
TT 0 0 33
rs1942836 CcC 0 1(4) 2(2) 0,74
CT 2 (18) 7 (29) 31 (27)
TT 9(82) 16 (67) 82 (71)
rs4754732 CcC 2(17) 2 (8) 13 (11) 0,57
CT 3 (25) 12 (50) 40 (35)
TT 7 (58) 10 (42) 61 (54)
rs653752 CcC 1(9) 3 (13) 19 (17) 0,58
CG 5 (45) 15 (63) 51 (44)
GG 5 (45) 6 (25) 45 (39)

*Fisherov egzaktni test; PP- prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphysm),
PGR-gen za progesteronski receptor
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5. Rezultati

Nakon podjele skupine majki s prijevremenim porodom te pripadajuce
prijevremeno rodene novorodenc¢adi u tri podskupine, svaku od navedenih podskupina
I u majki i u novorodencadi usporedila sam s kontrolnom skupinom majki s terminskim

porodom te terminski rodene novorodencadi.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u raspodijeli i uestalosti TT genotipa SNP-a
rs1042838 (OR 13,7, C1 95 % 1,71 — 110,9, P 0,04) i TT genotipa SNP-a rs1042839
(OR 13,9, CI 95 % 1,72 — 111,9, P 0,04) u majki izmedu skupine majki s ekstremno
ranim porodom i kontrolne skupine majki, doprinoseci 13.7 te 13.9 puta ve¢em izgledu
za ekstremno rani prijevremeni porod prema recesivnom genetickom modelu
nasljedivanja za oba polimorfizma (OR 13,9, Cl 95 % 1,8 — 109,3, P 0,02 za oba

navedena polimorfizma) (tablice 5.13. i 5.14.).
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5. Rezultati

Tablica 5.13. Raspodijela i u€estalost genotipova i alela Sest SNP-ova PGR-a u skupinama ekstremno
ranih prijevremenih poroda i kontrolne skupine u majki

Ekstremno

. Kontrola Omijer izgleda "
MAJKE (rr?T fg) (n =141) (95 % interval pouzdanosti) P
rs10895068
AA 0 2 (1) - >0,99
GA 1(8) 17 (12) 1,53 (0,19 - 12,63)
GG 11 (92) 122 (87) 1,0
G 23 (96) 261 (93)
A 1) 21 (7) 0,54 (0,07 — 4,20) 0,56
rs1042838
GG 8 (66) 110 (78) 1,0 0,04
TG 2(7) 29 (21) 1,05 (0,21 - 5,24)
TT 2(17) 2 (1) 13,7 (1,71-110,9)
G 18 (75) 249 (88)
T 6 (25) 33 (12) 2,52 (0,93 - 6,78) 0,07
rs1042839
CC 8 (67) 111 (79) 1,0 0,04
TC 2(17) 28 (20) 1,01 (0,20 - 5,02)
TT 2 (17) 2 (1) 13,9 (1,72-111,9)
C 18 (75) 250 (89)
T 6 (25) 32 (11) 2,60 (0,96 — 7,04) 0,06
rs1942836
CcC 0 2() - >0,99
CT 3 (25) 43 (30) 1,34 (0,35 -5,21)
TT 9 (75) 96 (68) 1,0
T 21 (88) 235 (83)
c 3(12) 47 (17) 0,71 (0,20 — 2,49) 0,60
rs4754732
CC 27 10 (7) 1,19 (0,28 - 5,11) 0,28
CT 3 (25) 57 (40) 2,23 (0,53 -9,37)
TT 7 (58) 74 (52) 1,0
T 17 (71) 205 (73)
C 7 (29) 77 (27) 1,09 (0,44 — 2,75) 0,84
rs653752
CC 3 (25) 31 (22) 1,19 (0,28 - 5,11) 0,59
CG 3 (25) 58 (41) 2,23 (0,53 -9,37)
GG 6 (50) 52 (37) 1,0
G 15 (62) 162 (57)
c 9 (38) 120 (43) 0,81 (0,34 —1,91) 0,63

* 42 test, PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za

progesteronski receptor
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5. Rezultati

Tablica 5.14. Raspodjela i ucestalost modela nasljedivanja genotipova Sest SNP-ova PGR-a u
skupinama ekstremno ranih prijevremenih poroda i kontrolne skupine u majki

Genotip (n (%)] MAJKE Omijer izgleda
Ekstremno Kontrola (95 % raspon p*
rani PP (n =12) (n=141) pouzdanosti)
rs10895068 GIG 11 (91,7) 122 (86,5) 1 0,59
DOMINANTNO 1,71 (0,21-14,04)
GIA-AIA 1(8,3) 19 (13,5) ' ' :
RECESIVNO GIG-GIA 12 (100) 139 (98,6) 1 0,57
AIA 0 2(1,4) NA (0,00-NA)
SUPERDOMINANTNG GIG-A/A 11 (91,7) 124 (87,9) 1 0,69
GIA 1(8,3) 17 (12,1) 1,51 (0,18-12,43)
rs1042838 G/G 8 (66,7) 110 (78) 1 0,39
DOMINANTNO T/IG-TIT 4 (33,3 31 (22) 0,56 (0,16-2,00)
RECESIVNO GIG-TIG 10 (83,3) 139 (98,6) 1 0,02
TT 2 (16,7) 2(1,4) 13,9 (1,8 —109,3)
SUPERDOMINANTNO  /6.1/7 10 (83,3) 112 (79,4) 1 0,74
TIG 2(16,7) 29 (20,6) 1,29 (0,27-6,24)
rs1042839 CiC 8 (66,7) 111 (78,7) 1 0,36
DOMINANTNO T/IC-TIT 4 (33,3) 30 (21,3) 0,54 (0,15-1,92)
RECESIVNO C/C-T/C 10 (83,3) 139 (98,6) 1 0,02
TIT 2 (16,7) 21,4 13,9 (1,8 —109,3)
SUPERDOMINANTNO - ¢c./7 10 (83,3) 113 (80,1) 1 0,79
T/IC 2 (16,7) 28 (19,9) 1,24 (0,26-5,98)
rs1942836 TIT 9 (75) 96 (68,1) 1 0,61
DOMINANTNO CIT-CIC 3 (25) 45 (31,9) 1,41 (0,36-5,45)
RECESIVNO T/T-CIT 12 (100) 139 (98,6) 1 0,57
CIC 0 21,4 NA (0,00-NA)
SUPERDOMINANTNO T/T-CIC 9 (75) 98 (69,5) 1 0,69
CIT 3 (25) 43 (30,5) 1,32 (0,34-5,10)
rs4754732 TIT 7 (58,3) 74 (52,5) 1 0,70
DOMINANTNO C/T-C/C 5 (41,7) 67 (47,5) 1,27 (0,38-4,18)
RECESIVNO TIT-CIT 10 (83,3) 131 (92,9) 1 0,29
CI/C 2 (16,7) 10 (7,1) 0,38 (0,07-1,98)
SUPERDOMINANTNO T/T-C/C 9 (75) 84 (59,6) 1 0,28
CIT 3(25) 57 (40,4) 2,04 (0,53-7,85)
rs653752 GIG 6 (50) 52 (36,9) 1 0,38
DOMINANTNO CIG-CIC 6 (50) 89 (63,1) 1,71 (0,52-5,58)
RECESIVNO GIG-CIG 9 (75) 110 (78) 1 0,81
CIC 3 (25) 31 (22) 0,85 (0,22-3,31)
SUPERDOMINANTNG G/G-C/C 9 (75) 83 (58,9) 1 0,26
CIG 3 (25) 58 (41,1) 2,10 (0,54-8,08)

* y2 test, PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za
progesteronski receptor

Usporedujuéi podskupinu majki s ranim prijevremenim porodom s kontrolnom
skupinom majki, nije se nasla statistiCki znacajna razlika, kako u raspodjeli i uCestalosti
genotipova i alela izmedu navedenih dviju skupina, tako i u raspodjeli i uCestalosti

genetiCkih modela nasljedivanja izmedu dviju skupina (tablice 5.15.15.16.).

57



5. Rezultati

Tablica 5.15. Raspodjela i uCestalost genotipova i alela Sest SNP-ova PGR-a u skupinama ranih
prijevremenih poroda i kontrolne skupine u majki

Rani PP Kontrola Omijer izgleda .
MAJKE (n=24) (n =141) (95 % interval pouzdanosti) P
rs10895068
AA 0 2(1) - 0,62
GA 1(4) 17 (12) 3,2 (0,41 - 25,3)
GG 23 (96) 122 (87) 1,0
G 47 (98) 261 (93)
A 1(2) 21 (7) 0,26 (0,03 —2,01) 0,20
rs1042838
GG 18 (75) 110 (78) 1,0 0,48
TG 5(21) 29 (21) 0,95 (0,32 — 2,77)
1T 1(4) 2 () 0,33 (0,03 -3,8)
G 41 (85) 249 (88)
T 7 (15) 33 (12) 1,29 (0,53 - 3,11) 0,57
rs1042839
CcC 18 (75) 111 (79) 1,0 0,40
TC 5(21) 28 (20) 1,68 (0,47 — 6,06)
T 1(4) 2 () 0,36 (0,03 — 4,16)
C 43 (90) 250 (89)
T 5 (10) 32 (11) 0,91 (0,33 - 2,46) 0,85
rs1942836
CcC 0 2(1) - >0,99
CT 7 (29) 43 (30) 1,09 (0,42 - 2,82)
T 17 (71) 96 (68) 1,0
T 41 (85) 235 (83)
c 7 (15) 47 (17) 0,85 (0,36 — 2,029 0,72
rs4754732
CcC 4 (17) 10 (7) 0,47 (0,13 -1,72) 0,15
CT 6 (25) 57 (40) 1,80 (0,65 — 4,97)
TT 14 (58) 74 (52) 1,0
T 34 (71) 205 (73)
c 14 (29) 77 (27) 1,09 (0,56 — 2,15) 0,79
rs653752
CcC 6 (25) 31(22) 0,79 (0,25 -2,51) 0,96
CG 10 (42) 58 (41) 0,89 (0,33 -2,43)
GG 8 (33) 52 (37) 1,0
G 26 (54) 162 (57)
c 22 (46) 120 (43) 1,14 (0,62 - 2,119 0,67

*y2 test; PP- prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za

progesteronski receptor
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Tablica 5.16. Raspodjela i uCestalost modela nasljedivanja genotipova Sest SNP-ova PGR-a u
skupinama ranih prijevremenih poroda i kontrolne skupine u majki

Genotip [n (%) ] MAJKE Omijer izgleda
Rani PP Kontrola (95 % interval p*
(n=24) (n=141) pouzdanosti)
o GIG 23 (95,8) 122 (86,5) 1 0,15
GIA-AIA 1(4,2) 19 (13,5)  3.58(0,46-28,09)
RECESIVNO GIG-G/A 24 (100) 139 (98,6) 1 0,43
AIA 0 2 (1,4) -
SUPERDOMINANTNO ~ G/G-A/A 23 (95,8) 124 (87,9) 1 0,20
G/A 1(4,2) 17 (12,1) 3,15 (0,40-24,87)
rs1042838 GIG 18 (75) 110 (78) 1 0,75
DOMINANTNO T/IG-TIT 6 (25) 31(22) 0,85 (0,31-2,31)
RECESIVNO GIG-TIG 23 (95,8) 139 (98,6) 1 0,41
TIT 1(4,2) 2(1,4)  0,33(0,03-3,80)
SUPERDOMINANTNO ~ G/G-T/T 19 (79,2) 112 (79,4) 1 0,98
TIG 5 (20,8) 29(20,6) 0,98 (0,34-2,86)
rs1042839 CIC 18 (75) 111 (78,7) 1 0,69
DOMINANTNO TIC-TIT 6 (25) 30 (21,3) 0,81 (0,30-2,22)
RECESIVNO CI/C-TIC 23 (95,8) 139 (98,6) 1 0,41
TIT 1(4,2) 2(1,4)  0,33(0,03-3,80)
SUPERDOMINANTNO ~ C/C-T/T 19 (79,2) 113 (80,1) 1 0,91
TIC 5 (20,8) 28 (19,9) 0,94 (0,32-2,74)
rs1942836 TIT 17 (70,8) 96 (68,1) 1 0,79
DOMINANTNO CIT-CIC 7 (29,2) 45 (31,9) 1,14 (0,44-2,94)
RECESIVNO T/T-CIT 24 (100) 139 (98,6) 1 0,43
CIC 0 2 (1,4) -
SUPERDOMINANTNO ~ T/T-C/C 17 (70,8) 98 (69,5) 1 0,90
CIT 7 (29,2) 43 (30,5) 1,07 (0,41-2,76)
1s4754732 TIT 14 (58,3) 74 (52,5) 1 0,59
DOMINANTNO C/T-CIC 10 (41,7) 67 (47,5) 1,27 (0,53-3,04)
RECESIVNO T/T-CIT 20 (83,3) 131 (92,9) 1 0,15
CIC 4 (16,7) 10(7,1)  0,38(0,11-1,33)
SUPERDOMINANTNO — T/T-C/C 18 (75) 84 (59,6) 1 0,14
CIT 6 (25) 57 (40,4) 2,04 (0,76-5,44)
rs653752 GIG 8 (33,3) 52 (36,9) 1 0,74
DOMINANTNO CIG-CIC 16 (66,7) 89 (63,1) 0,86 (0,34-2,14)
RECESIVNO GIG-C/G 18 (75) 110 (78) 1 0,75
CIC 6 (25) 31(22) 0,85 (0,31-2,31)
SUPERDOMINANTNO ~ G/G-C/C 14 (58,3) 83 (58,9) 1 0,96
CIG 10 (41,7) 58 (41,1) 0,98 (0,41-2,35)

* 42 test, PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za
progesteronski receptor

Usporedujuéi podskupinu majki s kasnim prijevremenim porodom te majki s terminskim
porodom, utvrdena je statistiCki znacCajna razlika u raspodijeli i uCestalosti CC genotipa
SNP-a rs653752, doprinoseci dvaput vecem izgledu za sPP u recesivnhom modelu
nasljedivanja genotipova (CC vrs CC+CG)(OR 2,03, CI 95 % 1,02 — 4,04, P 0,03)
(tablice 5.17. te 5.18.).
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Tablica 5.17. Raspodijela i uCestalost genotipova i alela Sest SNP-ova PGR-a u skupinama kasnih

prijevremenih poroda i kontrolnoj skupini u majki

Kasni PP Kontrola Omijer izgleda (95 % interval "
MAJKE (n=114) (n=141) pouzdanosti) P
rs10895068
AA 0 2 () - 0,26
GA 20 (17) 17 (12) 0,66 (0,33 - 1,33)
GG 95 (83) 122 (87) 1,0
G 210 (91) 261 (93)
A 20 (9) 21 (7) 1,18 (0,62 — 2,24) 0,60
rs1042838
GG 83 (72) 110 (78) 1,0 0,48
TG 31 (27) 29 (21) 0,71 (0,39 - 1,26)
TT 1(1) 2 1,51 (0,13 - 16,97)
G 197 (86) 249 (88)
T 33 (14) 33 (12) 1,26 (0,75 - 2,12) 0,37
rs1042839
CC 85 (74) 111 (79) 1,0 0,56
TC 29 (25) 28 (20) 0,74 (0,41 — 1,34)
TT 1(1) 2 (1) 1,53 (0,14 —17,17)
C 199 (87) 250 (89)
T 31 (13) 32 (11) 1,22 (0,72 — 2,06) 0,47
rs1942836
CcC 5(4) 2() 0,33 (0,06 — 1,74) 0,37
CT 31 (27) 43 (30) 1,14 (0,66 — 1,98)
TT 79 (69) 96 (68) 1,0
T 189 (82) 235 (83)
C 41 (18) 47 (17) 1,08 (0,68 — 1,72) 0,73
rs4754732
CC 10 (9) 10 (7) 0,74 (0,29 — 1,91) 0,73
CT 50 (43) 57 (40) 0,85 (0,51 - 1,42)
TT 55 (48) 74 (52) 1,0
T 160 (70) 205 (73)
C 70 (30) 77 (27) 1,16 (0,79 - 1,71) 0,44
rs653752
CC 14 (12) 31 (22) 2,04 (0,97 — 4,30) 0,12
CG 53 (46) 58 (41) 1,01 (0,59 - 1,74)
GG 48 (42) 52 (37) 1,0
G 149(65) 162 (57)
C 81 (35) 120 (43) 0,73 (0,51 - 1,05) 0,09

