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1. UvOD

1. UvOoD

1.1.  Prijevremeni porod

Prijevremeni porod veliki je medicinski i socioekonomski problem. Svaki porodaj
prije navrSenih 37 tjedana, neovisno o porodajnoj masi ploda, jest prijevremeni. Donja granica
prijevremenog porodaja i spontanog pobacaja danas se nalazi na 22. tjednu trudnoée (odnosno
pri tezini fetusa od 500 g). Svaki dovrSetak trudnoce prije navrSenog 22. tjedna ulazi u
domenu spontanog pobacaja, a porodaj nakon 22. tjedna, a prije 37. tjedna u podrucje
prijevremenog porodaja (1). Prema gestacijskoj dobi, prijevremeni porod se dijeli na rani
prijevremeni porod (izmedu 22. i 28. tjedna trudnoce), umjereni prijevremeni porod (izmedu

28. 1 32. tjedna trudnoce) te kasni prijevremeni porod (izmedu 32. i 37. tjedna trudnoce) (2).

Postotak prijevremenih poroda varira od 5% svih porodaja u Europi do 18% u
juznoafriCkom podruciju (3). Postoje i varijacije postotka prijevremenih porodaja u razli¢itim
etnickim skupinama; na primjer, postotak prijevremenih porodaja je ve¢i u populaciji
Afroamerikanaca nego u populaciji bijelaca (4,5). U 2010. godini bilo je oko 15 milijuna
prijevremenih porodaja u svijetu (3,5). U Hrvatskoj je, u istom razdoblju, postotak
prijevremenih porodaja bio izmedu 5,19% i 7,88% svih porodaja, s tendencijom povecanja od
2008. godine (6). Etiologija prijevremenih porodaja heterogena je i povezana s razli¢itim
metabolickim putevima u ljudskom tijelu. Za gotovo 50% prijevremenih porodaja uzrok je

nepoznat.

Prijevremeni porodaji dijele se na tri podtipa (2). Prvi podtip su spontani prijevremeni
porodi. Porod ima spontani pocetak, javlja se u populaciji bez ikakvog faktora rizika i dogodi
se u 50% slucajeva svih prijevremenih porodaja. Sljede¢i podtip su prijevremeni porodaji
zbog preuranjene rupture amnionske membrane (PPROM), dogode se u 25% svih
prijevremenih porodaja te se ¢eS¢e javljaju u populaciji Afroamerikanaca. U vecini slucajeva
nastaju kao posljedica infekcije. Poslijednji podtip su jatrogeni prijevremeni porodi prije 37
tjedana trudnoce. Nastaju zbog zdravstvenih razloga majke ili fetusa, ili drugih nemedicinskih
razloga koji bi mogli ugroziti zdravlje majke i/ili fetusa (na primjer preeklampsija, placenta
previa, abrupcija posteljice, viSestruka trudnoca, dijabetes te ekstremno visok ili nizak indeks
tjelesne tezine majke); do jatrogenog prijevremenog poroda dolazi u 25% svih prijevremenih

poroda.
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Postoje Cetiri glavna faktora koji dovode do prijevremenih trudova (7-10): 1)
patolosko rastezanje maternice; 2) stres majke (preuranjena aktivacija majcinske ili fetalne
hipotalami¢no-hipofizne adrenalne osi); 3) abrupcija (decidualno krvarenje) i 4)
infekcija/pretjerana upalna reakcija. Svi navedeni procesi mogu dovesti do skracenja cerviksa
i mogu zapocCeti mnogo prije nego Sto se pokazu ociti znakovi prijevremenog poroda (11).
Iako pocinju na razli¢itim krajevima patofiziologije prijevremenog poroda, zavrSavaju na isti
nacin, aktivirajuci horiodecidnu reakciju, kontraktilnost maternice i promjene cerviksa. Studije
su pokazale da je rizik od prijevremenog porodaja veci kod Zena koje su rodene prijevremeno.
Zene koje su imale prijevremeni porodaj izloZene su veéem riziku da ponovno rode
prijevremeno. Nakon prvog prijevremenog porodaja, vjerojatnost drugog prijevremenog
porodaja kod iste majke podize se na 30-50% (12). Identifikacija trudnica s povecanim
rizikom za prijevremeni porod bila bi od velike vaznosti kako bi pocetak prijevremenog

poroda mogli sprijeciti prevencijom i pravovremenom terapijom.

Nedavni podaci sugeriraju da je progesteron vazan u odrzavanju maternice u drugoj
polovici trudno¢e ograni¢avanjem proizvodnje stimulativnih prostaglandina i inhibiranjem
ekspresije proteinskih gena povezanih sa kontrakcijom miometrija (ionski kanali, oksitocin i
prostaglandinski receptori) (13,14). Iako se razine progesterona u majéinoj cirkulaciji ne
mijenjaju znacajno u tjednima koji prethode porodaju, pocetak porodaja u terminu 1 prije
trudnoce povezan je s funkcionalnim povlacenjem aktivnosti progesterona na razini maternice
(13-17). Podaci poput ovih pruZzaju osnovu za koriStenje dodataka progesterona u svrhu

sprjeCavanja prijevremenog poroda.

Kod Zena s jednostrukom trudnoc¢om i povijeséu spontanih prijevremenih porodaja,
antenatalna progesteronska terapija najucinkovitija je strategija za smanjenje rizika od
ponavljaju¢ih prijevremenih poroda. Dodavanje progesterona korisno je kod ovih Zzena
pocevsi od 16. do 24 .tjedna trudnoce i nastavak od 34.tjedna gestacije (18-20). Vaginalni
progesteron moze se primijeniti kod Zena koje nisu imale spontani prijevremeni porod, ako
imaju duljinu cerviksa 20 mm ili manje prije 24 tjedna trudno¢e. U randomiziranom,
placebom kontroliranom pokusu, lijeenje vaginalnim mikroniziranim progesteronom, 200
mcg dnevno, bilo je povezano sa 44%-tnim smanjenjem spontanih prijevremenih porodaja
kod asimptomatskih Zena s duljinom cerviksa od 15 mm ili manje na 20 do 25 tjedana

trudnoce (20). Progesteron nije koristan kod viSestrukih trudnoca.
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1.2.  Uloga progesterona i proces porodaja

Porodaj je pod kontrolom razli¢itih hormonskih u¢inaka izmedu fetusa, posteljice i
majke. Jedan od esencijalnih hormona u zapocinjanju i odrzavanju trudnoce jest progesteron.
Progesteron primarno luci zuto tijelo jajnika u vrijeme menstrualnog ciklusa Zena i u manjoj
mjeri kora nadbubrezne zlijezde. Oko 8. tjedna gestacije posteljica postaje primarno mjesto
lu¢enja progesterona. Mjerenje progesterona u prvih 10 tjedana gestacije dobro je mjerilo za
dijagnozu i lijeCenje jer suprimirane vrijednosti progesterona u prisutnosti mjerljivin hCG
vrijednosti, ovisno o tjednu gestacije, mogu ukazati na rizik od pobacaja ili ektopicnu

trudnocdu.

Svoje fizioloske u¢inke progesteron iskazuje preko progesteronskih receptora (PGRs)
(21). Postoje dva tipa progesteronskih receptora: nuklearni i membranski. Odrzavanjem
trudnoce uglavnom se upravlja preko nuklearnih progesteronskih receptora jer su membranski
progesteronski receptori manje osjetljivi na djelovanje progesterona (21). Progesteron svojim
utjecajem na progesteronske receptore aktivira razliCite puteve i potice ekspresiju drugih
gena, Sto dovodi do aktivacije ili deaktivacije miometrija. Ti putevi ukljuuju aktiviranje
odredenih CAP (gena povezanih sa kontrakcijom), kao $to su koneksin, ionski kanali (na
primjer Kkalcijevi kanali), uterotoninski receptor i enzimi koji utje¢u na sintezu lokalnih

prostaglandina (1).

Kako bi doSlo do porodaja, moraju se dogoditi dvije veée promjene u Zenskom
reproduktivnom traktu. Prvu promjenu prolazi maternica, koja se pretvara u aktivni organ koji
koordinira kontrakciju zajedno sa slozenim isprepletenim miSi¢ima, Sto rezultira redovitim
kontrakcijama maternice. Ovo zahtijeva formiranje propusnih veza izmedu stanica miometrija
kako bi se omogucio prijenos kontraktilnog signala. Fetus moze koordinirati taj prekidac u
aktivnosti miometrija utjecajem na proizvodnju steroidnih hormona u placenti, mehanic¢kim
odvajanjem maternice 1 izlu¢ivanjem neurohipofiznih hormona i ostalih stimulatora sinteze

prostaglandina (22).

Druga promjena odnosi se na cervikalno vezivno tkivo te glatke misi¢e koji moraju
biti u stanju dilatacije kako bi se omogucio prolazak fetusa iz maternice (22). Ove promjene
popracene su prebacivanjem dominacije s progesterona na estrogen, povecan je odgovor na
oksitocin poboljSanjem regulacije oksitocinskog receptora miometrija, povecana je sinteza

progesterona u maternici, poboljSavaju se medustani¢ne veze miometrijskih stanica, smanjena

3
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je aktivnost dusikovog monoksida te povecan unos kalcija u miocite ATP ovisnim vezanjem
miozina na aktin (23), povecavanjem endotelina povecan je protok krvi u maternici i aktivnost

miometrija.

Komplementarne promjene na grlicu maternice ukljucuju pad progesterona i
djelovanja prostaglandina i relaksina, izmjene vezivnog tkiva, kolagenolizom i smanjenjem
stabilizacije kolagena pomocu inhibitora metaloproteinaze sto sve dovodi do omeksavanja i
dilatacije cerviksa (22). Nakon §to Zenski reproduktivni sustav prode sve navedene promjene,

dolazi do radanja djeteta.

1.3.  PROGINS alu insercija

Ljudski gen za progesteronski receptor smjesten je na kromosomu 11q22-23. Sadrzi
osam egzona i sedam introna (A-G). Ovaj gen kodira dvije izoforme koje su identi¢ne, 0Sim
165 dodatnih aminokiselina koje se nalaze na N-kraju B izoforme. Te izoforme reguliraju
biolosko djelovanje progesterona tako $to izoforma A inhibira aktivaciju PR, dok izoforma B
poti¢e aktivaciju PR (24,25).