* 42 test, PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za
progesteronski receptor
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Tablica 5.18. Raspodjela i ucestalost modela nasljedivanja genotipova Sest SNP-ova PGR-a u
skupinama kasnih prijevremenih poroda i kontrolne skupine u majki

Genotip [n (%)] MAJKE Omijer izgleda
Kasni PP Kontrola (95 % interval p*
(n=114) (n=141) pouzdanosti)
10895068

DSMINANTNO GIG 95 (82,6) 122 (86,5) 1 0,39
GIA-AJA 20 (17,4) 19 (13,5) 0,74 (0,37-1,46)

RECESIVNO G/G-G/A 115 (100) 139 (98,6) 1 0,12

AIA 0 2 (1,4) -

SUPERDOMINANTNO  G/G-A/A 95 (82,6) 124 (87,9) 1 0,23
G/A 20 (17,4) 17 (12,1) 0,65 (0,32-1,31)

rs1042838 GIG 83 (72,2) 110 (78) 1 0,28
DOMINANTNO TIG-TIT 32 (27,8) 31 (22) 0,73 (0,41-1,29)

RECESIVNO G/G-TIG 114 (99,1) 139 (98,6) 1 0,68
T/T 1(0,9) 2 (1,4) 1,64 (0,15-18,32)

SUPERDOMINANTNO  G/G-T/T 84 (73) 112 (79,4) 1 0,23
T/G 31 (27) 29 (20,6) 0,70 (0,39-1,25)

rs1042839 ciC 85 (73,9) 111 (78,7) 1 0,37
DOMINANTNO T/C-TIT 30 (26,1) 30 (21,3) 0,77 (0,43-1,37)

RECESIVNO C/C-TIC 114 (99,1) 139 (98,6) 1 0,68
T/T 1(0,9) 2 (1,4) 1,64 (0,15-18,32)

SUPERDOMINANTNO  C/C-T/T 86 (74,8) 113 (80,1) 1 0,31
T/C 29 (25,2) 28 (19,9) 0,73 (0,41-1,33)

rs1942836 TIT 79 (68,7) 96 (68,1) 1 0,92
DOMINANTNO CIT-CIC 36 (31,3) 45 (31,9) 1,03 (0,61-1,75)

RECESIVNO T/T-CIT 110 (95,7) 139 (98,6) 1 0,15
CIC 5 (4,3) 2 (1,4) 0,32 (0,06-1,66)

SUPERDOMINANTNO — T/T-C/C 84 (73) 98 (69,5) 1 0,53
CIT 31 (27) 43 (30,5) 1,19 (0,69-2,05)

rs4754732 TIT 55 (47,8) 74 (52,5) 1 0,46
DOMINANTNO CIT-CIC 60 (52,2) 67 (47,5) 0,83 (0,51-1,36)

RECESIVNO T/T-CIT 105 (91,3) 131 (92,9) 1 0,64
CIC 10 (8,7) 10 (7,1) 0,80 (0,32-2,00)

SUPERDOMINANTNO — T/T-C/C 65 (56,5) 84 (59,6) 1 0,62
CIT 50 (43,5) 57 (40,4) 0,88 (0,54-1,45)

rs653752 GIG 48 (41,7) 52 (36,9) 1 0,43
DOMINANTNO C/G-CIC 67 (58,3) 89 (63,1) 1,23 (0,74-2,03)

RECESIVNO G/G-CIG 101 (87,8) 110 (78) 1 0,03
CIC 14 (12,2) 31 (22) 2,03 (1,02-4,04)

SUPERDOMINANTNO  G/G-C/C 62 (53,9) 83 (58,9) 1 0,43
CIG 53 (46,1) 58 (41,1) 0,82 (0,50-1,34)

* x2 test, PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida ( engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za
progesteronski receptor.

Usporedujuéi rezultate podskupine ekstremno rano prijevremeno rodene djece
i kontrolne skupine terminski rodene djece, iako nije utvrdena statistiCki znaCajna
razlika u ucCestalosti i razdiobi alela SNP-ova rs1042838 te rs1042839, utvrdena je
statistiCki zna€ajna razlika u ucCestalosti i razdiobi genotipova oba spomenuta SNP-a,
kako u dominantnom ( OR 3,6, C1 95 % 1,04 - 12,6, P 0,04 za rs1042838 za oba SNP-
a) ( TT+GT vrs GG kod rs1042838 te TT+CT vrs CC kod rs1042839), tako i u
superdominantnom ( OR 4,08, CI 95 % 1,17 — 14,3, P 0,03 za oba SNP-a ) (TG vrs
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5. Rezultati

GG+TT urs1042838 te TC vrs CC+TT u rs1042839) genetitkom modelu, doprinosedi
riziku za sPP od 3,6 — 4,08 puta, ovisno o genetic(kom modelu nasljedivanja (tablice
5.19.i5.20.).

Tablica 5.19. Raspodijela i u€estalost alela i genotipova Sest SNP-ova PGR-a u skupinama ekstremno
ranih prijevremenih poroda i kontrolne skupine u novorodencadi

Ekstremno

) Kontrola Omijer izgleda .
DJECA I(Qna2|1P2I;’ (n =141) (95 % raspon pouzdanosti) P
rs10895068
AA 0 2 (1) - >0,99
GA 1(8) 14 (10) 1,23 (0,15 -10,27)
GG 11 (92) 125 (89) 1,0
G 23 (96) 264 (94)
A 1(a) 18 (6) 0,64 (0,08 — 4,99) 0,67
rs1042838
GG 5 (45) 106 (75) 1,0 0,06
TG 6 (55) 32 (23) 0,25 (0,07 - 0,88)
TT 0 3(2 -
G 16 (73) 244 (87)
T 6 (27) 38 (13) 2,41 (0,89 — 6,54) 0,08
rs1042839
CcC 5 (45) 106 (75) 1,0 0,08
TC 6 (55) 32 (23) 0,25 (0,07 —0,88)
TT 0 3(2) -
C 16 (73) 245 (87)
T 6 (27) 37 (13) 2,48 (0,91 - 6,75) 0,07
rs1942836
CC 0 2(1) - >0,99
CT 2 (18) 27 (19) 1,08 (0,22 - 5,31)
TT 9(82) 112 (79) 1,0
T 20 (91) 251 (89)
C 2 (9) 31 (11) 0,81 (0,18 — 3,63) 0,78
rs4754732
CC 27 11 (8) 0,59 (0,11 — 3,23) 0,23
CT 3 (25) 65 (46) 2,33 (0,58 —9,42)
TT 7 (58) 65 (46) 1,0
T 17 (71) 195 (69)
c 7 (29) 87 (31) 0,92 (0,37 - 2,31) 0,86
rs653752
CC 1(9) 24 (17) 2,26 (0,25 - 20,44) 0,52
CG 5 (45) 64 (45) 1,21 (0,33 — 4,40)
GG 5 (45) 53 (38) 1,0
G 15 (68) 170 (60)
p 7 (32) 112 (40) 0,71 (0,28 — 1,79) 0,47

* 2 test, PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za
progesteronski receptor
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Tablica 5.20. Raspodjela i ucestalost modela nasljedivanja genotipova Sest SNP-ova PGR-a u
skupinama ekstremno ranih prijevremenih poroda i kontrolne skupine u novorodencadi

Genotip (n (%)] DJECA

Omijer izgleda

Egsat;?rggo Kontrola (95 % intervgl p*
(n=12) (n=141) pouzdanosti)
10895068
DOMINANTNG GIG 11 (91,7) 125 (88,7) 1 0,74
GIA-AIA 1(8,3) 16 (11,3) 1,41 (0,17-11,64)
RECESIVNO GIG-G/A 12 (100) 139 (98,6) 1 0,57
AIA 0 2 (1,4) -
SUPERDOMINANTNO  G/G-A/A 11 (91,7) 127 (90,1) 1 0,86
GIA 1(8,3) 14 (9,9) 1,21 (0,15-10,10)
rs1042838 GIG 5 (45,5) 106 (75,2) 1 0,04
DOMINANTNO TIG-TIT 6 (54,5) 35 (24,8) 3,6 (1,04 — 12,6)
RECESIVNO GIG-TIG 11 (100) 138 (97,9) 1 0,50
TIT 0 3(2,1) -
SUPERDOMINANTNO  G/G-T/T 5 (45,5) 109 (77,3) 1 0,03
TIG 6 (54,5) 32 (22,7) 4,08 (1,17 — 14,3)
rs1042839 CIC 5 (45,5) 106 (75,2) 1 0,04
DOMINANTNO T/IC-TIT 6 (54,5) 35 (24,8) 3,6 (1,04 — 12,6)
RECESIVNO CIC-TIC 11 (100) 138 (97,9) 1 0,50
TIT 0 3(2,1) -
SUPERDOMINANTNO — C/C-T/T 5 (45,5) 109 (77,3) 1 0,03
TIC 6 (54,5) 32 (22,7) 4,08 (1,17 — 14,3)
rs1942836 TIT 9 (81,8) 112 (79,4) 1 0,85
DOMINANTNO CIT-CIC 2 (18,2) 29 (20,6) 1,17 (0,24-5,69)
RECESIVNO TIT-CIT 11 (100) 139 (98,6) 1 0,58
CIC 0 2 (1,4) -
SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 9 (81,8) 114 (80,8) 1 0,94
CIT 2 (18,2) 27 (19,1) 1,07 (0,22-5,22)
DOMINANTNO TIT 7 (58,3) 65 (46,1) 1 0,42
RECESIVNO CIT-CIC 5 (41,7) 76 (53,9) 1,64 (0,50-5,40)
T/T-CIT 10 (83,3) 130 (92,2) 1 0,34
SUPERDOMINANTNO  C/C 2 (16,7) 11 (7,8) 0,42 (0,08-2,18)
T/T-CIC 9 (75) 76 (53,9) 1 0,15
rs653752 CIT 3(25) 65 (46,1) 2,57 (0,67-9,88)
DOMINANTNO GIG 5 (45,5) 53 (37,6) 1 0,61
RECESIVNO CIG-CIC 6 (54,5) 88 (62,4) 1,38 (0,40-4,76)
GIG-CIG 10 (90,9) 117 (83) 1 0,46
SUPERDOMINANTNO  C/C 1(9,1) 24 (17) 2,05 (0,25-16,78)
GIG-CIC 6 (54,5) 77 (54,6) 1 >0,99
CIG 5 (45,5) 64 (45,4) 1,00 (0,29-3,42)

* 42 test, PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za
progesteronski receptor

Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika uCestalosti i raspodjele alela te genotipova
izmedu skupine rano rodene novorodencadi i kontrolne skupine terminski rodene djece
te skupine kasno rodene novorodencadi i kontrolne skupine terminski rodene
novorodencadi. Isto tako, nije utvrdena statistiCki zna€ajna razlika u razdiobi razli€itin
genetiCkih modela nasljedivanja izmedu skupina rano prijevremeno rodene djece i

kontrolne skupine terminski rodene djece te izmedu skupine kasno prijevremeno
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rodene djece i kontrolne skupine terminski rodene djece. Rezultati su prikazani u
tablicama 5.21. do 5.24.

Tablica 5.21. Raspodjela i uCestalost alela i genotipova Sest SNP-ova PGR-a u skupinama ranih
prijevremenih poroda i kontrolne skupine u novorodencadi

Omijer izgleda

DJECA Rani PP Kontrola (95 % interval px
(n=24) (n=141) .
pouzdanosti)
rs10895068
AA 0 2(1) - 0,78
GA 1(4) 14 (10) 2,58 (0,32 — 20,56)
GG 23 (96) 125 (89) 1,0
G 47 (98) 264 (94)
A 1(2) 18 (6) 0,31 (0,04 — 2,39) 0,26
rs1042838
GG 19 (79) 106 (75) 1,0 >0,99
TG 5 (21) 32 (23) 1,15 (0,40 — 3,32)
TT 0 3(2) -
G 43 (90) 244 (87)
T 5 (10) 38 (13) 0,75 (0,28 — 2,00) 0,56
rs1042839
cc 19 (79) 106 (75) 1,0 0,60
TC 5 (21) 32 (23) 1,15 (0,40 — 3,32)
TT 0 3(2) -
C 43 (90) 245 (87)
e 5 (10) 37 (13) 0,77 (0,29 — 2,07) 0,60
rs1942836
cc 1 (4) 2(1) 0,29 (0,02 — 3,33) 0,18
CT 7 (29) 27 (19) 0,55 (0,21 — 1,47)
TT 16 (67) 112 (79) 1,0
T 39 (81) 251 (89)
C 9 (19) 31 (11) 1,87 (0,83 — 4,22) 0,13
rs4754732
CcC 2 (8) 11 (8) 0,85 (0,16 — 4,39) 0,95
CT 12 (50) 65 (46) 0,83 (0,34 — 2,06)
TT 10 (42) 65 (46) 1,0
T 32 (67) 195 (69)
c 16 (33) 87 (31) 1,12 (0,58 — 2,15) 0,73
rs653752
CcC 3(13) 24 (17) 0,91 (0,21 —1,48) 0,35
CG 15 (63) 64 (45) 0,48 (0,18 — 1,33)
GG 6 (25) 53 (38) 1,0
G 27 (56) 170 (60)
C 21 (44) 112 (40) 1,18 (0,64 — 2,19) 0,60

* y2 test, PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za

progesteronski receptor
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Tablica 5.22. Raspodjela i uCestalost modela nasljedivanja genotipova Sest SNP-ova PGR-a u
skupinama ranih prijevremenih poroda i kontrolne skupine u novorodencadi

Genotip [n (%)] DJECA Omijer izgleda
Rani PP Kontrola (95 % interval p*
(n=24) (n=141) pouzdanosti)
o GIG 23 (95,8) 125 (88,7) 1 0,24
GIA-AIA 1(4,2) 16 (11,3) 294 (0,37-23,30)
RECESIVNO GIG-G/A 24 (100) 139 (98,6) 1 0,43
AIA 0 2 (1,4) -
SUPERDOMINANTNO  G/G-A/A 23 (95,8) 127 (90,1) 1 0,32
G/A 1(4,2) 14 (9,9) 2,54 (0,32-20,23)
rs1042838 GIG 19 (79,2) 106 (75,2) 1 0,67
DOMINANTNO T/IG-TIT 5 (20,8) 35(24,8)  1,25(0,44-3,61)
RECESIVNO GIG-TIG 24 (100) 138 (97,9) 1 0,33
TIT 0 3(2,1) -
SUPERDOMINANTNO  G/G-T/T 19 (79,2) 109 (77,3) 1 0,84
TIG 5 (20,8) 32(22,7)  1,12(0,39-3,22)
rs1042839 CIC 19 (79,2) 106 (75,2) 1 0,67
DOMINANTNO TIC-TIT 5 (20,8) 35 (24,8) 1,25 (0,44-3,61)
RECESIVNO CI/C-TIC 24 (100) 138 (97,9) 1 0,33
TIT 0 3(2,1) -
SUPERDOMINANTNO ~ C/C-T/T 19 (79,2) 109 (77,3) 1 0,84
T/C 5 (20,8) 32 (22,7) 1,12 (0,39-3,22)
rs1942836 T/T 16 (66,7) 112 (79,4) 1 0,18
DOMINANTNO CIT-CIC 8 (33,3) 29 (20,6) 0,52 (0,20-1,33)
RECESIVNO T/T-CIT 23 (95,8) 139 (98,6) 1 0,41
CI/C 1 (4,2) 2(1,4)  0,33(0,03-3,80)
SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 17 (70,8) 114 (80,8) 1 0,28
CIT 7 (29,2) 27 (19,1) 0,58 (0,22-1,53)
rs4754732 T/T 10 (41,7) 65 (46,1) 1 0,69
DOMINANTNO CIT-CIC 14 (58,3) 76 (53,9) 0,84 (0,35-2,01)
RECESIVNO T/T-CIT 22 (91,7) 130 (92,2) 1 0,93
CIC 2 (8,3) 11(7,8) 0,93 (0,19-4,49)
SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 12 (50) 76 (53,9) 1 0,72
CIT 12 (50) 65(46,1) 0,86 (0,36-2,03)
rs653752 GIG 6 (25) 53 (37,6) 1 0,22
DOMINANTNO CIG-CIC 18 (75) 88 (62,4) 0,55 (0,21-1,48)
RECESIVNO GIG-C/G 21 (87,5) 117 (83) 1 0,57
CIC 3(12,5) 24 (17) 1,44 (0,40-5,20)
SUPERDOMINANTNO ~ G/G-C/C 9 (37,5) 77 (54,6) 1 0,12
CIG 15 (62,5) 64 (45,4) 0,50 (0,20-1,21)

* y2 test, PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za
progesteronski receptor
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5. Rezultati

Tablica 5.23. Raspodijela i uCestalost alela i genotipova Sest SNP-ova PGR-a u skupinama kasnih
prijevremenih poroda i kontrolne skupine u novorodencadi

Kasni PP Kontrola Omijer izgleda "
DJECA (n =114) (n=141) (95 % interval pouzdanosti) P
rs10895068
AA 0 2(1) - 0,52
GA 14 (12) 14 (10) 0,80 (0,36 — 1,76)
GG 100 (88) 125 (89) 1,0
G 214 (94) 264 (94)
A 14 (6) 18 (6) 0,96 (0,47 — 1,97) 0,91
rs1042838
GG 82 (71) 106 (75) 1,0 0,77
TG 30 (26) 32 (23) 0,83 (0,46 — 1,47)
T 33 3(2 0,77 (0,15 - 3,93)
G 194 (84) 244 (87)
T 36 (16) 38 (13) 1,19 (0,73 - 1,95) 0,49
rs1042839
CcC 84 (73) 106 (75) 1,0 0,92
TC 28 (24) 32 (23) 0,91 (0,61 —1,62)
T 33 3(2 0,79 (0,16 — 4,03)
C 196 (85) 244 (87)
T 34 (15) 38 (13) 1,19 (0,73 — 1,95) 0,49
rs1942836
CcC 2(2) 2(1) 0,73 (0,10 -5,31) 0,31
CT 31 (27) 27 (19) 0,64 (0,35 -1,15)
TT 82 (71) 112 (79) 1,0
T 195 (85) 251 (89)
c 35 (15) 31 (1) 1,45 (0,87 — 2,44) 0,16
rs4754732
CcC 13 (11) 11 (8) 0,79 (0,33 -1,91) 0,18
CT 40 (35) 65 (46) 1,52 (0,90 — 2,58)
T 61 (54) 65 (46) 1,0
T 162 (71) 195 (69)
c 66 (29) 87 (31) 0,91 (0,62 —1,34) 0,64
rs653752
CcC 19 (17) 24 (17) 1,07 (0,52 - 2,21) 0,97
CG 51 (44) 64 (45) 1,07 (0,62 — 1,83)
GG 45 (39) 53 (38) 1,0
G 141 (61) 170 (60)
C 89 (39) 112 (40) 0,96 (0,67 —1,37) 0,81

* y2 test, PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za
progesteronski receptor
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5. Rezultati

Tablica 5.24. Raspodjela i uCestalost modela nasljedivanja genotipova Sest SNP-ova PGR-a u
skupinama kasnih prijevremenih poroda i kontrolne skupine u novorodencadi

Genotip [n (%)] DJECA Omijer izgleda
Kasni PP Kontrola (95 % interval p*
(n=114) (n=141) pouzdanosti)
10895068

DSMINANTNO GIG 100 (87,7) 125 (88,7) 1 0,82
GIA-AIA 14 (12,3) 16 (11,3)  0.91(0,43-1,96)

RECESIVNO GIG-GIA 114 (100) 139 (98,6) 1 0,12

AIA 0 2 (1,4) -

SUPERDOMINANTNO  G/G-A/A 100 (87,7) 127 (90,1) 1 0,55
GIA 14 (12,3) 14(9,9) 0,79 (0,36-1,73)

rs1042838 GIG 82 (71,3) 106 (75,2) 1 0,49
DOMINANTNO T/G-TIT 33 (28,7) 35 (24,8) 0,82 (0,47-1,43)

RECESIVNO G/G-TIG 112 (97,4) 138 (97,9) 1 0,80
T/T 3(2,6) 3(2,1) 0,81 (0,16-4,10)

SUPERDOMINANTNO  G/G-T/T 85 (73,9) 109 (77,3) 1 0,53
T/IG 30 (26,1) 32 (22,7) 0,83 (0,47-1,48)

rs1042839 CiC 84 (73) 106 (75,2) 1 0,70
DOMINANTNO T/IC-TIT 31 (27) 35 (24,8) 0,89 (0,51-1,57)

RECESIVNO C/C-TIC 112 (97,4) 138 (97,9) 1 0,80
T/T 3(2,6) 3(2,1) 0,81 (0,16-4,10)

SUPERDOMINANTNO  C/C-T/T 87 (75,7) 109 (77,3) 1 0,76
TIC 28 (24,4) 32(22,7) 0,91 (0,51-1,63)

rs1942836 TIT 82 (71,3) 112 (79,4) 1 0,13
DOMINANTNO CIT-CIC 33 (28,7) 29 (20,6) 0,64 (0,36-1,14)

RECESIVNO T/T-CIT 113 (98,3) 139 (98,6) 1 0,84
c/C 2 (1,7) 2(1,4)  0,81(0,11-5,86)

SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 84 (73) 114 (80,8) 1 0,14
CIT 31 (27) 27 (19,1) 0,64 (0,36-1,16)

rs4754732 TIT 61 (53,5) 65 (46,1) 1 0,24
DOMINANTNO CIT-CIC 53 (46,5) 76 (53,9) 1,35 (0,82-2,21)

RECESIVNO T/T-CIT 101 (88,6) 130 (92,2) 1 0,33
ciC 13 (11,4) 11(7,8) 0,66 (0,28-1,53)

SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 74 (64,9) 76 (53,9) 1 0,08
CIT 40 (35,1) 65 (46,1) 1,58 (0,95-2,63)

rs653752 GIG 45 (39,1) 53 (37,6) 1 0,80
DOMINANTNO C/G-CIC 70 (60,9) 88 (62,4) 1,07 (0,64-1,77)

RECESIVNO GI/G-C/G 96 (83,5) 117 (83) 1 0,92
cI/C 19 (16,5) 24 (17) 1,04 (0,54-2,00)

SUPERDOMINANTNO  G/G-C/C 64 (55,6) 77 (54,6) 1 0,87
CIG 51 (44,4) 64 (45,4) 1,04 (0,64-1,71)

* y2 test, PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za
progesteronski receptor
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5. Rezultati

5.4. Raspodijela genotipova i alela u skupini prijevremenih poroda u
odnosu na obiljezja

U nastavku podijelila sam ispitivanu skupinu majki s prijevremenim porodom te
skupinu pripadajuce prijevremeno rodene novorodencadi na dvije podskupine ovisno
o postojanju ili nepostojanju odredenog rizicnog ¢imbenika za sPP. U analizu sam od
riziCnih Cimbenika ukljucila spol djeteta, BMI majke, starosnu dob majke, uZivanje
duhanskog dima majke, prethodni PP u osobnoj anamnezi, postojanje sPP-a u

obiteljskoj anamnezi majke te vaginalno krvarenje majke tijekom trudnoce.

Analizirana je raspodjela genotipova i alela Sest izabranih SNP-ova PGR-a izmedu
podskupina ispitanica i pripadajuce novorodencadi koje su podijeljene ovisno o

navedenim klini¢kim ¢imbenicima majke i novorodenceta.

U podskupinama majki s prijevremenim porodom nije nadena statisti¢ki znacajna
razlika u raspodjeli i uCestalosti alela i genotipova te genetickih modela nasljedivanja
izmedu dviju podskupina ispitanica vezano niti za jedan navedeni rizi¢ni Cimbenik PP-

a.

U podskupinama prijevremeno rodene novorodencadi utvrdena je statistiCki
znacCajna razlika u raspodjeli i uCestalosti genotipova izmedu dviju podskupina u
slu€aju triju riziCnih ¢imbenika za sPP: spol novorodenceta, starosna dob majke te

krvarenja majke tijekom trudnoce.

Utvrdena je statistiCki znacajna razlika u raspodjeli genotipova SNP-a rs4754732 s
vec¢om ucestaloS¢u CC genotipa izmedu podskupina prijevremeno rodene djece
ovisno o spolu novorodenceta, doprinoseéi skoro 2.5 puta veéem izgledu za
prijevremeni porod u majki koje nose musko dijete s navedenim genotipom, a prema
recesivnom geneticCkom modelu nasljedivanja (TT+CT vrs CC) (OR 2,4, CI 95 % 1,01-
5,57, P 0,04) (tablica 5.25.).
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5. Rezultati

Tablica 5.25. Raspodijela i u€estalost genetickih modela nasljedivanja Sest SNP-ova PGR-a u skupini
prijevremeno rodene novorodencadi podijeljene ovisno o spolu novorodencéeta

Genotip (n (%)] DJECA

SPOL SPOL Omijer izgleda
DJETETA DJETETA (95 % interval p*
MUSKI ZENSKI pouzdanosti)
(n = 156) (n =136)
10895068

DOMINANTNG GIG 138 (89) 121 (89) 1 0,99
GIA-AIA 17 (11) 15(11)  1,01(0,48-2,10)

RECESIVNO G/G-G/A 154 (99,3) 135 (99,3) 1 0,93
AIA 1 (0,6) 1(0,7) 1,14 (0,07-18,41)

SUPERDOMINANTNO  G/G-A/A 139 (89,7) 122 (89,7) 1 0,99
G/A 16 (10,3) 14 (10,3) 1,00 (0,47-2,13)

rs1042838 GIG 115 (73,7) 97 (71,8) 1 0,72
DOMINANTNO T/G-TIT 41 (26,3) 38(28,1) 1,10 (0,65-1,84)

RECESIVNO GIG-TIG 153 (98,1) 132 (97,8) 1 0,86
T/T 3(1,9) 32,2 1,16 (0,23-5,84)

SUPERDOMINANTNO  G/G-T/T 118 (75,6) 100 (74,1) 1 0,76
TIG 38 (24,4) 35(25,9) 1,09 (0,64-1,85)

rs1042839 C/C 115 (73,7) 99 (73,3) 1 0,94
DOMINANTNO T/C-TIT 41 (26,3) 36 (26,7)  1,02(0,61-1,72)

RECESIVNO C/C-TIC 153 (98,1) 132 (97,8) 1 0,86
T 3(1,9) 3(2,2) 1,16 (0,23-5,84)

SUPERDOMINANTNO  C/C-T/T 118 (75,6) 102 (75,6) 1 0,99
T/C 38 (24,4) 33(24,4)  1,00(0,59-1,72)

rs1942836 T 116 (74,4) 103 (76,3) 1 0,70
DOMINANTNO CIT-CIC 40 (25,6) 32(23,7) 0,90 (0,53-1,54)

RECESIVNO T/T-CIT 152 (97,4) 134 (99,3) 1 0,21
CIC 4 (2,6) 1(0,7) 0,28(0,03-2,57)

SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 120 (76,9) 104 (77) 1 0,98
CIT 36 (23,1) 31(23) 0,99 (0,57-1,72)

rs4754732 T 73 (47,1) 70 (51,5) 1 0,46
DOMINANTNO C/T-CIC 82 (52,9) 66 (48,5) 0,84 (0,53-1,33)

RECESIVNO T/T-CIT 135 (87,1) 128 (94,1) 1 0,04
CIC 20 (12,9) 8(5,9) 2,4(1,01-5,57)

SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 93 (60) 78 (57,4) 1 0,65
CIT 62 (40) 58 (42,6) 1,12 (0,70-1,78)

rs653752 GIG 65 (41,7) 44 (32,6) 1 0,11
DOMINANTNO CIG-CIC 91 (58,3) 91 (67,4)  1,48(0,91-2,39)

RECESIVNO GIG-CIG 132 (84,6) 112 (83) 1 0,70
CIC 24 (15,4) 23(17) 1,13 (0,60-2,11)

SUPERDOMINANTNO  G/G-C/C 89 (57) 67 (49,6) 1 0,21
CIG 67 (43) 68 (50,4)  1,35(0,85-2,14)

* y2 test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida ( engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za progesteronski receptor.

Nakon toga usporedila sam skupine ispitivane i kontrolne skupine novorodencadi majki
koje su rodile musko novorodencCe te nisam uocila statistiCki znaCajnu razliku u
raspodjeli alela i genotipova medu navedenim podskupinama niti jednog od Sest
istrazivanih SNP-ova (tablica 5.26.).
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5. Rezultati

Tablica 5.26. Raspodjela i uCestalost genotipova i alela Sest SNP-ova PGR-a u skupinama terminski i
prijevremeno rodene novorodenéadi majki koje su rodile musku novorodencad

DJECA
Genotip [n (%)]
ngsgtlca?gd Omjer .izgleda
orijeviemen (95 % mtervgl p*
kontrola pouzdanosti)
porod (n = 69)
(n = 86)
rs10895068 G/G 76 (88,4) 62 (89,9) 1 0,38
G/A 10 (11,6) 6 (8,7) 0,74 (0,25-2,14)
AA 0 (0) 1(1,4) -
Aleli G 162 (94) 130 (94)
A 10 (6) 8 (6) 1,0 (0,38 - 2,6) 0,99
rs1042838 G/G 64 (73,6) 51 (73,9) 1 0,93
TIG 21 (24,1) 17 (24,6) 1,02 (0,49-2,12)
TIT 2(2,3) 1(1,49 0,63 (0,06-7,12)
Aleli G 149 (86) 119 (86)
T 25 (14) 10 (14) 1,05 (0,55-1,9) 0,88
rs1042839 CiC 64 (73,6) 51 (73,9) 1 0,93
T/IC 21 (24,1) 17 (24,6) 1,02 (0,49-2,12)
TIT 2(2,3) 1(1,49 0,63 (0,06-7,12)
Aleli C 64 (74) 51 (74)
T 21 (24) 17 (25) 0,98 (0,47 —2,1) 0,97
rs1942836 TIT 60 (69) 56 (81,2) 1 0,20
CIT 24 (27,6) 12 (17,4) 0,54 (0,24-1,17)
Ci/C 3(3,5) 1(1,4) 0,36 (0,04-3,53)
Aleli T 144 (83) 124 (90)
C 30 (17) 14 (10) 1,85 (0,94 - 3,6) 0,08
rs4754732 TIT 41 (47,7) 32 (46,4) 1 0,57
CIT 32 (37,2) 30 (43,5) 1,20 (0,61-2,37)
C/C 13 (15,1) 7(10,1) 0,69 (0,25-1,93)
Aleli T 114 (66) 94 (68)
c 58 (34) 44 (32) 1,09 (0,7 - 1,8) 0,73
rs653752 G/G 37 (42,5) 28 (40,6) 1 0,97
CIG 37 (42,5) 30 (43,5) 1,07 (0,54-2,13)
CIC 13 (14,9) 11 (15,9) 1,12 (0,44-2,87)
Aleli G 111 (64) 86 (62)
c 63 (36) 52 (38) 0,94 (0,59-1,49) 0,79

* x2 test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za progesteronski receptor

Isto tako, utvrdena je statistiCki zna€ajna razlika u raspodjeli modela nasljedivanja
genotipova SNP-a rs653752 s vec¢om ucestalos¢u CC genotipa u skupini prijevremeno
rodene novorodencadi, doprinoseci 2,27 puta veéem izgledu za prijevremeni porod u
majki starijin od 35 godina Cije je novorodence nositelj navedenog genotipa, a prema
recesivnom genetickom modelu nasljedivanja (TT+CT vs CC) (OR 2,27, CI195% 1,19
— 4,34, P 0,02) (tablica 5.27.).
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5. Rezultati

Tablica 5.27. Raspodjela i u€estalost genetickih modela nasljedivanja Sest SNP-ova PGR-a u skupini
prijevremeno rodene novorodenc¢adi podijeljene ovisno o dobi majke