14

13
12

1.2

14
21

2 PGR (11g22-23)

23

24
25

Slika 1. Ljudski gen za progesteronski receptor (PGR) na kromosomu 11g22-23. (prilagodeno
prema kromosomskom dijagramu ISCN 2009. (26))



1. UvOD

PROGINS alel je Cesta geneticka promjena u ljudskim progesteronskim receptorima.
Prisutan je u vise od 20% populacije i vrlo je dobro istrazen kao geneticka
mutacija.Progesteronski receptori s PROGINS mutacijom manje su osjetljivi naaktivnost

progesterona, a Cini se da povlacenje progesterona uzrokuje pocetak porodajne kaskade (21).

Jedna od skupina znanstvenika, Romano i sur. (27), dokazala je da se PROGINS
sastoji od alu insercije u intronu G i dvije tockaste mutacije; V660L u eksonu 4 (rs1042838
SNP) 1 H770H (tihom ili istovjetnom tockastom mutacijom) u eksonu 5 (rs1042839 SNP) .
Ove tri mutacije uvijek se javljaju zajedno te je, prema literaturnim podacima,za identifikaciju
PROGINS mutacije dovoljno dokazati inserciju 306 pb u intronu G (alu inserciju). Mutacija
introna G detektira se prisutnos¢u fragmenata 476 pb, dok prisustvo samo 170 pb fragmenata

predstavlja alel divljeg tipa.

Alu insercija sadrzi specificna mjesta koja polovicno odgovaraju estrogenu / Spl-
vezujuce mjesto (Alu-ERE / Spl), koje djeluje kao in-cis intronski pojaciva¢ §to dovodi do
povecéane transkripcije PROGINS alela kao odgovor na 17beta-estradiol (21). Takoder, alu
insercije u ljudskom genomu cesto su metilirane. Neki podaci govore da PROGINS alu
insercija ne utjeCe na transkripciju gena zbog metilacije DNA. Medutim, alu insercija
smanjuje stabilnost transkripta PROGINS alela i ne generira varijante spajanja. PROGINS
mutacija progesteronskih receptora manje reagira na progestin u usporedbi s najée$¢im
progesteronskim receptorima zbog smanjenih koli¢ina transkripta gena i smanjene aktivnosti

proteina (27).

Intron G
897
E7 ES
CAGAAAACAT (5) Alu CAGAAAACAT (5)
306 bp
-

Slika 2. Prikaz PROGINS alu insercije u intronu G. (prilagodeno prema Rowe i sur. (28))
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U trudno¢i se primje¢uje utjecaj PROGINS-a u smanjenju ucinkovitosti
progesteronskih receptora na progesteron i povecan rizik za stanja povezana s prijevremenim
porodom. Takoder, PROGINS alel se pokazao kao faktor rizika kod nekih pacijentica s

karcinomom dojke i karcinomom endometrija (21).
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2. HIPOTEZA

PROGINS alu insercija u genu za progesteronski receptor predstavlja genetiCki rizi¢ni

¢imbenik za prijevremeni porod.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Ispitati povezanost genske mutacije u progesteronskom receptoru (PROGINS alu

insercija) i pojave spontanih prijevremenih poroda.

2. Utvrditi je 1i navedena mutacija geneticki rizi¢ni ¢imbenik za prijevremeni porod.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1.  Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno kao retrospektivno istrazivanje parova.

4.2.  Ispitanici

Ispitivana populacija u ovom istrazivanju su rodilje s Klinike za ginekologiju 1
obstetriciju KBC Osijek. IstraZivanje je provedeno na 200 ljudi. Ispitivana populacija sastoji
se od 100 osoba (50 rodilje, 50 novorodencadi). Rodilje su podijeljene u nekoliko skupina:
rani prijevremeni porodi (prije 28. gest. tjedna), umjereni prijevremeni porodi (28 -32.gest.
tjedan) te kasni prijevremenih porodi (32.-37. gest. tjedan). Kriterij za isklju¢ivanje su
jatrogeni prijevremeni porod (indukcije radi preeklampsije, dijabetesa i drugo). Kontrolnu
skupinu od 100 uzoraka (50 rodilje, 50 novorodencadi) ¢ine terminske trudnice kojima je

porod krenuo spontano. Sve osobe ukljuéene u istrazivanje su bijele rase.

Sve rodilje potpisale su informirani pristanak koji se nalazi u arhivu Laboratorija. Pri
primitku u Laboratorij za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta Osijek, uzorci su

Sifrirani jedinstvenim laboratorijskim oznakama.

4.3. Metode

Nakon informiranog pristanka uzorkovala se krv trudnica jednokratno venepunkcijom,
a krv novorodencadi dobivena je iz pupCane vrpce. Krv je uzorkovana u epruvete s
antikoagulansom EDTA. Uzorci su analizirani metodama koje se u radu Laboratorija za
medicinsku genetiku koriste rutinski (izolacija DNA iz pune krvi, viSestruka lan¢ana reakcija

polimerazom (PCR) te agarozna gel elektroforeza). DNA se do analize ¢uvala u AE puferu.
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4.3.1. lzolacija DNA komercijalnim kitom NucleoSpin® Blood

NucleoSpin® Blood (Macherey-Nagel, Diren, Germany) komercijalni kit temelji se
na posebno obradenoj silicijevoj membrani s visokim kapacitetom vezanja nukleinskih
kiselina. Dobivena DNA moze se izravno upotrijebiti za PCR, Southern blotting, ili bilo koju
vrstu enzimatskih reakcija. Kit omogucuje izolaciju 4—6 pg Ciste genomske DNA od 200 puL
pune krvi s omjerom cCisto¢e A260/A280 izmedu 1,60 i 1,90 te tipicnom koncentracijom od

40-60 ng po uL.