Genotip (n (%)] DJECA Omijer izgleda
dob do 35 dob 35 i viSe (95 % interval p*
(n=212) (n=79) pouzdanosti)
10895068

DrOSMINANTNO G/G 188 (88,7) 71 (89,9) 1 0,77
GIA-AIA 24 (11,3) 8(10,1)  0.88(0,38-2,06)

RECESIVNO GI/G-G/A 210 (99,1) 79 (100) 1 0,26

AIA 2 (0,9) 0 0,00 (0,00-NA)

SUPERDOMINANTNO  G/G-A/A 190 (89,6) 71 (89,9) 1 0,95
G/A 22 (10,4) 8 (10,1) 0,97 (0,41-2,29)

rs1042838 GIG 155 (73,5) 57 (71,2) 1 0,71
DOMINANTNO T/G-TIT 56 (26,5) 23 (28,8) 1,12 (0,63-1,98)

RECESIVNO GIG-TIG 208 (98,6) 77 (96,2) 1 0,24
TIT 3(1,4) 3(3,8 2,70 (0,53-13,67)

SUPERDOMINANTNO  G/G-T/T 158 (74,9) 60 (75) 1 0,98
T/G 53 (25,1) 20 (25) 0,99 (0,55-1,80)

rs1042839 CiC 156 (73,9) 58 (72,5) 1 0,80
DOMINANTNO T/C-TIT 55 (26,1) 22 (27,5) 1,08 (0,60-1,92)

RECESIVNO C/C-TIC 208 (98,6) 77 (96,2) 1 0,24
TIT 3(1,4) 3(3,8 2,70 (0,53-13,67)

SUPERDOMINANTNO  C/C-T/T 159 (75,4) 61 (76,2) 1 0,87
T/C 52 (24,6) 19 (23,8) 0,95 (0,52-1,74)

rs1942836 TIT 163 (77,2) 56 (70) 1 0,21
DOMINANTNO CIT-CIC 48 (22,8) 24 (30) 1,46 (0,82-2,59)

RECESIVNO T/T-CIT 209 (99) 77 (96,2) 1 0,13
CIC 2 (1) 3(3,8) 4,07 (0,67-24,83)

SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 165 (78,2) 59 (73,8) 1 0,43
CIT 46 (21,8) 21 (26,2) 1,28 (0,70-2,32)

rs4754732 TIT 101 (47,6) 42 (53,2) 1 0,40
DOMINANTNO CIT-CIC 111 (52,4) 37 (46,8) 0,80 (0,48-1,35)

RECESIVNO T/T-CIT 193 (91) 70 (88,6) 1 0,54
CIC 19 (9) 9 (11,4) 1,31 (0,56-3,02)

SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 120 (56,6) 51 (64,6) 1 0,22
CIT 92 (43,4) 28 (35,4) 0,72 (0,42-1,22)

rs653752 G/G 78 (37) 31(38,8) 1 0,78
DOMINANTNO C/G-CIC 133 (63) 49 (61,2) 0,93 (0,55-1,57)

RECESIVNO G/G-CIG 184 (87,2) 60 (75) 1 0,02
CIC 27 (12,8) 20 (25) 2,27 (1,19-4,34)

SUPERDOMINANTNO  G/G-C/C 105 (49,8) 51 (63,8) 1 0,03
CIG 106 (50,2) 29 (36,2) 0,56 (0,33-0,96)

* 42 test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za progesteronski receptor

Nakon toga usporedila sam skupine terminski i prijevremeno rodene
novorodencadi majki starijih od 35 godina te nisam nasla statisticki znacajnu razliku u

raspodjeli alela i genotipova niti jednog od Sest SNP-ova PGR (tablica 5.28.).
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5. Rezultati

Tablica 5.28. Ucestalost i raspodjela alela i genotipova Sest SNP-ova PGR-a u podskupinama majki
ispitanica te majki kontrola koje su starije od 35 godina te podskupina pripadaju¢e novorodencéadi

DJECA
Genotip (n (%)] Omijer izgleda
35 godina i vise (95 % interval p*
PP kontrola pouzdanosti)
(n=51) (n=29)
rs10895068 GIG 44 (86) 28 (97) 1
G/A 7 (14) 1(3) 0,22 (0,03-1,8) 0,11
A/A 0 0
Aleli G 93 (93) 57 (98)
A 7(7) 1(2) 4,29 (0,5 - 35,8) 0,18
rs1042838 GIG 36 (70,6) 21 (72,4) 1 0,47
T/G 14 (27,4) 6 (20,7) 0,73 (0,25-2,20)
TIT 1(2) 2(6,9) 3,43 (0,29-40,13)
Aleli G 86 (84) 48 (83)
T 16 (16) 10 (17) 0,89 (0,38 — 2,1) 0,80
rs1042839 C/C 37 (72,5) 21 (72,4) 1 0,52
T/IC 13 (25,5) 6 (20,7) 0,81 (0,27-2,46)
TIT 1(2) 2(6,9) 3,52 (0,30-41,23)
Aleli C 87 (85) 48 (83)
T 15 (15) 10 (17) 0,83 (0,35-1,9) 0,67
rs1942836 TIT 33 (64,7) 23 (79,3) 1 0,10
CIT 17 (33,3) 4(13,8) 0,34 (0,10-1,13)
C/C 1(2) 2(6,9) 2,87 (0,25-33,55)
Aleli T 83(81) 50 (86)
C 19 (19) 8 (14) 1,43 (0,58 - 3,5) 0,43
rs4754732 TIT 26 (52) 16 (55,2) 1 0,96
CIT 18 (36) 10 (34,5) 0,90 (0,33-2,44)
C/C 6 (12) 3(10,3) 0,81 (0,18-3,71)
Aleli T 70 (70) 42 (72)
C 30 (30) 16 (28) 1,1 (0,55 -2,31) 0,75
rs653752 GIG 21 (41,2) 10 (34,5) 1 0,83
C/G 18 (35,3) 11 (37,9) 1,28 (0,44-3,71)
C/C 12 (23,5) 8 (27,6) 1,40 (0,43-4,51)
Alel G 60 (59) 31 (53)
c 42 (41) 27 (47) 0,80 (0,42 - 1,5) 0,51

* y2 test;PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za
progesteronski receptor

Na kraju, utvrdena je statisti¢ki znaCajna razlika u raspodjeli genotipova SNP-
ars1942836 s vecom ucestalo$¢u heterozigotnog CT genotipa u skupini prijevremeno
rodene novorodencadi Cije majke nisu krvarile tijekom trudnoce, doprinoseci oko triput
manjem izgledu za prijevremeni porod kod istih majki, a prema recesivhom genetiCkom
modelu nasljedivanja (TT+CT vs CC) ( OR 0,38, CI 95 % 0,15 — 0,98, P 0,03) (tablica
5.29.).
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Tablica 5.29. Raspodijela i u€estalost modela nasljedivanja genotipova Sest SNP-ova PGR-a u skupini
prijevremeno rodene novorodencadi podijeljene ovisno o krvarenju majke tijekom trudnoce

Genotip (n (%)] DJECA

krvarenje u trudnodi Omier izgleda

Ne Da (95 % intervgl p*
(n = 109) (n = 41) pouzdanosti)
10895068
DrOSMINANTNO GIG - -
G/A-AIA - -
RECESIVNO G/G-G/A
AJA - - - -
SUPERDOMINANTNO ~ G/G-A/A
G/A - - - -
rs1042838 G/G 78 (71,6) 28 (68,3) 1 0,70
DOMINANTNO T/G-TIT 31 (28,4) 13 (3L,7) 1,17 (0,54-2,54)
RECESIVNO GIG-TIG 107 (98,2) 40 (97,6) 1 0,82
T/T 2 (1,8) 1(24) 1,34(0,12-15,16)
SUPERDOMINANTNO  G/G-T/T 80 (73,4) 29 (70,7) 1 0,75
T/G 29 (26,6) 12 (29,3) 1,14 (0,52-2,53)
rs1042839 CiC 80 (73,4) 28 (68,3) 1 0,54
DOMINANTNO T/C-TIT 29 (26,6) 13 (3L,7) 1,28 (0,59-2,80)
RECESIVNO C/C-TIC 107 (98,2) 40 (97,6) 1 0,82
T/T 2(1,8) 1(2,4) 1,34(0,12-15,16)
SUPERDOMINANTNO C/IC-TIT 82 (75,2) 29 (70,7) 1 0,58
T/C 27 (24,8) 12 (29,3) 1,26 (0,56-2,80)
rs1942836 TIT 74 (67,9) 33 (80,5) 1 0,12
DOMINANTNO CIT-CIC 35 (32,1) 8 (19,5) 0,51 (0,21-1,22)
RECESIVNO T/T-CIT 108 (99,1) 39 (95,1) 1 0,15
CiC 1(0,9) 2(4,9 5,54 (0,49-62,80)
SUPERDOMINANTNO  T/T-C/C 75 (68,8) 35 (85,4) 1 0,03
CIT 34 (31,2) 6 (14,6) 0,38 (0,15-0,98)
rs4754732 T/IT 56 (51,4) 22 (53,7) 1 0,80
DOMINANTNO CIT-CIC 53 (48,6) 19 (46,3) 0,91 (0,44-1,87)
RECESIVNO T/T-CIT 98 (89,9) 35 (85,4) 1 0,44
CiC 11 (10,1) 6 (14,6) 1,53 (0,53-4,44)
SUPERDOMINANTNOG  T/T-C/C 67 (61,5) 28 (68,3) 1 0,44
CIT 42 (38,5) 13 (3L,7) 0,74 (0,35-1,59)
rs653752 G/G 38 (34,9) 18 (43,9) 1 0,31
DOMINANTNO C/G-CIC 71 (65,1) 23 (56,1) 0,68 (0,33-1,42)
RECESIVNO G/G-CIG 92 (84,4) 35 (85,4) 1 0,88
CiC 17 (15,6) 6 (14,6) 0,93 (0,34-2,54)
SUPERDOMINANTNO  G/G-C/C 55 (50,5) 24 (58,5) 1 0,38
CIG 54 (49,5) 17 (41,5 0,72 (0,35-1,49)

* y2 test;PP-prijevremeni porod, SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za
progesteronski receptor

Nakon toga usporedila sam skupine prijevremeno i terminski rodene
novorodencadi majki koje su krvarile tijekom trudnoce te nisam nasla statisticki
znacajnu razliku u raspodieli alela i genotipova niti jednog od Sest istrazivanih SNP-
ova PGR-a (tablica 5.30.).
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5. Rezultati

Tablica 5.30. Ucestalost i raspodjela alela i genotipova Sest SNP-ova PGR-a u skupinama prijevremeno
i terminski rodene novorodencadi majki koje su krvarile u trudnodi

DJECA
Genotip (n (%)] Omijer izgleda
Krvarenje u trudnodi (95 % interval
Prijevremeni K pouzdanosti) p*
ontrola
porod (n=12)
(n=42)
rs10895068 GIG 37 (90,2) 10 (83,3) 1 0,22
G/A 4(9,8) 1(8,3) 0,93 (0,09-9,23)
A/A 0(0) 1(8,3) -
Aleli G 78 (95) 21 (88)
A 4 (5) 3 (12) 0,36 (0,07 - 1,73) 0,20
rs1042838 GIG 29 (69) 10 (83,3) 1 0,52
T/G 12 (28,6) 2 (16,7) 0,48 (0,09-2,54)
TIT 1(2,4) 0(0) -
Aleli G 70 (83) 22 (92)
T 14 (17) 2 (8) 2,2 (0,46 — 10,4) 0,32
rs1042839 CiC 29 (69) 10 (83,3) 1 0,52
TIC 12 (28,6) 2 (16,7) 0,48 (0,09-2,54)
TIT 1(2,4) 0(0) -
Aleli C 70 (83) 22 (92)
T 14 (17) 2 (8) 2,2 (0,46 — 10,4) 0,32
rs1942836 T 34 (81) 11 (91,7) 1 0,49
CIT 6 (14,3) 1(8,3) 0,52 (0,06-4,76)
CiC 2(4,8) 0(0) -
Aleli T 74 (88) 23 (96)
C 10 (12) 1(4) 3,1 (0,38 — 25,6) 0,29
rs4754732 TIT 22 (53,7) 4 (33,3) 1 0,43
CIT 13 (31,7) 6 (50) 2,54 (0,60-10,70)
CiC 6 (14,6) 2 (16,7) 1,83 (0,27-12,54)
Aleli T 57 (70) 14 (58)
C 25 (30) 10 (42) 0,61 (0,24 - 1,57) 0,31
rs653752 GIG 18 (42,9) 5(41,7) 1 >0,99
CIG 17 (40,5) 5(41,7) 1,06 (0,26-4,32)
CiC 7(16,7) 2 (16,7) 1,03 (0,16-6,59)
Alel G 53 (63 15 (62
> 31((37)) N (38)) 0,97 (0,38 — 2,49) 0,96

* x2 test; SNP-polimorfizam jednog nukleotida (engl.single nucleotide polymorphysm), PGR-gen za progesteronski receptor

5.5. Analiza neravnoteze alelne povezanosti i analiza haplotipova Sest
izabranih SNP-ova PGR-a

Analiza haplotipova utvrdila je da je povezanost samo jednog haplotipa PGR-a u
novorodenc¢adi sa sPP-om (tablica 5.31.). Ovaj haplotip djeluje protektivho, na nacin
da majke €ija novorodencad je nositelj G C T haplotipa kombinacije polimorfizama ima
nedto manje od dvaput nizi omjer izgleda za sPP-om. Medutim, nakon korekcije P

vrijednosti ova povezanost viSe nije bila statistiCki znaCajna.
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5. Rezultati

Tablica 5.31. UcCestalost haplotipova tri SNP-a PGR (rs1042838, rs1042839, rs1942836) i njihov utjecaj
na predispoziciju za sPP u ispitanica i pripadaju¢e novorodencadi te kontrola i pripadajuée

novorodencadi
Broj (%)
Haplotip Prijevremeni Kontrole  OR (95 % IP) %2 P*  agPt
porod
MAJKE ¥2=1,89 df=2
rs1042838 rs1042839 rs1942836 P=0,39
G C 144 (48) 133 (47) 1,021
(0,74-1,41) 0,02 0,90 0,90
G C 112 (37) 117 (41) 0,831
(0,59-1,16) 1,19 0,28 0,37
T T 44 (15) 32 (11) 1,332
(0,82-2,17) 1,34 0,25 0,37
DJECA x?=3,56 df=2 P=
rs1042838 rs1042839 rs1942836 0,17
G C 205 (69) 214 (76) 0,671 2,24 0,03 0,06
(0,47 - 0,97)
T T 45 (15) 37 (13) 1,159 0,38 0,54 0,554
(0,73 -1,85)
G C 46 (15) 31(11) 1,454 229 0,13 0,17
(0,89 —2,37)

*y2 test; T Benjamini-Hochberg metoda korigiranja P vrijednosti ; OR- omjer izgleda (engl. odds ratio) , IP- interval pouzdanosti

Neravnoteza alelne povezanosti izmedu Sest izabranih SNP-ova PGR i

skupinama majki i novorodencadi vidi se na slikama 5.2. te 5.3. Za istaknuti je da su i

u skupini majki i u skupini novorodencadi jedino SNP-ovi rs1042838 te rs1042839 u

gotovo potpunoj neravnotezi alelne povezanosti (D' 1,0 te r? 0,971 u skupini majki te

D' 1,0 te r? 0,972 u skupini novorodencadi).
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Slika 5.2. Uzorak analize neravnoteZe alelne povezanosti (LD, engl. linkage disequilibrium) Sest

izabranih SNP-ova PGR-a u skupini majki

IzraCuni u programu SHEsis plus na vrhu prikazuju Sest izabranih SNP-ova PGR-a. Doniji dio slike prikazuje
vrijednosti neravnoteze alelne povezanosti (LD, engl. linkage disequilibrium) za parove navedenih polimorfizama
vrijednostima r2te D". Obje su vrijednosti standardizirane vrijednosti za LD. Sto su vrijednosti koeficijenta korelacije
r? te D' blize nuli, populacija je blize ravnotezi. UoGena je gotovo potpuna neravnoteza alelne povezanosti samo
izmedu SNP-ova rs1042838 te rs1042839 s obzirom na vrijednosti r’te D'
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Slika 5.3. Uzorak analize neravnoteze alelne povezanosti (LD, engl. linkage disequilibrium) Sest
izabranih SNP-ova PGR-a u skupini novorodencadi

IzraCuni u programu SHEsis plus na vrhu prikazuju Sest izabranih SNP-ova PGR-a. Donji dio slike prikazuje
vrijednosti neravnoteze alelne povezanosti (LD, engl. linkage disequilibrium) za parove navedenih polimorfizama
vrijednostima rte D'. Obje su vrijednosti standardizirane vrijednosti za LD. Sto su vrijednosti koeficijenta korelacije

r? te D' blize nuli, populacija je blize ravnotezi. UoCena je gotovo potpuna neravnoteZa alelne povezanosti samo
izmedu SNP-ova rs1042838 te rs1042839 s obzirom na vrijednosti r’te D'.

5.6. Analiza medudjelovanja Sest SNP-ova PGR-a u modulaciji rizika za
sPP

Analizirane su interakcije SNP-ova u utjecaju na modulaciju rizika za sPP u
skupinama ispitanica te pripadajuce prijevremeno rodene novorodencadi te kontrola te
terminski rodene novorodencadi. Nakon analize usporedene su interakcije izmedu
skupina ispitanica i kontrola te je nadena statisti¢ki znacajna razlika samo u dva slu€aja
interakcija SNP-ova PGR-a, i to u skupini majke. Navedene negativne interakcije
odvile su se izmedu rs10895068, rs1042839 te rs1942836 u jednoj kombinaciji te
izmedu rs10895068, rs1042838 te rs1942836 u drugoj (tablici 5.32.). Medutim, nakon
korekcije p vrijednosti metodom prema Benjamini Hochbergu ta razlika u interakciji

izmedu dviju skupina viSe nije bila statisticki znacajna.
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5. Rezultati

Tablica 5.32. Prikaz medudjelovanja polimorfizama PGR-a u skupinama majki i novorodencadi

Skupina PP Kontrola razlika P adiP”
interakcija interakcija
MAJKE
rs10895068,rs1042839,rs1942836 -0,005 -0,014 0,009 0,02 0,629
rs10895068,rs1042838,rs1942836 -0,005 -0,014 0,009 0,046 0,629
DJECA
nema

*Benjamini-Hochberg metoda korigiranja P vrijednosti; PP-prijevremeni porod

Na kraju je ucinjena bivarijantna i multivarijantna logistiCka regresija predvidanja
vjerojatnosti za sPP Sest navedenih SNP-ova PGR-a u majki i u novorodencadi, uz
korekciju za rizi€ne ¢imbenike (pusenje, dob majke, spol djeteta, krvarenje u trudnodi),
kao mogucih prediktora sPP-a. Multivarijathom logistickom regresijom (backward
metoda) postoji zna¢ajan model u predikciji PP, od kojih je djetetov rs1942836 (C/T —
+C/C vrs TT) znacajan (OR = 10,8). Model je u cijelosti znacajan (y? test = 25,9, df=8
P =0,02) i objasnjava od 40,1 % (po Cox&Snell) do 54 % (po Negelkerke) nastanka

PP i to¢no klasificira 73 % slu€ajeva (tablica 5.33.).

Tablica 5.33. Predvidanje vjerojatnosti prijevremenog poroda (bivarijatna i multivarijatna (backward
metoda) regresijska analiza)

omjer izgleda (95

R Wald P % interval

Bivarijatna regresija pouzdanosti)
Majke

rs10895068 (G/A-A/A vs. GG ) -0,14 0,026 0,87 0,86 (0,14 —5,36)

rs1042838 (T/G-T/T vs. GG) -0,47 0,47 0,49 0,62 (0,16 —2,40)

rs1042839 (T/C-T/T vs. CC) -0,60 0,72 0,39 0,55(0,14-2,19)

rs1942836 (C/T-C/C vs. TT) -0,43 0,39 0,53 0,65(0,17 —2,48)

rs4754732 (C/T-C/C vs. TT) 0,59 0,89 0,34 1,8 (0,53-6,1)

rs653752 (C/G-C/C vs. GG) 0,04 0,005 0,94 1,04 (0,32 -3,38)
Djeca

rs10895068 (G/A-A/A vs. GG ) 1,51 1,22 0,27 4,5 (0,31 -65,2)

rs1042838 (T/G-T/T vs. GG) 1,25 2,97 0,08 3,5(0,84 — 14,6)

rs1042839 (T/C-T/T vs. CC) 1,18 2,56 0,11 3,2 (0,77 - 13,7)

rs1942836 (C/T-C/C vs. TT) 1,29 3,46 0,06 3,6 (0,93-14,2)

rs4754732 (CIT-C/C vs. TT) -0,12 0,04 0,84 0,88(0,27 —2,93)

rs653752 (C/G-C/C vs. GG) -0,98 0,25 0,12 0,37(0,11-1,31)
Multivarijatna regresija

Djeca rs1942836 (C/T-C/C vs. 2,4 5,51 0,02 10,8(1,48-79,3)

TT)

Konstanta -1,8 5,70 0,02

3 — koeficijent regresije
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6. Rasprava

Prijevremeni porod je, unato€ velikom broju istrazivanja vezanih uz mehanizme
nastanka te preventivne i terapijske mjere koje bi mogle i trebale utjecati na njegovu
incidenciju, i dalje jedan od glavnih uzroka velikom postotku perinatalnog mortaliteta i
morbiditeta (37). K tomu, unato€ preventivhim mjerama koje se koriste, incidencija PP-
a se na svjetskoj razini ne smanjuje (37,38). Djelomi¢no je tomu uzrok veci broj MIPP-
a zbog razlicitih indikacija vezanih za druge patoloSke promjene vezane za trudnocu
(39), a djelomi¢no je moguce posljedica sniZzavanja granice vijabilnosti trudnoce te,
posljedi¢no tome, radanja odredenog broja novorodencadi ekstremno prijevremeno i

to u prozoru od 20. do 24. tjedana trudnoce.

PP se naziva i velikim obstetrickim sindromom (46), zbog svoje multifaktorijalne
etiologije te niza mehanizama koji, preklapajuci se, dovode do sPP-a. Upravo zbog
multifaktorijalne etiologije, istraZivanja o wuzrocima i moguéim terapeutskim

djelovanjima u prevenciji sPP-a iznimno su kompleksna.

U cijelom dijapazonu etioloskih €imbenika koji uzrokuju sPP, genetiCka
predispozicija za sPP sve je viSe u djelokrugu istrazivata. Tako je dokazano da je
povecan rizik za PP u majki koje su ili same imale PP u anamnezi ili su imale PP u
obiteljskoj anamnezi (152—-154).

IstraZivan je cijeli niz gena i SNP-ova te njihova povezanost sa sPP-om, a sve
u svrhu istrazivanja patofizioloskih puteva koji posljedi¢no dovode do sPP-a (168,171).
Isto tako, posljedi€no novim saznanjima o SNP-ovima koji dovode do sPP-a, moguce
je da se shodno saznanju prilagode terapeutske mjere ili ¢ak prevenira sam PP.
NajCeScCe su istrazivani SNP-ovi koji moduliraju upalni odgovor majke te aktiviraju
mehanizme obrane domacina (168). Uz upalni odgovor majke kao jedan od glavnih
mehanizama koji dovodi do sPP-a, svakako valja istaknuti i utjecaj P4 na odrzavanje

trudnoce te moguce promjene u njegovoj signalizaciji koje bi mogle dovesti do sPP-a.

Poznato je, naime, da za razliku od ostalih sisavaca u ljudi ne dolazi do
klasi€nog pada serumske koncentracije P4 koja, izmedu ostalih ¢imbenika, dovodi do
poroda. U ljudi pak prepoznajemo FPW fenomen uzrokovan promjenom funkcije ili
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izraZaja PR-a na koje se P4 veze. Taj proces posljedicno moze biti jedan od okidaca
za sPP (7,320,321). U duhu prethodnih navoda zapocCela sam istrazivanje o SNP-
ovima gena za progesteronski receptor te istrazivanje o njihovoj povezanosti sa SPP-
om, pod pretpostavkom da su odredeni polimorfizmi jednog nukleotida PGR-a barem
djelomi¢no odgovorni za povisen omjer izgleda za sPP. Isto tako, odredivanjem
serumske koncentracije P4 u krvi majke neposredno pred porod htjela sam potvrditi
FPW teoriju.

Istrazivanje je provedeno kao istraZivanje povezanosti genotipa i fenotipa, kako
bi se odredilo koji su SNP-ovi PGR-a povezani sa sSPP-om. Takoder, cilj je bio pokazati
utjeCe li samo maj€in genotip na rizik za sPP ili na isti djeluje i fetalni genotip te djeluju
li odredeni SNP-ovi samostalno ili u okviru haplotipa te postoji li odredeno

medudjelovanje pojedinih SNP-ova u modulaciji rizika za sPP.

|zvornost ovog istrazivanja vidi se u Cinjenici da je prvi put istrazivana izabrana
kombinacija SNP-ova PGR-a te njihova zasebna ili zajedniCka modulacija rizika za
sPP. Uvidom u dostupnu literaturu ovo je prvo istrazivanje koje je analiziralo
kombinaciju ovih Sest SNP-ova PGR-a samostalno ili u sklopu haplotipova u odnosu
na moguéu modulaciju rizika za sPP. Jednako tako, ovo je prvo istraZivanje koje je u
ovom opsegu istrazilo povezanost navedenih Sest SNP-ova PGR-a u kombinaciji s
c¢imbenicima rizika za sPP. Takoder, temeljem uvida u dostupnu literaturu, ovo je prvo
istrazivanje koje je za navedenih Sest SNP-ova istrazilo medudjelovanje te utjecaj na

sPP, kako u majki, tako i u pripadajuce novorodencadi.

Svakako je bitno istaknuti da sam u ovom istrazivanju ukljucila SNP-ove PGR-
a i u majke i u djeteta te time neizravno ukljucila i moguci utjecaj oCevih gena na

poCetak sPP-a.

SNP-ovi PGR-a, rs10895068, rs1042838, rs1042839, rs1942836, rs4754732 te
rs653752 izabrani su na temelju svoga dokazanog utjecaja na promjenu izrazaja
samog PGR-a na razini transkripcije te posttranslacijskin modifikacija, Sto dovodi do
promjene razine PR-a te posljedi¢no do pove¢ane mogucnosti za PP-om. Jednako
tako, neka od dosadasnjih istrazivanja upucivala su ha mogucu povezanost navedenih
SNP-ova sa sPP-om (272,282,283,322).
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6.1. Analiza serumske koncentracije P4 izmedu skupina ispitanica i
kontrolne skupine te izabrane podskupina

Progesteron je bitan Cimbenik u odrzavanju trudnoce te je poznato njegovo,
kako protuupalno i1 imunomodulacijsko djelovanje, tako i njegov utjecaj na
kontraktilnost maternice (203) te sazrijevanje vrata maternice (212). U literaturnim
navodima navedena je €injenica da prije samog poroda u ljudi, za razliku od ostalih
sisavaca, dolazi do funkcionalnog smanjenja koncentracije P4, koji, uz ostale
mehanizme, dovodi do pocetka, kako terminskog, tako i prijevremenog poroda (215).

Ovim istrazivanjem htjela sam na neki nacin potvrditi FPW teoriju.

Rezultati ovog istrazivanja, dodusSe, jesu pokazali statistiCki znaCajnu razliku u
serumskoj koncentraciji P4 izmedu skupine ispitanica i kontrolne skupine. Medutim,
treba uzeti u obzir da se vrijednosti P4 razlikuju prema tromjesecjima trudnoce (323)
te da klasi¢na podjela na kontrolnu i ispitivanu skupinu majki nije najadekvatnija za
usporedbu vrijednosti P4. Shodno tomu, poku$ala sam najadekvatnije rasporediti
majke s obzirom na tjedne gestacije te referentne vrijednosti P4 ovisno o
tromjesecjima, te ustrojila nove dvije skupine za usporedbu vrijednosti P4, prema

kojima razlike s obzirom na raspodjelu prema referentnim vrijednostima nije bilo.

Odredivanjem vrijednosti P4 htjela sam potvrditi teoriju prema kojoj je pad P4 i
prestanak njegovih ucinaka na odrzavanje trudno¢e i mirno¢u maternice samo
funkcionalan (215-217). Teorija je poCela svoj razvoj jos 60-ih godina proslog stoljeca,
kada je Csapo sa suradnicima (198,324) utvrdio da u ljudi nema klasi¢nog pada
serumske koncentracije P4 u majki pred sam porod. U meduvremenu daljnja su
istraZivanja temeljena na pronalaZzenju nacina na koji dolazi do funkcionalnog pada P4,
proucavajuci progesteronske receptore, postranslacijske modifikacije te utjecaj
koaktivatora i korepresora na P4/PR signalizaciju te zajedni¢ki utjecaj na pocetak
poroda (259,325). Serumske koncentracije P4 pred sam porod uglavnom su
istraZivane u okviru validacije novih metoda odredivanja serumske koncentracije
steroidnih hormona (323,326). | ta su istrazivanja utvrdila da serumska koncentracija

P4 u treCem tromjesecju nije niza od serumske koncentracije u prva dva tromjesecja.

lako je sama FPW teorija vec potvrdena kako prije, tako neizravno i ovim istraZivanjem,

moguce je da bi se osjetno toCnije isto dokazalo serijskim vadenjem razine P4 kroz
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odredeno vremensko razdoblje prije samog poroda, a gdje bi se uocila krivulja
vrijednosti P4 te njegova tendencija rasta ili pada serumske koncentracije, a neovisno

o tromjesecju trudnoce te referentnim vrijednostima istog.

Takoder, usporedila sam vrijednosti P4 ovisno o raspodjeli alela i genotipova
Sest izabranih SNP-ova PGR-a izmedu skupina ispitanica i kontrola te pripadajucéih
skupina novorodencadi. Nije uoCena statistiCki znaCajna razlika u raspodjeli serumske
koncentracije P4 ovisno o genotipovima svih Sest SNP-ova PGR-a niti u skupinama
majki niti i u skupinama pripadajuce novorodencadi. Rezultat je oCekivan s obzirom na
¢injenicu da su ove varijante PGR-a ipak odgovorne za izrazaj gena za PR, ne za sam
P4.

6.1. Analiza raspodjele i uCestalosti Sest izabranih SNP-ova PGR-a

Genske varijacije, kao $to su polimorfizmi jednoga nukleotida (SNP), odnosno
mutacije, mogu imati utjecaj na transkripcijsku efikasnost gena, poluzivot mRNA, i
strukturu proteinskoga produkta, a samim time i na njegovu funkciju (327).
ProuCavaju¢i mehanizme te genske varijante koje su ukljuene u patofizioloSke
mehanizme sPP-a, uocCen je velik broj SNP-ova koji su istrazivani, a isto tako i veliki
broj SNP-ova koji su povezani sa sPP-om. Naj¢escée su proucavani SNP-ovi gena koji
su povezani s imunoloskim odgovorom majke te SNP-ovi gena koji su povezani s
upalnom reakcijom u majke (168). SNP-ovi gena za progesteronski receptor Kkoji
dovode do promjene u signalizaciji P4 ovisno o varijantama samog receptora,
istrazivani su nesto rjede. ProucCavajuci dostupne literaturne navode vezane uz
izabranih Sest SNP-ova PGR-a, nadeno je svega 10-ak uglavnom asocijacijskih
istraZivanja parova izmedu skupina ispitanica i kontrola te u nekim istraZivanjima i
skupina pripadaju¢e novorodencadi ili ¢ak cijelih obitelji (272,282—-284). Navedena
istraZivanja razmatrala su povezanost odredenih varijanti PGR-a u majki ili

novorodenc¢adi samostalno ili u okviru haplotipova sa sPP-om.