Pomocu kita NucleoSpin® Blood pripremljena je genomska DNA iz pune krvi. Prvi
korak bilo je pipetiranje 25 pl Proteinaze K 1200 pl krvi u epruvetu od 1,5 ml. Sljede¢i korak
je dodavanje 200 pl pufera (Buffer B3) u epruvetu. Liza je postignuta inkubacijom pune krvi
na 70°C u otopini koja sadrzi velike koli¢ine kaotropnih iona u prisutnosti proteinaze K.
Odgovaraju¢i uvjeti za vezanje DNA na silicijsku membranu NucleoSpin® krvnih kolona
stvoreni su dodavanjem 210 pl etanola u svaki uzorak. Proces vezanja je reverzibilan i
specifican za nukleinske kiseline. Kontaminacije su uklonjene ispiranjem s dva razlicita
pufera (Buffer BW i Buffer B5). Cista genomska DNA konaéno je eluirana pod uvijetima
niske ionske snage u blago alkalnom eluacijskom puferu (Elution Buffer BE). Vrijeme

pripreme genomske DNA iz krvi s NucleoSpin® Blood bilo je manje od 30 minuta.

NucleoSpin® Blood procedure

Y‘ezanj e
_ifpiranje
‘i‘s'piranje
_§p§enje

eluacija

] cox) g g g

"
Kloniranje |
PCR

restrikcijska analiza

Slika 3. NucleoSpin® Blood mini spin kolona — shema postupka

(prilagodeno prema priru¢niku NucleoSpin® Blood (29))
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4.3.2. Provjera ¢istoée izolirane DNA pomoéu Qubit™ Fluorometra

Cistoéu izolirane DNA provjerili smo pomoéu Qubit fluorometra (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Qubit ™ Fluorometer je stacionarni fluorometar
koji se moze koristiti za kvantifikaciju DNA, RNA i proteina te za mjerenje integriteta i
kvalitete DNA i RNA pomoc¢u visoko osjetljivih i tocnih Qubit ™ testova na bazi
fluorescencije. Koncentracija ciljanih molekula ocitava se pomocu fluorescentne boje koja
emitira signal samo kada se veze na ciljanu molekulu, §to minimalizira utjecaj one€iS¢enja na

rezultat, ukljucujuci degradiranu DNA ili RNA.

Uzorak se prije mjerenja dodaje u radnu otopinu u kojoj se nalazi fluorescentna boja.
Dobivena otopina je izmijeSana i inkubirana pri sobnoj temperaturi 5 minuta. Nakon §to je na
uredaju izabran odgovarajuci tip analize, uredaj zapoCinje mjerenje koncentracija prvog i
drugog standarda. Kada su odredeni standardi, slijedi mjerenje koncentracije uzoraka.
Vrijeme potrebno za mjerenje koncentracija DNA, RNA ili proteina iznosi manje od 5

sekundi, a volumen uzorka koji je potreban za mjerenje koncentracije iznosi 1 pL.

4.3.3. UmnaZanje DNA lanéanom reakcijom polimeraze prema Qiagen komercijalnom
kitu (Taq PCR Core Kit)

Lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) metoda je kojom
se DNA umnoZava u velik broj identi¢nih kopija, a temelji se na enzimskoj reakciji DNA
polimeraze. PCR je osjetljiva i1 specificna metoda. Potrebno je poznavati slijed nukleotida

odsje¢ka DNA koji se umnaza kako bi se mogle kreirati pocetnice (engl. primers).

Pocetnice su sintetizirane molekule DNA duljine 18 - 24 parova baza. Koristene su
dvije pocetnice koje zapo€inju sintezu u suprotnim smjerovima na komplementarnim lancima
DNA. Pocetnice su odabrane prema protokolu opisanom u istrazivanju Agoulnik i sur. (2004)

u kojem se amplificira Intron G u genu za progesteronski receptor.

Koristene pocetnice su: {Forward: 5’GCCTCTAAAATGAAAGGCAGAAAGCS'i
Reverse: 5'GTATTTTCTTGCTAA ATGTCTC3'}, kako bi se umnozio intron G gena za

progesteronski receptor.
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DNA je umnozZena do koli¢ine dovoljne za analizu upotrebom komercijalnog Kita
prema protokolu proizvodaca Taq PCR Core Kit (Qiagen, Hilden, Germany) na uredaju AB
Applied BioSystems 2720 Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Reakcijska smjesa sadrzava Qiagen PCR pufer, smjesu dNTP-a,
(dATP, dGTP, dTTP, dCTP), dvije pocetnice, termostabilnu Taq DNA polimerazu te kalup
DNA. PCR reakcija izvedena je u reakcijskom volumenu od 25 pl.