U ovom istrazivanju ucCestalost i raspodjela alela i genotipova svih Sest
navedenih SNP-ova PGR u kontrolnoj skupini bila je u skladu s podacima za ostale

europske populacije (328).
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U istrazivanju je uoCena statistiCki znaCajna razlika u raspodjeli mutiranog T
alela SNP-a rs1042838 izmedu skupina terminski i prijevremeno rodene
novorodencadi. Utvrdeno je da majke Cija novorodencad ima rijedi T alel SNP-a
rs1042838 PGR-a imaju neSto manje od dvaput veci izgled za sPP-om. Isto tako,
utvrdena je statistiCki znac€ajna razliku u raspodjeli homozigotnog TT genotipa rjedih
alela dva SNP-a PGR-a, rs1042838 i rs1042839, izmedu podskupina ekstremno ranih

prijevremenih poroda i kontrolne skupine i kod majki i kod novorodencadi.

Naime, utvrdeno je da majke koje nose homozigotni TT genotip rs1042838 i
homozigotni TT genotip rs1042839 u aditivnom ili recesivnom modelu nasljedivanja
imaju neSto manje od 14 puta vedi izgled za ekstremno ranim prijevremenim porodom.
Za razliku od njih majke Cija je novorodencad nositelj TG ili TT genotipa SNP-a
rs1042838 te TC ili TT genotipa SNP-a rs1042839 PGR-a, imaju 3.6 do 4.08 puta
vecu mogucénost za ekstremno ranim prijevremenim porodom, ovisno o modelu

nasljedivanja genotipova (dominantni ili superdominantni model nasljedivanja).

U konacnici, usporedujuci podskupinu majki s kasnim prijevremenim porodom
te kontrolnu skupinu majki, utvrdeno je da majke koje nose homozigotni CC genotip
SNP-a rs652753 PGR-a u recesivnom modelu nasljedivanja, imaju oko dvaput veci

izgled za kasnim sPP-om.

rs1042838 i rs1042839 dvije su toCkaste mutacije koje se nalaze na egzonima
415 PGR-a, a zajedno s alu insercijom ¢ine dio PROGINS varijante PGR-a (293). Dok
se za rs1042838 pretpostavlja da djeluje na samu aktivhost proteina te na
posttranslacijske modifikacije u P4/PR signalizaciji, za rs1042839 zna se da je tiha
mutacija koja ne mijenja uvelike aktivnost proteina PR-a (293). Dosad su uglavnom
povezivane s povecanim rizikom za odredena ginekoloSka stanja, kao $to su karcinom
jajnika, karcinom endometrija te karcinom dojke (292,310,311). S obzirom da su oba
navedena SNP-a locirana u blizini ili u predjelu domene gena koji kodira LBD PR-a,
pretpostavka je da ti polimorfizmi, izmedu ostalog, mogu utjecati na promjenu
mogucénosti vezivanja P4 na PR (273). Gubitak bilo kojeg dijela LBD dovodi do
smanjenja vezanja liganda te smanjenja transkripcije gena na koje utjeCe P4 (294). Za
te dvije mutacije pretpostavlja se da smanjuju stabilnost transkripcije PGR-a, sto

poslijedicno moze dovesti do manje osjetljivosti PR-a na P4, promjene omjera
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progesteronskih receptora, promjena u signalizaciji P4/PR-a te u konacnici do FPW i

poCetka poroda (293).

Li i suradnici u istrazivanju iz 2018. godine ukazali su da je PROGINS varijanta
PGR-a, odnosno promjena valina leucinom na mjestu 660 u obliku homozigota,
postojala ve¢ u genomu neandertalaca (277). Uz nju je u haplotipu bila i varijanta
H770H te S344T varijanta. Doti¢ni haplotip neandertalaca, s ili bez alu insercije, postoji
u vecini populacije i danas (300). Zeberg sa suradnicima u svom istrazivanju
navedenog haplotipa htio je vidjeti ima li navedeni haplotip utjecaj na razne fenotipove
i u danasnjih nositelja doti¢ne varijante. Uvidom u UK biobanku podataka te koristeci
Gene ATLAS (301), zamijetio je manju uCestalost krvarenjem u ranoj trudnoéi te maniji
broj pobacCaja u opstetrickoj anamnezi majki nositeljica dotichog haplotipa. To je
djelovanje u suprotnosti s povezanoséu tog haplotipa sa sPP-om, gdje je vidljiva
pozitivha korelacija te veéi broj sPP-a u majki nositeljica doti€hog haplotipa. Ta
suprotna povezanost moze se objasniti Cinjenicom da doti¢na neandertalna PROGINS
varijanta pomaze odrzavanju trudnoc¢a koje se prije ne bi odrzale te posljedicno dovodi
do povecanog broj PP-a (300).

Nekoliko je istrazivanja do sada pokusSalo utvrditi povezanost ta dva SNP-a s

povecanim izgledima za sPP-om. Rezultati su razliciti.

Tako je Ehn sa suradnicima (272) u svom istrazivanju na 415 obitelji uocila
povecan rizik za sPP-om samo kod majki nositeljica ta dva SNP-a, ne i kod djece.
Zamijetila je povecan rizik za sPP-om u majki nositeljica ove dvije polimorfne varijante,
kako u skupini svih prijevremenih poroda u odnosu na kontrolu, tako i u odnosu

podskupine ranih prijevremenih poroda prema kontrolnoj skupini.

Luo sa suradnicima (282) u svom istraZivanju na 78 ispitanica i 415 kontrola nije
uocio povezanost ova dva SNP-a s prijevremenim porodom u majki, osim u podskupini
majki s BMI manjim od 18.5 kg/m?, gdje je relativni rizik u podskupini pothranjenih majki
nositeljica ovih polimorfinih varijanti za sPP-om bio 10.8 viSi od iste podskupine majki

u kontrolnoj skupini.

Trece istrazivanje koje je pokazalo povezanost ta dva SNP-a s ve¢im izgledima
za sPP bilo je istraZivanje Panikkar i suradnika (322). Naime, ona je u svom

istrazivanju, u koje je ukljucila 150 ispitanica i 150 kontrola, uoc€ila povezanost kako te
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dvije polimorfne varijante s poviSenim rizikom za sPP generalno, tako i poviSenim

rizikom za sve tri podskupne sPP-a zasebno (ekstremno rani, rani i kasni sPP).

Nasuprot ovim trima istrazivanjima postoji i odreden broj istrazivanja koja istu
povezanost nisu dokazala, kao §to su istrazivanje Manuck i suradnika (329), Diaz
Cueto i suradnika (294), Oliveire i suradnika (285), Tiwari i suradnika (284) te
Kolanowske sa suradnicima (330).

S druge strane, SNP rs653752 PGR-a dosad je osjetno manje istrazivan u
kontekstu sPP-a. Radi se o intronskoj varijanti koja je locirana u regulatornoj regiji
PGR-a te se pretpostavlja da utjeCe na izrazaj PGR-a.

Ehn i suradnici su u svom istrazivanju uocCili da je ovaj SNP u potpunogj
neravnoteZi alelne povezanosti s PROGINS varijantom PGR-a te se pretpostavlja da,
kao i u sluCaju PROGINS varijante, i ova varijanta PGR-a kodira PR neSto manje
osjetljive na utjecaj P4 (272). Dosad se istrazivao zbog mogucée povezanosti samo u
slu€aju karcinoma dojke (331) te sPP-a (272).

Dosad su provedena cetiri istrazivanja u kojima se proucavala povezanost
SNP-a rs653752 sa sPP-om. Samo je Ehn sa suradnicima pronasla povezanost i to

povezanost havedenog SNP-a u majke s ranim prijevremenim porodom (272).

U istrazivanju Bustos i suradnika (332) ovaj SNP nije bio u HW ekuvilibriju te je
isklju€en iz dalje analize, dok u ostala dva istrazivanja, Mann i suradnika (283) te

Manuck i suradnika (329), nije dokazana njegova povezanost sa sPP-om.

Ovi rezultati u jednom dijelu potvrdili su rezultate prethodnih istrazivanja koja su
proucavala povezanost ova tri SNP-a sa sPP-om. Isto tako, pokazano je da i SNP-ovi
majke i SNP-ovi novorodenceta iskazuju odredenu povezanost sa sPP-om, a time i
moguci utjecaj na modulaciju rizika za isti. K tomu, uzimajuci u obzir lokaciju te sli¢an
u€inak ta tri SNP-a na osjetljivost PR-a na P4 te njihov sliCan utjecaj na izrazaj PGR-
a, mozda i ne iznenaduje da su se bas ta tri SNP-a istaknula rezultatima te statistickom
znacajnoSc¢u u povezanosti sa sSPP-om. Ehn sa suradnicima pokazala je ¢ak u svom
istraZivanju da su ta tri SNP-a u neravnoteZi alelne povezanosti, $to ne znaci nuzno
jednaku funkciju sva tri polimorfizma, ali moZe ukazati na mogucnost zajednic¢kog
nasljedivanja te djelovanja. Ipak, treba napomenuti da je uzorak u podskupini

ekstremno ranih prijevremenih poroda u majke i djeteta bio malen, svega 12 ispitanica.
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Gledajuéi udio u ukupnom broju sPP-a, udio ekstremno ranih prijevremenih poroda ne
odskace od udjela ekstremno ranih sPP-a u ukupnom broju sPP-a na globalnoj razini
koji iznosi oko 5 % (43). Medutim, s obzirom na malen uzorak trebalo bi rezultate
povezane s tom podskupinom sPP-a mozda uzeti sa dozom rezerve. Da bi se potvrdila
povezanost PROGINS varijante sa ekstremno ranim sPP-om i u majke i u djeteta,
svakako bi trebalo provesti istrazivanja na veéem broju ispitanica i pripadajuce

novorodendadi.

Ono &to bi jo§ moglo biti zanimljivo za buduca istrazivanja, a vezano za
mehanizam djelovanja ta tri navedena SNP-a PGR-a te njihov moguci utjecaj na
smanjenu osjetljivost PR-a, jest kakav je odgovor na terapiju sintetskim progesteronom
u prevenciji sPP-a u majki s navedenim polimorfizmima. Naime, Manuck je sa
suradnicima 2011. godine provela istrazivanje na 463 ispitanice koje su u anamnezi
imale sPP te je istrazivana interakcija terapija/genotip (329). U terapiji su koristili 17 a
- hydroxyprogesteron caproat u obliku injekcija koje su davane na tjednoj bazi kao
prevencija sPP-a. Uocili su razli¢iti odgovor na terapiju ovisno o odredenim SNP-ovima
PGR-a, a kojih su majke bili nositelji. Vezuju¢i se za navedeno istrazivanje,
potencijalno bi se mogao istrazivati odgovor majki nositeljica odredenih SNP-ova ili
majki Cija je novorodenCad u prethodnim trudno¢ama bila nositel] navedenih
polimorfizama jednog nukleotida, a koji su u naSem istrazivanju istaknuti kao rizi¢ni za

sPP, na terapiju sintetskim progesteronom u buduéim trudno¢ama.

Ostala tri prou€avana SNP-a PGR-a nisu pokazala statistiCki znacajnu
povezanost sa sPP-om. Time nismo potvrdili rezultate Ehn i suradnika, koji su utvrdili
povezanost SNP-ova rs1942836 te rs10895968 varijante u novorodencadi s ranim

sPP-om u majke te povezanost SNP-a rs4754732 u majke sa sPPom (272).

SNP rs1942836 smjesSten je u potencijalnoj promotorskoj regiji PGR-a te se
smatra da ima ulogu u promjeni izrazaja izoformi PR-a (253), dok je SNP rs4754732
takoder smjesten u promotorskoj regiji PGR-a te ima sliCan utjecaj kao i prethodno

navedeni SNP, utjeCuéi na promjenu razine PR izoformi A i B.
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6.1. Analiza povezanost izabranih Sest SNP-ova s klini¢kim znaCajkama
maijki i novorodencadi

GenetiCka predispozicija za sPP svakako je bitan ¢imbenik rizika. Medutim, ne
treba zanemariti i okoliSne Cimbenike te kliniCcke znaCajke majki i djece, Kkoji
medudjelovanjem s genetiCkom predispozicijom u majki mogu utjecati na rizik za sPP.
Postoji cijela jedna epidemioloSka grana znanosti koja prouCava nacin na Koji
polimorfizmi ljudskog genoma mogu modificirati utjecaje okoliSnih ¢imbenika i rizi€nih

¢imbenika za odredeni dogadaj te obrnuto (333).

Povezanost Sest izabranih SNP-ova PGR-a s klinickim znacajkama pacijentica
i pripadajuce novorodencadi ispitana je u skupini ispitanica i pripadajucée prijevremeno
rodene novorodencadi. Od &imbenika rizika koji su dokazano povezani s ¢eS¢om
pojavnosc¢u sPP-a, izabrala sam starosnu dob majke, spol novorodenceta, BMI majke,
uzivanje duhanskog dima majke, krvarenje u trudno¢i majke, anamnesticki podatak
prethodnog prijevremenog poroda u majke te anamnesticki podatak prijevremenog

poroda u obiteljskoj anamnezi majke.

Starosna dob majke pokazuje U krivulju rizika za sPP-om te su u zoni najveéeg
rizika Zene mlade od 17 te starije od 35 godina (97,99). Velik je broj istrazivanja ukazao
na povezanost sPP-a s dobi trudnice. Tako je Fuchs sa suradnicima pokazao da je i
nakon prilagodbe kovarijabli rizik u majki starijih od 40 godina za sPP-om poviSen za
1.5 puta (334). Sli¢ne rezultate imala je i Lawlor sa suradnicima (335). PoviSeni omjer
izgleda za sPP-om u majki starije Zivotne dobi svakako je posljedica ostalih
komplikacija vezanih za trudnocu, kao $to su preeklamsija i gestacijski dijabetes, a

koje se pojavljuju u starijoj zivotnoj dobi.

Buduc¢i da u ovom istraZivanju nije bilo majki mladih od 17 godina, ostala je
mogucnost podijeliti skupinu ispitivanih majki prema starosnoj dobi na dvije skupine —
one starije te one mlade od 35 godina. Prema starosnoj dobi majke podijelila sam i
skupinu pripadaju¢e prijevremeno rodene novorodencadi. UoCena je statisticki
znacCajna razlika u raspodijeli homozigotnog CC genotipa SNP-a rs653752 PGR-a
izmedu podskupina prijevremeno rodene novorodencadi Cije su majke starije te
podskupina prijevremeno rodene novorodencadi Cije su majke mlade od 35 godina.
Navedeni genotip u recesivnom modelu nasljedivanja 2.27 puta poveéava omjer

izgleda za sPP-om u majki starijih od 35 godina. Medutim, kada je usporeden navedeni
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genotip izmedu ispitivane i kontrolne podskupine novorodencadi Cije su majke starije
od 35 godina, nije zamijeCena statistiCki znacCajna razlika u raspodjeli genotipova

spomenutog SNP-a, Sto je svakako zanimljiv podatak.

Spol je takoder jedan od rizi¢nih ¢imbenika za sPP. Velika meta-analiza Zeitlina
i suradnika pokazala je da je vjerojatnost za sPP-om u majki koje nose musku
novorodencad uvecana za 1,1 do 1,3 puta (336). Slicne rezultate u svom istraZivanju
pokazali su i Vatten i suradnici (337). Mehanizmi koji dovode do vece vjerojatnosti sPP-
a u muSke novorodencadi nisu jo§ do kraja razjasSnjeni, ali mogli bi ukljuCivati
proinflamatorne uvjete koji se ¢es¢ée javljaju u trudno¢ama s muskom novorodencadi.
Tako je Challis sa suradnicima u svojem istrazivanju pokazao poja¢an izrazaj TLR-4 u
posteljici trudno¢a s muskom novorodencadi (338). Isto tako, utvrdio je da bi odgovor
trofoblasta na te proinflamatorne utjecaje barem djelomi€no mogao objasniti
povezanost sPP-a i muskog spola novorodenceta. Ostala objasnjenja te povezanosti
ukljuCuju promjene u razini androgena u slu¢aju muske novorodencadi, koje dovode
do poviSene razine estrogena te pocetka poroda te u povisenoj razini IL -1 u plodovoj

vodi muske novorodencadi koja su rodena prijevremeno (339).