Denaturacija molekule DNA odvija se pri temperaturi od 95°C kroz 15 minuta, pritom
dolazi do razdvajanja lanaca dvostruke uzvojnice DNA kalupa. Slijedi 30 ciklusa: 94°C, 1
min, temperatura se snizava na 50°C na 1 minutu, kako bi doslo do vezanja pocetnica na lance
DNA-kalupa. Pri 72°C kroz 1 minutu, DNA polimeraza sintetizira lanac DNA
komplementaran kalupu pocetnica. Slijedi zavrSno produljenje lanaca tijekom 10 min na
72°C. U svakoj PCR reakciji koristena je slijepa proba (destilirana voda umjesto kalupa DNA)
kao kontrola. Jednim ciklusom umnazanja iz svake molekule kalupa nastaju dvije identi¢ne
molekule DNA.

Uy

l\

Slika 4. Uredaj za PCR 2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems koristen u istrazivanju
(fotografija snimljena u Laboratoriju za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u
Osijeku, kolovoz 2019.)
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4.3.4. Agarozna gel elektroforeza

Za detekciju fragmenata nakon PCR reakcije koriStena je agarozna gel elektroforeza.
Za pripremu 2%-tnog agaroznog gela, trebalo je dodati 0,6 g izvagane agaroze u 30 ml
IXTBE pufera. Otopina se do vrenja zagrijavala u mikrovalnoj pe¢nici. Vazno je pripaziti da
ne otopina ne Kljuc¢a dugo kako ne bi isparila. Nakon §to je otopina prokljuc¢ala dodana su 3
ML boje Sybr Safe. Dodavanjem boje Sybr Safe, otopina je postala blago narancaste boje.
Mjesavina se ohladila na priblizno 40 °C i ulivena je u pripremljenu kadicu. Na kadicu sa
gelom stavljen je ¢eSalj za jazice. Agarozni gel se ostavi polimerizirati 20 min. Gel mora biti
zaStiCen od svjetlosti jer se ucinkovitost Sybr Safe boje smanjuje pod utjecajem svjetla.
Nakon §to se gel polimerizirao, ¢eSalj za jazice je odvojen od gela, a agarozni gel stavljen je u
uredaj za elektroforezu. Jazice za uzorke moraju biti na strani anode, kako bi se tijekom
elektroforeze negativno nabijene molekule kretale prema katodi. Na agarozni gel treba
uliveno je 1x TBE pufera volumena dovoljnog da pufer prekrije gel. DNA uzorci pomijeSani
su s bojom za nanoSenje (DNA loading Dye, Lonza Group AG, Basel, Switzerland) na nac¢in
da se stavi 3uL boje 1 15 puL uzorka DNA. Marker koji je koriSten je SimplyLoad 100bp DNA
Ladder. U prvu jazicu nanesena je slijepa proba, a u zadnju jazicu 5 pL. markera. Izmedu
jazice sa slijepom probom i jazice s markerom naneseni su DNA uzorci. Kada su naneseni svi
uzorci, zatvoren je uredaj za elektroforezu i spojen na protok struje od 80 V u periodu od 90

min.

Nakon zavrSene -elektroforeze, DNA vrpce vizualizirane su pomocu UV
transiluminatora (UVITEC, Cambridge, UK) i Sybr Safe boje. Rezultati su fotografirani i
dokumentirani pomoc¢u sustava za snimanje gelova Image Quant 150 (GE Healthcare Bio-

Sciences AB, Uppsala, Sweden).

4.3.5. Statisticke metode

Napravljena je deskriptivna statisticka obrada. Kategorijski podaci su predstavljeni
apsolutnim relativnim frekvencijama, a numericki podaci opisani aritmetiCkom sredinom 1

standardnom devijacijom u slucaju raspodjela koje slijede normalnu, a u ostalim slucajevima
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medijanom i granicama interkvartilnog raspona.Za statisticku obradu kvalitativnih vrijednosti
koriSten je y2-test, dok je za statisticku obradu kvantitativnih vrijednosti koristen Student t-
testu u sluc¢aju normalne razdiobe, a u slucaju izostanka normalne razdiobe koristen je Mann-
Whitney U test. StatistiCka analiza obradena je u programu MedCalc Statistical Software
verzija 18 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org;2019).

Razina znacajnosti postavljena je na p = 0,05.
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S. REZULTATI

Na temelju rezultata nastalih analizom 200 uzoraka krvi (100 ispitanici, 100 kontrolna
skupina), svakom uzorku dodijeljen je odgovarajuéi genotip. Mutacija u Intronu G otkrivena
je prisutnosc¢u fragmenata 476 bp, dok je prisutnost samo fragmenta 170 bp predstavljala alel
divljeg tipa. Osobe s insercijom u intronu G na oba alela odgovaraju genotipu mutiranog
homozigota (homozigot mt/mt). Osobe koje imaju inserciju u intronu G samo na jednom
alelu, a drugi alel je bez mutacije, odgovaraju genotipu heterozigota. Osobe koje nemaju
inserciju u intronu G niti na jednom alelu odgovaraju genotipu homozigota divljeg tipa
(homozigot wt/wt).

Slijepa proba 100 bp Ladder

" . !