U ovom je istrazivanju utvrdena povezanost CC homozigotnog genotipa SNP-a
rs4754732 PGR-a u djece s prijevremenim porodom cije majke nose musko
novorodence, i to u recesivnom modelu nasljedivanja. Omjer izgleda za prijevremenim
porodom povecéava se za 2.5 puta. Po dobivenim rezultatima analizirana je u€estalost
alela i genotipova navedenog SNP-a sa statusom nosenja muskog spola izmedu
podskupina prijevremeno i terminski porodene djece te nije nadena statisti¢ki znacajna

razlika izmedu tih dviju skupina.

SNP rs4754732 PGR-a nalazi se u promotorskoj regiji PGR-a te svojim djelovanjem
utjeCe na omjer PR - A i PR - B. Dosad je njegova povezanost sa sPP-om istaknuta
samo u dva istrazivanja, tako da je Ehn sa suradnicima istaknula njegovu povezanost
sa sPP-om (272), dok Manuck sa suradnicima nije (329). Takoder ga se povezuje s
karcinomom dojke (340). S obzirom na €injenicu da je jedan od mogucih mehanizama
sPP-a na koje utjeCe muski spol novorodenceta mehanizam koji ukljuuje metabolizam
steroidnih hormona, a sam mehanizam na koji SNP rs4754732 djeluje jest utjecaj na
omjer PR-a, moguce da njihovo medudjelovanje te utjecaj na progesteronski put

odrzavanja trudnoce zajednicki dovodi do modulacije rizika za sPP-om, dok svaki od
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njih samostalno nece biti dovoljno adekvatan da to ucini. To je jedan aspekt koji bi

svakako trebalo detaljnije istraziti.

Krvarenje u trudnocCi povezano je, kako s pojavnoséu abrupcije posteljice,
preeklampsije, unutarmaterni¢noh zastoja rasta u ploda, prijevremenog prsnuca
plodovih ovoja, tako i sa samim prijevremenim porodom (341,342). U slu€aju ranog
krvarenja u trudnoci veca je vjerojatnost pojave teSke preeklampsije te ranog sPP-a.
Pacijentice s konstantnim povremenim krvarenjem tijekom cijele trudno¢e u vecem su

riziku za sPP-a od onih koje su krvarile samo izolirano po tromjesecjima.

Mehanizam koji dovodi do sPP-a, a posljedi¢no krvarenju u trudnoci, povezan
je sa stvaranjem trombina u predjelu decidue. Posljedi¢no povecanoj koli€ini trombina
dolazi do inhibicije izrazaja PR-a u stanicama decidue, $to posljedi¢no dovodi do
PPROM:-a ili odlupljenja posteljice te posljedicno sPP-a (343,344).

Za razliku od ostalih polimorfizama, SNP rs1942836 PGR-a u novorodenceta
pokazao je protektivno djelovanje. U superdominantnom modelu nasljedivanja
heterozigotni CT genotip SNP-a rs1842836 u novorodencCeta doprinio je 2.5 puta
manjem riziku za sPP-om u podskupini majki koje nisu krvarile, a njihovo je
novorodence bilo nositelj navedenog polimorfizma. Kada sam zatim usporedila
ispitivane podskupine majki koje su krvarile i pripadajuce prijevremeno rodene
novorodencadi s podskupinama terminskih majki koje su krvarile i pripadajucée
novorodencadi, opet nije uoCena statistiCki znacajna razlika u raspodjeli genotipova
doticnog SNP-a.

SNP rs1942836 PGR-a polimorfizam je jednog nukleotida koji ve¢ sam po sebi
utjeCe na promjenu izrazaja PR-a u korist PR-B te time moze neizravno utjecati na
pojavnost sPP-a. U tom slu€aju, a s obzirom na isti mehanizam djelovanja koji ima on
te krvarenje tijekom trudnoc¢e u majki, to bi mogao dobar dodatni marker za sPP u

majki koje tijekom trudnoée imaju nekakav oblik krvarenja tijekom trudnoce.

Ono $to je mene osobno iznenadilo u rezultatima jest da nije bilo statistiCki
znacajne razlike u raspodjeli alela i genotipova niti jednog od Sest SNP-ova PGR-a
izmedu podgrupa ispitanica i pripadajuce prijevremeno rodene novorodencadi niti
ovisno o anamnesticCkom podatku ranijih prijevremenih poroda u osobnoj anamnezi
majki niti u slu€aju anamnestiCkog podatka o prijevremenom porodu u obiteljskoj

anamnezi majke. Naime, samo u slu€aju SNP-a rs653752, i to usporedujuci dvije
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podskupine prijevremeno rodene djece, razlika izmedu CC homozigota rjedeg alela
imala je tendenciju statisticke znacajnosti (p 0,06). Svi ostali SNP-ovi niti izmedu
podskupina ispitanica niti izmedu podskupina pripadaju¢e novorodencadi nisu imali niti
tendenciju ka statistiCkoj zna€ajnosti u razlici raspodjele genotipova i alela. Sam je
podatak pomalo neocCekivan s obzirom da je poznato da se pozitivha obiteljska i
osobna anamneza same po sebi smatraju jednim od najsnaznijih prediktora za sPP
(345,346). Moguci razlog za te rezultate moZze biti u €injenici da je u naSem istraZivanju
samo 16 % ispitanica imalo u osobnoj anamnezi prethodni sPP i to u 2/3 sluajeva
kasni sPP, dok je samo 20 % ispitanica imalo sPP u obiteljskoj anamnezi, takoder u
64 % slu€ajeva u podskupini kasnih sPP-a. Naime, Boivin sa suradnicima pokazala je
u svom istrazivanju da je omjer vjerojatnosti za aktualnim sPP-om viSi Sto je sPP u
osobnoj ili obiteljskoj anamnezi raniji (346), tako da s obzirom na brojeve sPP-a u
osobnoj i obiteljskoj anamnezi, postoji mogucnost izostanka povezanosti sPP-a s tim

dvjema stavkama.

Ono S§to je joS zanimljivo u ovim rezultatima jest da unato€ Cinjenici da je
utvrdeno da su odredeni SNP-ovi potencijalni udruzeni markeri za sPP s rizi€nim
C¢imbenicima dobi majke, spola djeteta te krvarenja tijekom trudnoc¢e u majke, s
obzirom na statisticku neznacajnost u raspodjeli genotipova tih istih SNP-ova izmedu
podskupina ispitanica i kontrolne skupine s obzirom na te iste rizicne Cimbenike,
potencijalni udruzeni markeri ipak ne predstavljaju neovisne rizicne ¢imbenike za sPP.
U skladu s tim, opet treba istaknuti multifaktorijalnu i vrlo heterogenu etiologiju sPP-a
te interakciju viSse mehanizama koji istovremeno mogu dovesti do sPP-a, a koji se u
izabranim istrazivanim skupinama majki i novorodencadi mogu preklapati. Poznato je,
naime, da se u medudjelovanju izmedu gena i utjecaja okolisnih ¢imbenika nekada
teSko moze razdvoijiti koji utjecaj na neki fenomen jace ili samostalno utjeCe. Primjer
moze biti istrazivanje Macones i suradnika u kojoj je bakterijska vaginoza utjecala na
povisen omjer izgleda za sPP u majki nositeljica polimorfizma jednog nukleotida gena
za TNFa (347).

U dostupnim literaturnim navodima dosad je samo Luo sa suradnicima
istraZivao izmedu ostaloga i povezanost odredenih rizi€nih ¢imbenika za sPP s
odredenim SNP-ovima PGR-a (282). U svom istrazivanju na 78 ispitanica i 415
kontrola Luo je istrazivao povezanost tri SNP-a PGR-a, PROGINS varijante
(rs1042838 te rs1042839) i rs10895068 te je u analizu ukljucio i rizicne Cimbenike
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starosne dobi majke, pariteta majke, rase, BMI majke, bakterijske vaginoze u majke te
muskog spola novorodenceta. Pronasao je povezanost PROGINS varijante sa sPP-

om samo u skupini ispitanica s BMI manjim od 18.5 kg/m2.

S obzirom na vaznost medudjelovanja gena i okoliSnih ¢imbenika te Cimbenika
rizika u majke i/ili djeteta u patofizioloSkom mehanizmu nastanka sPP-a, te malen broj
istraZivanja koja su taj segment istraZivala vezano uz interakciju okolisnih ¢imbenika i
SNP-ova PGR-a, ovi rezultati mogli bi dati doprinos saznanjima o istom, ali i biti temel

za novo, selektivnije istrazivanje na ve¢em broju ispitanika.

6.2. Analiza neravnoteze alelne povezanosti te analiza haplotipova

Neravnoteza alelne povezanosti jedna je od informacija koja ham ukazuje na
povezanost izmedu dva SNP-a. U sluCaju visoke vrijednosti neravnoteze alelne
povezanosti izmedu dva SNP-a, poznavanjem genotipa jednog SNP-a, s velikom

sigurno$¢éu mozemo pretpostaviti genotip drugog SNP-a.

Ispitivanjem neravnotezZe alelne povezanosti izmedu Sest SNP-ova PGR-a i u
maijki i u novorodencadi istaknula se gotovo potpuna neravnoteza alelne povezanosti
izmedu SNP-ova rs1042838 te rs1042839, dok isto nije uoCeno izmedu ostalih SNP-

ova.

Ehn i suradnici u svom su istrazivanju takoder utvrdili gotovo potpunu
neravnotezu alelne povezanosti izmedu ta dva SNP-a, dok su za SNP-ove rs1942836
i rs4754732 utvrdili da su neSto manje u neravnotezi alelne povezanosti s dva
prethodno navedena SNP-a(272).

Taj rezultat naSeg istrazivanja nije iznenadujuci te smo istim potvrdili prethodno

utvrdenu Cinjenicu o velikoj povezanosti SNP-ova rs1042838 i rs1042839.

Nadalje, ispitana je uCestalost haplotipova za Sest SNP-ova PGR-a. Haplotip
¢ini skup alela koji su smjesteni na razli€itim lokusima istog kromosoma, a nasljeduju
se zajedno (348). Odredivanje haplotipova omogucuje analizu zajedni¢kog ucinka
nekoliko alela na razli€itim lokusima istog kromosoma, koji Cesto ne dolaze do izrazaja
kao kada se ti lokusi posebno istrazuju (348). U ovom su istrazivanju istrazene

kombinacije SNP-ova u slijedu od po tri, Cetiri te Sest SNP-ova. UoCena je jedino
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povezanost G C T haplotipa SNP-ova rs1042838 - rs1042839 - rs1942836 u skupini

novorodencadi sa smanjenom pojavnoscu sPP-a (p 0,03).

Moguce zastitno djelovanje navedenog haplotipa u novorodencadi moze se
objasniti ¢injenicom da je navedeni haplotip sastavljen od tri Ce$¢a alela pripadajucih
SNP-ova Ciji izrazaj ne mijenja izrazaj PGR-a. Medutim, korekcija p vrijednosti po
Benjamini-Hochbergu, koja se koristi prilikom viSestrukih testiranja, korigirala je p
vrijednost (p 0,06) u ovom istrazivanju te time iskljuila moguce lazno pozitivhe

rezultate, Sto je ovaj zastitni u¢inak haplotipa iskljucilo kao mogucénost.

Istrazivanje Ehn i suradnika (272) jedino je, izmedu ostalog, istrazivalo
uCestalost odredenih haplotipova u ispitivanoj i kontrolnoj skupini te njihovu
potencijalnu povezanost sa sPP-om. Najvise omjer izgleda za sPP iskazan je u
sluCajevima kada su Cetiri SNP-a povezivana u haplotip te je u tim sluajevima
posebno naglasen povisen omjer izgleda za sPP u slu€aju haplotipa rs1042838 -
rs1042839 — rs578029 - rs666553. Ostala istrazivanja koja su ukljucivala navedene

SNP-ove nisu ukljucivala istrazivanje haplotipova.

Unato€ Cinjenici da je raspodjela ucestalosti G C T haplotipa SNP-ova rs1042838 -
rs1042839 - rs1942836 izmedu skupina prijevremeno i terminski rodene
novorodencadi nakon korekcije p vrijednosti prestala biti statistiCki znaCajna, moze se
reci da ova tri SNP-a u sklopu haplotipa i to u kombinaciji ¢eS¢ih alela imaju tendenciju
k protektivnoj ulozi i smanjenom omjeru izgleda za sPP u majki €ija novorodencad je
nositelj istog. S obzirom da istrazivanja do sada nisu upucivala na povezanost ovog
haplotipa sa sPP-om niti u majki niti u novorodencadi, ovaj rezultat daje moguénost

daljnjih istrazivanja istog na veéem broju ispitanica.

6.3. Analiza medudjelovanja SNP-ova PGR-a u skupinama majki i
pripadaju¢e novorodencadi

Koncept epistaze ili medudjelovanja gena/genskih lokusa nije koncept koji je
novost. Ideja o medudjelovanju gena stara je veé stotinjak godina, otkad su prvi
geneti¢ari pokusali objasniti odstupanja od klasi¢nih Mendelovih zakona (349). Samo
medudjelovanje gena ukljuCuje grupu funkcionalnih veza izmedu gena, kojih je

epistaza samo dio. Epistaza obuhvaca jedan niz mogucih medudjelovanja izmedu
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gena, a sama se medudjelovanja najCeSc¢e dijele na pozitivne i negativhe (350).
Negativno ili sinergijsko medudjelovanje gena iskazuje promatrani fenotip u tezem
obliku nego Sto ga iskazuje svaki gen zasebno te se pretpostavlja da svaki gen djeluje
zasebno. Suprotno tomu, pozitivno medudjelovanje gena dijeli se na ublazeno
medudjelovanje, gdje jedan gen ublazava bioloSko djelovanje drugog, te supresivno
medudjelovanje u kojemu je osoba s oba mutirana gena zdravija od osobe koja

posjeduje samo jedan mutirani gen (350).

Rezultati ovog istrazivanja ukazali su na statistiCki znaCajnu razliku izmedu
ispitivane i kontrolne skupine majki u interakciji dviju skupina od po tri SNP-a:
rs10895068 - rs1042838 - rs1942836 te rs10895068 - rs1042839 - rs1942836. U oba
sluCaja medudjelovanje SNP-ova bilo je negativno, s tim da je jae medudjelovanje
bilo u skupini majki s prijevremenim porodom. Po ucinjenoj korekciji p vrijednosti po

Benjamini-Hochbergu ta razlika izmedu interakcija viSe nije bila statisti¢ki znacajna.

U literaturnim navodima nisam pronasla radove koji su opisivali usporedbu
medudjelovanja izabranih SNP-ova PGR-a ili medudjelovanja PGR-a s nekim drugim
genom te posljedicno zajedniCki utjecaj na poviSen omijer rizika sa sPP. Najvece
istrazivanje koje je prouCavalo izmedu ostalog medudjelovanja gena koji bi mogli
utjecati na viSu pojavnost sPP-a, bilo je ono Romera i suradnika iz 2010. godine (351),
gdje je nakon analize utvrdio da jedino medudjelovanje jednog maj€inog i dva fetalna
SNP-a djeluje na omjer vjerojatnosti za sPP. SNP-ovi su bili povezani s genima za
kolagen tip IV a4 (COL4A4, engl. collagen type IV a 4), kolagen tip IV a 1 (COL4A1L,
engl. collagen type IV a 1) te Cimbenik rasta fibroblasta (FGF1, engl. fibroblast growth

factor 1 gene).

U konacénici, metodom logisti¢ke regresije kojom se predvida model vjerojatnosti
za sPP, ukljuCivSi Sest navedenih SNP-ova PGR-a u majki i u novorodencadi, uz
uklju€enu korekciju za rizicne imbenike (puSenje, dob majke, spol djeteta, krvarenje
u trudnodi), djetetov rs1942836 (C/T + C/C vrs TT), pokazao se znacajnim prediktorom
za sPP, povecavajuci omjer izgleda za istim skoro 11 puta (OR = 10,8). U literaturnim
navodima nisam pronasla istrazivanje s kojim bih mogla usporediti taj rezultat, tako da
bi za potvrdu ovog rezultata svakako trebalo uciniti dodatna istrazivanja na vec¢em

uzorku ispitanika.