Homozigot mt/mt

— 476 bp

Heterozigot

— 170bp

Homozigot wt/wt 4f

Slika 5. Mutacija u Intronu G otkrivena je prisutnoscu fragmenata 476 bp, dok je prisutnost
samo fragmenata 170 bp predstavljala alel divljeg tipa. (fotografija snimljena u Laboratoriju

za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Osijeku, kolovoz 2019.)
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5.1. Prikaz anamnestic¢kih podataka rodilja

Tablica 1. prikazuje prosjecne vrijednosti dobi, trajanja trudnoce u tjednima i indeksa
tjelesne tezine po skupinama ovisno o terminu poroda rodilja. Dob rodilja, kao i indeks
tjelesne tezine Koji mogu biti rizi¢ni ¢imbenici prijevremenog poroda, u ovom slu¢aju nisu se
pokazali kao takvi. U skupinama rodilja koje su rodile prijevremeno nalazi se podjednak broj
pretilih rodilja kao i u skupini rodilja koje su rodile u terminu. Pothranjenih rodilja nema ni u
jednoj skupini.

Tablica 1. Prikaz anamnestickih podataka rodilja (prosje¢ne vrijednosti pojedinih podataka o
rodiljama po skupinama)

Terminske Rani Umjereni Kasni
trudnice (N) | prijevremeni | prijevremeni | prijevremeni
porod (N) porod (N) porod (N)
Trajanje trudnoée u 39+2 26+2 29+6 35
tjednima i danima
Dob 31,56 (50) 28,25 (8) 28,64 (11) 32,21 (31)
Idealna tjelesna tezina 23 (20) 23,25 (2) 22,48 (6) 23,65 (12)
(BMI 20-25)
Prekomjerna tjelesna 27,36 (19) 26,53 (4) 27,33 (3) 26,86 (16)
teZina
(BMI 25-30)
Pretilost 32,98 (11) 30,5 (2) 31,7 (2) 33,67 (3)
(BMI >30)

5.2.  Prikaz ucestalosti genotipova po skupinama

U tablicama 2 i 3. prikazane su apsolutne i relativne frekvencije genotipova ispitanika
i kontrola. Usporedeni su genotipovi ispitanika i kontrola, odnosno ucestalost PROGINS alu
insercije kod rodilja koje su rodile prijevremeno i njihove djece, kao i ucestalost PROGINS

alu insercije kod kontrolne skupine.

Tablica 2. sadrzi podatke s kojima su usporedene majke iz kontrolne skupine i
ispitanice (= 1.392, p = 0.8456); dok se tablica 3. odnosi na usporedbu djece iz kontrolne

skupine i djece ispitanika (* = 2.997, p = 0.558). Dobiveni rezultati prate normalnu razdiobu.
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Nakon statisticke analize y?- testom u programu MedCalc i dobivenih vrijednosti utvrdeno je

da nema znacajne razlike izmedu ispitanika i kontrolne skupine (y>= 2.447, p = 0.654).

Tablica 2. Prikaz ucestalosti genotipova po skupinama ovisno o terminu poroda (majke).

Terminski Rani Umjereni Kasni
porod prijevremeni prijevremeni prijevremeni
GENOTIP (rodilje) | (Nuk*=50) | porod (Nu=8) | porod (Nu=11) | porod (Nu=31)

AF (RF %)t | AF(RF %)t | AF(RF%)f | AF (RF %)t
Heterozigot 11 (22) 1(12,5) 0 (0) 11 (35,48)

Homozigot wtwt | 38 (76) 5 (62,5) 10 (90,9) 20 (64,52)

Homozigot mt/mt 1(2) 2 (25) 1(9,1) 0 (0)

*Nuk — ukupan broj rodilja u skupini

+ AF (RF %) —apsolutna i relativna frekvencija ( y°- test)

Tablica 3. Prikaz ucestalosti genotipova po skupinama ovisno o terminu poroda (djeca).

Terminski Rani Umjereni Kasni
porod prijevremeni prijevremeni prijevremeni
GENOTIP (djeca) | (Nuk*=50) porod (Nu=8) | porod (Nuk=11) | porod (Nuk=31)

AF (RF %)t | AF (RF %)+t AF (RF %)+t AF (RF %)+t

Heterozigot

12 (24) 5 (62,5) 2 (18,18) 11 (35,48)
Homozigot wt/wt 35 (70) 3 (37,5) 9 (81,82) 18 (58,06)
Homozigot mt/mt 3(6) 0 (0) 0 (0) 2 (6,46)

*Nuk — ukupan broj djece u skupini

+ AF (RF %) —apsolutna i relativna frekvencija ( )(2- test)

5.3. Razina progesterona u krvi majki pri porodu

Rodiljama je pri porodu izmjerena razina progesterona u krvi. Kod rodilja koje su
rodile prijevremeno ne postoji normalna razdioba. Najniza razina progesterona kod rodilja

koje su rodile prijevremeno iznosi 1,92 nmol/l, a najvisa razina iznosi 1046,58 nmol/l.
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Nasuprot tome, kod terminskih trudnica uocena je normalna razdioba u razini progesterona te

je aritmeti¢ka sredina razine progesterona rodilja koje su rodile u terminu iznosila 484,54

nmol/l.
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Kontrolna skupina

Slika 6.

Ispitanici

Usporedba izmjerenih razina progesterona kontrolne skupine i rodilja koje su rodile

prijevremeno. Vrijednosti progesterona kontrolne skupine prate normalnu razdiobu, za razliku

od skupine rodilja koje su rodile prijevremeno.

U tablici 4. nalaze se prosjeéne vrijednosti izmjerenog progesterona trudnica pri

porodu, ovisno o terminu poroda. U sluaju normalne razdiobe koriStena je aritmeticka

sredina 1 standardna devijacija, dok je u slucaju odstupanja od normalne razdiobe koriSten

medijan i granice interkvartilnog raspona. Pomocu statisticke analize Mann-Whitney U

testom za nezavisne uzorke dobivena je vrijednost p < 0.0001, sto potvrduje znac¢ajnu razliku

u razinama izmjerenog progesterona za kontrolnu skupinu i skupinu ispitanika.

Tablica 4. Prikaz prosje¢nih vrijednosti progesterona po skupinama ovisno o terminu poroda

trudnice.
Terminske Rani Umjereni Kasni
trudnice prijevremeni prijevremeni prijevremeni
(nmol/l) porod (nmol/l) porod (nmo/l) porod (nmol/l)
Razina 484,54 +192,28 | 27,41 (15,9-97,1) | 68 (36,4-332,7) | 283,4 (45,6-471,2)
progesterona
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Referentne vrijednost za progesteron iznose 314,82-1087,56 nmol/l za terminski porod
te 50,18-467,46 nmol/l za preuranjeni porod (30). U kontrolnoj skupini (N=50) nalazi se
sedam trudnica c¢ije vrijednosti progesterona nisu u granicama referentnih vrijednosti, ali nisu
od patoloskog znacaja. Kod skupine rodilja koje su imale rani prijevremeni porod (N=8) pet
je rodilja ¢ije su vrijednosti progesterona ispod referentnih intervala, a u skupini rodilja koje
su imale umjereni prijevremeni porod (N=11) nalaze se Cetiri rodilje ¢ije su vrijednosti
progesterona ispod referentnih intervala. U zadnjoj skupini rodilja, rodilja kasnog
prijevremenog poroda (N=31), devet je rodilja koje imaju vrijednost progesterona ispod
granice referentnog intervala te osam rodilja Cija je vrijednost progesterona iznad granice

referentnog intervala.

Znacajne razlike i odstupanja su ocekivani buduci da se radi o usporedbi terminskog
poroda s prijevremenim porodom. Progesteron moze imati ulogu u pokretanju prijevremenog
poroda s obzirom na to da je dokazano da se porodaj moze inducirati inhibicijom njegove

aktivnosti.
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6. RASPRAVA

Temeljem provedenog istrazivanja moze se zaklju¢iti da PROGINS alu insercija u
genu za progesteronski receptor ne utjee znacajno na vrijeme u kojem ¢e trudnica roditi. Iz
navedenog proizlazi da rezultati istrazivanja povedenog na 200 ljudi pokazuju da navedena
mutacija progesteronskog receptora (PROGINS alu insercija) ne predstavlja geneticki rizi¢ni

¢imbenik za prijevremeni porod.

Dobiveni rezultati ne slazu se s ostalim provedenim studijama. Neke studije (Langmia
i sur., 2015; Ehn i sur., 2007; Tiwari i sur., 2014; Mann i sur., 2012.) (31-34) otkrile su da
mutacije progesteronskih receptora imaju znacajan utjecaj na modulaciju prijevremenog
porodaja. Postoji mogucénost da mutacija maj¢inog ili fetalnog PGR gena dovede do razlike i,
prema tome, prijevremenog porodaja. Ehn i sur. (32) otkrili su da mutacija u fetalnom i
maj¢inskom PRG pridonosi ve¢oj mogucnosti prijevremenog porodaja. Ostale studije samo su

potvrdile da Zene s tim mutacijama imaju veci rizik od prijevremenog porodaja.

U rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju uoc¢eno je da je povezanost izmedu
genotipa novorodencadi i majki znacajna te iz tog proizlazi zaklju¢ak da je genetski utjecaj
oca na rizik za prijevremeni porodaj minimalan. Dobiveni rezultati slazu se s opseznom
studijom provedenoj u Svedskoj 2010. godine. Navedena studija pokazala je da su i majéini i
fetalni geni ukljuceni u rizik za prijevremeni porodaj (35,36). Fetalni genetski faktori ¢inili su
13,1% varijacije u gestacijskoj dobi tijekom porodaja, dok su genetski ¢imbenici majki Cinili
20,6% (34). Drugo istrazivanje, Svensson i sur., pokazalo je da je 25% varijacija
prijevremenih porodaja objas$njeno genetickim ucincima majke, a 5% fetalnim genetskim
u¢inkom (37). Ovo istrazivanje, kao i druga istrazivanja, pokazalo je da je ocev geneticki
utjecaj na rizik za prijevremeni porodaj minimalan (do 5%) ili da uopcée nema utjecaja. Ta je
¢injenica u neskladu s dvije norveske studije (38,39). U istoj studiji Svensson i sur. (37)
pokazano je da je fetalni genetski ucinak veci ako je prijevremeni porod uzrokovan iz

medicinskih razloga.