92



6. Rasprava

Ono $to je zanimljivo za istaknuti za SNP rs1942836 PGR-a novorodenceta
jest njegova pojavnost u jednom dijelu analiziranih rezultata. Naime, taj se SNP nije
istaknuo kao onaj koji bi modulirao rizik za sPP u dijelu analiziranih rezultata raspodjele
alela i genotipova izmedu skupina ispitanica i kontrola te skupina pripadajuce
novorodencadi te u usporedbi podskupina ispitanica i pripadaju¢e skupine kontrola.
Medutim, u usporedi raspodjele genotipova i alela navedenog SNP-a izmedu
podskupina majki i pripadaju¢e novorodencadi, kada smo uklju€ili i rizicne faktore
majke za sPP (krvarenje tijekom trudnoce), SNP rs1942836 istaknuo se kao
potencijalni marker s poviSenim omjerom izgleda za sPP. Isto tako, istaknuo se kao
znacCajan marker za sPP u logistiCkoj mulivarijantnoj regresiji, a isto tako iskazao se i
njegov moguci utjecaj na rizik za sPP u sklopu haplotipa. 1z ovih navoda dalo bi se
zakljuciti da ovaj SNP PGR-a samostalno nema utjecaj na poviSeni omjer izgleda za

sPP-om, nego u medudjelovanju s dodatnim ¢imbenicima rizika ili drugim SNP-ovima.

6.4. Prednostii ograniCenja istrazivanja

Rezultati provedenog istrazivanja pridonose boljem razumijevanju povezanosti
Sest izabranih SNP-ova PGR-a te pridruzenih ¢imbenika sa sPP-om, kao i stjecanju
temeljnih znanja o medudjelovanju polimorfizama jednog nukleotida i njihovoj

povezanosti sa sPP-om.

Prednost su provedenog istraZivanja strogi ukljucni i iskljuéni kriteriji za
ispitivanu skupinu majki s prijevremenim porodom. Takoder, kontrolna skupina dobro
je uparena s grupom pacijenata s obzirom na dob, paritet, socio-ekonomski i
demografski status, mjesto stanovanja, antenatalnu skrb, kao i porod u istoj godini kao
pacijentice s sPP-om. Vazna je prednost istraZivanja da su sve ispitanice pripadale

europskoj populaciji.

Isto tako, prednost je istrazivanja $to su u istrazivanje uklju¢ene i majke i
novoroden¢ad. Osnovno ograni¢enje ovog istrazivanja jest relativno malen broj

ispitanika.

Takoder, u ovom istrazivanju nije uklju¢eno istrazivanje epigenetickih
mehanizama koji modificiraju strukturu DNA bez da utje€u na DNA slijed, kao Sto su

DNA-metilacija i remodeliranje kromatina te promjene u izrazaju miRNA (352), koji
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upravljaju izrazajom gena balansirajuc¢i izmedu genetiCkih i okolisnih Cimbenika

povezanih sPP-om (353).

Isto tako, misljenja sam da je jedno od ogranienja studije i samo jednokratno
uzimanje P4 u drugoj fazi poroda. Naime, za eventualno dokazivanje da je pad razine
P4 samo funkcionalan, bilo bi bolje serijski uzimati uzorke majcine krvi za analizu P4
neposredno pred porod. Medutim, to je Cesto proces koji je otezan samom otezanom

predikcijom to€nog vremena poroda.

lako je Cinjenica da sam u istraZivanje ukljucila i majke i pripadajucu
novorodencad, u obliku maj€ino-fetalnog para, Sto je upotpunilo kompleksnu pricu
geneticke veze sudionika prijevremenog poroda, ono $to bi bila jo$ bolja moguénost
jest ukljuenje reproduktivnog partnera te prosirenje istrazivanja na veci uzorak, kako
bi se sveobuhvatnije sagledala kompleksna problematika genetiCke predispozicije za
sPP.

K tomu, treba uzeti u obzir sve mane asocijacijskog istrazivanja parova. Poznato
je da je jedna od mana istrazivanja parova takozvana pristranost (engl. bias) koja se
stvara kao posljedica nejednakog uzorkovanja pacijentica za kontrolnu i ispitivanu
skupinu. Naime, vise autora smatra da zbog nejednake vjerojatnosti odabira ispitanika
i kontrola iz njihovih pripadaju¢ih subpopulacija uzorak parova ustvari nije slu¢ajan
uzorak iz opée populacije. Kao rezultat navedenog, ne samo da ¢e populacijska
povezanost izmedu SNP-a i sekundarnih osobina koje se Cesto analiziraju biti
iskrivljena u uzorku parova, standardna statisticka analiza sekundarnih fenotipskih
obiliezja moze biti izrazito zavaravajuca. Moze se dokazati povezanost SNP-a i
sekundarnih osobina u svim analiziranim skupinama, a da povezanost zapravo na
populacijskoj razini ne postoji. Pristranost uzorkovanja moze se izbjeci zasebnim
analiziranjem skupine ispitanika i kontrola ili ukljuivanjem statusa parova kao

kovarijante prilikom analize (354,355).

Zaklju¢no, ovim istrazivanjem potvrdila se hipoteza o utjecaju odredenih SNP-
ova PGR-a, kako u majki, tako i u pripadajué¢e novorodencadi, na modulaciju rizika za
spontani prijevremeni porod. Isto tako, istrazivanje je pokazalo da odredeni SNP-ovi
PGR-a utje€u na modulaciju rizika za sPP samo u sklopu haplotipa ili
medudjelovanjem sa odredenim rizi€nim ¢imbenicima majke i/ili djeteta ili drugim SNP-

ovima PGR-a. Svakako Ce biti potrebna daljnja istrazivanja ovih i drugih SNP-ova
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PGR-a, uz ukljucCivanje veéeg broja ispitanika koji bi potvrdili ove rezultate. Takoder,
ovim istraZivanjem ponovno dolazi do izrazaja koliko je prijevremeni porod kompleksna
bolest te se samo genetickom osnovom nece moci objasniti etiopatogeneza same

bolesti.
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7. Zakljudak

Prema rezultatima koji su dobiveni ovim istrazivanjima, moze se zakljuciti slijedece:

1. Serumska koncentracija progesterona statistiCki se ne razlikuje izmedu dviju
skupina majki kada ih podijelimo prema tromjesecjima trudnoce u dvije skupine.
Isto tako, nije nadena statistiCki znacajna razlika u serumskoj koncentraciji P4
s obzirom na genotip Sest SNP-ova PGR-a niti u majke niti u novorodenceta.

2. Majke Cija novorodenc¢ad nosi T alel SNP-a rs1042838 PGR-a Cini se da imaju
gotovo dvaput veci omjer izgleda za sPP-om.

3. Majke nositeljice TT genotipa za SNP rs1042838 PGR-a prema recesivhom
modelu nasljedivanja (TT vrs GT+GG) Cini se da imaju 13.9 puta vece izglede
za ekstremno ranim sPP-om.

4. Majke nositeljice TT genotipa za SNP rs1042839 PGR-a prema recesivhom
modelu nasljedivanja (TT vrs CT+CC) Cini se da takoder imaju 13.9 puta vece
izglede za ekstremno ranim sPP-om.

5. Majke cija je novorodenc¢ad nositelj TT i/ili TG genotipa SNP-a rs1042838 PGR-
a u superdominantnom (GG+TT vrs TG) ili dominantnom (GG vrs TG+TT)
modelu nasljedivanja Cini se da imaju 3.6 do 4.08 puta vece izglede za
ekstremno ranim sPP-om, ovisno o modelu nasljedivanja. Takoder, majke Cija
novorodencad je nositelj TT i/ili TC genotipa SNP-a rs1042839 PGR-a u
superdominantnom (CC+TT vrs.CT) ili dominantnom (CC vrs CT+TT) modelu
nasljedivanja Cini se da imaju 3.6 do 4.08 puta vece izglede za ekstremno ranim
sPP-om, ovisno o modelu nasljedivanja.

6. Majke nositeljice homozigotnog CC genotipa SNP-a rs653752 PGR-a prema
recesivnom modelu nasljedivanja (CC vrs CG+GG) €ini se da imaju dvaput vece
izglede za kasnim sPP-om.

7. StatistiCki znacajno veca ucestalost homozigotnog CC genotipa SNP-a
rs4754732 PGR-a u recesivnhom modelu nasljedivanja u novorodencadi

ispitanica sa sPP-om koje nose musku novoroden¢ad, u usporedbi s
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ispitanicama koje takoder nose musku djecu, a njihova novorodencad nosi
ostale genotipove, upucuje na znacajnu ulogu navedenog SNP-a u sPP-u.

8. Ispitanice sa sPP-om starije od 35 godina Cija je novorodencad nositelj
homozigotnog CC genotipa SNP-a rs653752 PGR-a u recesivhom modelu
nasljedivanja takoder €ini se da imaju ve¢i omjer izgleda za sPP-om.

9. Ispitanice sa sPPom koje nisu krvarile tijekom trudnoée, a njihova je
novoroden€ad nositelj CT heterozigotnog genotipa za rs1942836 PGR-a u
superdominantnom modelu nasljedivanja (CT vrs TT+CC), €ini da imaju maniji
omjer izgleda za sPP.

10.G C T haplotip SNP-ova rs1042838 - rs1042839 - rs1942836 u novorodencadi
mogao bi imati protektivhu ulogu u majki za sPP.

11.Nije uocCeno statistiCki znaajno epistatsko medudjelovanje izmedu razli€itih
kombinacija analiziranih SNP-ova PGR-a niti u majki niti u novorodencadi.

12.Nakon korekcije za rizicne faktore za sPP, multivarijatnom logistickom
regresijom (backward metoda) naden je znacajan model SNP-ova PGR-a u
predikciji sPP-a, od kojih je djetetov SNP rs1942836 i to homozigotni TT genotip
PGR-a znac¢ajan (OR = 10,8).
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8. Sazetak

Cilj istrazivanja: Prijevremeni je porod naj¢eS¢i uzrok perinatalnog mortaliteta i
morbiditeta. Progesteron (P4) je steroidni hormon koji sudjeluje u odrzavanju trudnoce
preko progesteronskih receptora (PR). Cilj ovog strazivanja bio je utvrditi ima li Sest
odabranih polimorfizama jednog nukleotida (SNP) gena za progesteronski receptor
(PGR) (rs10895068, rs1042838, rs1042839, rs1942836, rs4754732, rs654752) kod
majke i/ili novoroden€adi ulogu u modulaciji rizika za spontani prijevremeni porod
(sPP).

Nacrt studije: U istrazivanje su uklju¢ene ukupno 292 majke (141 majka u kontrolnoj
skupini te 151 majka sa sPP) te 292 pripadajuce novorodencadi (141 terminsko
novorodence i 151 prijevremeno novorodence). U ispitivanoj i kontrolnoj skupini majki
izmjerena je serumska koncentracija P4. Analizirane su varijjante gena za
progesteronski receptor kod svih majki i novorodencadi. Studija je ustrojena kao

istraZivanje parova.

Ispitanici i metode: Odredivanje P4 ucinjeno je kombinacijom metoda tekucinske
kromatografije i tandemske masene spektrometrije. Varijante gena za progesteronski
receptor odredene su metodom lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu uz

primjenu Tagman kompleta reagensa.

Rezultati: Prisutnost riedeg T alela rs1042838 PGR-a u novorodencadi povezan je s
veéim omjerom izgleda za sPP u njihovih majki, dok je prisutnost homozigotnog CC
genotipa rs653752 u majke u recesivnom modelu nasljedivanja povezana s vecéim
omjerom izgleda za kasni sPP. Prisutnost TT genotipa rs10423848 te TT genotipa
rs1042839 kod majke u aditivnom i recesivnom modelu nasljedivanja povezani su s
veéim omjerom izgleda za ekstremno rani sPP-om. Prisutnost heterozigotnog TG
genotipa rs1042838 te heterozigotnog TC genotipa rs1042839 u superdominantnom
modelu nasljedivanja u novorodencadi povezani su s ve¢im omjerom izgleda za
ekstremno rani sPP u majki. Prisutnost TG i TT genotipova rs1042838 te TC i TT
genotipova rs1042839 u dominantnom modelu naslijedivanja u novorodencadi
povezani su s vec¢im omjerom izgleda za ekstremno rani sPP. Prisutnost CC genotipa

rs4754732 u novorodencadi majki koje nose musku novoroden€ad u recesivnom
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modelu nasljedivanja povezana je s ve¢om omjerom izgleda za sPP. Prisutnost CC
genotipa rs653752 u novorodencadi majki starijih od 35 godina u recesivnom modelu
nasljedivanja takoder je povezana s vec¢im omjerom izgleda za sPP. Prisutnost CT
genotipa rs1942836 u novorodencadi majki koje nisu krvarile tijekom trudnoce djeluje
protektivno u slu€aju sPP-a. Prisutnost TT genotipa rs1942836 u novorodenceta u

multivarijantnoj regresiji istaknula se kao moguci prediktor za sPP.

ZakljuCak: Rs1042838 i rs1042839 u majke i novorodenceta te rs653752 u majke
povezani su u ovom istrazivanju sa sPP-om. Rs1942836, rs653752 te rs4754732
povezani su sa sPPom u kombinaciji s odredenim rizicnim €imbenicima majke i/ili

djeteta za sPP.

Klju€ne rijeCi: gen za progesteronski receptor; polimorfizam jednog nukleotida (SNP);

prijevremeni porod; progesteron; progesteronski receptor
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9. Summary

9. Summary

Progesterone receptor gene polymorphisms in modulation of risk for idiopatic
spontaneous premature birth

Objective: Premature birth (PB) is the most common cause of perinatal mortality and
morbidity. Progesterone is a steroid hormone that participates in maintaining
pregnancy through progesterone receptors. The objective of this research was to
determine whether six selected single nucleotide polymorphisms (SNP) of the
progesterone receptor gene (PGR) in mothers and neonates (rs10895068, rs1042838,
rs1042839, rs1942836, rs4754732, rs654752) has a role in modulation of the risk for
PB.

Study draft: The study included a total of 292 mothers (141 mothers in the control group
and 151 mothers with PB) and 292 newborns (141 term newborns and 151 premature
newborns). Progesterone serum concentrations were measured in the case and
control groups of mothers. SNPs of the PGR have been determined in mothers and

newborns. The study was conducted as a case control study.

Subjects and methods: Progesterone serum concentrations were determined using
liquid chromatography and tandem mass spectrometry. SNPs of the PGR were
analyzed using a real time polymerase chain reaction instrument and TagMan

reagents Kits.

Results: The presence of the minor T allele of rs1042838 in newborns was associated
with a higher odds ratio for PB, while the presence of the homozygous CC genotype
of rs653752 (recessive model of inheritance) in mother was associated with a higher
odds ratio for late PB. The presence of the TT genotype of rs10423848 and the TT
genotype of rs1042839 (additive and recessive model of inheritance) in mothers is
associated with a higher odds ratio for extremely early sPB. The presence of the
heterozygous TG genotype of rs1042838 and the heterozygous TC genotype of
rs1042839 (superdominant inheritance model) in newborns is associated with a higher
odds ratio for extremely early PB. The presence of the TG and TT genotypes of
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rs1042838 and the TC and TT genotypes of rs1042839 (dominant inheritance model)
in newborns is associated with a higher odds ratio for extremely early PB. Mothers with
male newborns, whose newborns are carriers of CC genotype of rs4754732 (recessive
inheritance model), are at higher risk of PB. Mothers above 35 years of age carrying
newborns with the rs653752 CC genotype (recessive inheritance model) are at higher
risk of PB. Mothers who did not have vaginal bleeding during pregnancy and carry
newborns with the rs1942836 CT genotype (overdominant model of inheritance) have
a lower risk of PB. The presence of TT genotype of the rs1942836 in newborns in

multivariate regression was highlighted as a possible predictor for PB.

Conclusion: Rs1042838 and rs1042839 in mothers and newborns and rs653752 in the
mothers are associated with higher risk of PB. Rs1942836, rs653752 and rs4754732
in newborns have been associated with PB only when there are certain mothers’ or

newborns’ risk factors for PB.

Key words: premature birth; progesterone; progesterone receptor; progesterone

receptor gene (PGR); single nucleotide polymorphism (SNP)
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