Osim toga, dokazano je da mutacije progesteronskih receptora razli¢ito utje¢u na
porodaj, ovisno o rasi. U provedeno istrazivanje bile su ukljuéene samo bjelkinje, stoga iz

dobivenih rezultata ne mozemo usporediti koliki utjecaj u riziku za prijevremeni porod ima
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rasa. Medutim, studije su pokazale da je postotak prijevremenih porodaja veci u populaciji

Afroamerikanaca nego u populaciji bijelaca (4,5).

Takoder, rodiljama je pri porodu mjerena razina progesterona u Kkrvi budu¢i da
progesteron moze imati ulogu u pokretanju prijevremenog porodaja s obzirom na to da je
dokazano da se porodaj moze inducirati inhibicijom njegove aktivnosti. Razine progesterona
u provedenom istrazivanju ne slazu se sa studijom koja kaze da su zabiljeZzene vece razine
progesterona u serumu u 28.-32-0g tjedna trudnoce kod Zena koje su imale prijevremeni
porodaj (40). U dobivenim rezultatima razina progesterona kod rodilja umjerenih
prijevremenih poroda je kod gotovo polovice rodilja niza od referentnog intervala. 1zmjerene
razine progesterona u krvi rodilja koje su rodile prijevremeno i rodilja koje su rodile u terminu
razlikuju se, ali nisu patolosSke te stoga nisu od velikog znacaja. Dob rodilja, kao i indeks
tjelesne tezine koji mogu biti rizi¢ni ¢imbenici prijevremenog poroda, u ovom slucaju nisu se

pokazali kao takvi.

Buduc¢i da se rezultati provedenog istrazivanja u sklopu ovog zavrSnog rada ne slazu
sa prethodno provedenim studijama, u buducnosti bi trebalo ponoviti istrazivanje na vecoj
skupini ispitanika kako bi povecali vjerojatnost za dokazivanje povezanosti PROGINS alu
insercije s prijevremenim porodom Zena koje nose navedenu mutaciju na progesteronskom

receptoru.
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7.  ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja, u kojem su ispitanici bile 50 rodilja koje su rodile
prijevremeno te njihova novorodencadrodena prijevremeno i kontrolna skupina od 50
terminskih trudnica i njihova novorodencad rodena na vrijeme,moze se zakljuciti da nema
znacajne razlike u ucestalosti PROGINS alu insercije izmedu ispitanika i kontrolne skupine.
Iz navedenih rezultata istrazivanja mozemo zakljuéiti da PROGINS alu insercija u genu za
progesteronski receptor ne utje¢e znacajno na prijevremeni porod, stoga navedena mutacija ne

predstavlja geneticki rizi¢ni ¢imbenik za prijevremeni porod.
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HIPOTEZA: PROGINS alu insercija u genu za progesteronski receptor predstavlja geneticki

rizi¢ni ¢imbenik za prijevremeni porod.

CILJEVI ISTRAZIVANJA: Ciljevi ovog istrazivanja bili su ispitati povezanost genske
mutacije u progesteronskom receptoru (PROGINS alu insercija) i pojave spontanih
prijevremenih poroda i utvrditi je li navedena mutacija geneticki riziéni ¢imbenik za

prijevremeni porod.
USTROJ STUDIJE: Retrospektivno istrazivanje parova.

ISPITANICI | METODE: Ispitivana populacija u ovom istrazivanju su rodilje s Klinike za
ginekologiju i obstetriciju KBC Osijek. Ispitivana populacija trudnica koje su rodile
prijevremeno sastoji se od 100 uzoraka (50 rodilje, 50 novorodencad). Kontrolnu skupinu (50
rodilje, 50 novorodencad) ¢ine terminske trudnice kojima je porod krenuo spontano. Kriterij
za isklju¢ivanje su jatrogeni prijevremeni porod (indukcije radi preeklampsije, dijabetesa i
drugo). Uzorkovala se krv trudnica jednokratno venepunkcijom, a krv novorodencadi
dobivena je iz pup¢ane vrpce. DNA je iozolirana iz pune krvi komercijalnim spin kolonama te
primjenom PCR-a i elektroforeze ispitano postojanje PROGINS alu insercije. Rezultati su

statisti¢ki analizirani.

REZULTATI: Svakom uzorku dodijeljen je odgovarajuci genotip. Nakon statisti¢ke analize
uoceno je da nema znacajne razlike u ucestalosti PROGINS alu insercije izmedu ispitanika i
kontrolne skupine. Usporedba rodilja iz kontrolne skupine i rodilja ispitanica (p = 0.8456);
usporedba djece iz kontrolne skupina i djece ispitanika ( p = 0.558). KoriSteni su Hi kvadrat
test, Student t-test te Mann-Whitney U test za nezavisne uzorke. Razina znacajnosti

postavljena je na p = 0,05.

ZAKLJUCAK: Iz navedenih rezultata istraZivanja moZzemo zaklju¢iti da PROGINS alu
insercija u genu za progesteronski receptor ne predstavlja rizi¢ni ¢imbenik za prijevremeni

porod.

KLJUCNE RIJECI: prijevremeni porod; progesteron; progesteronski receptor; progins alu

insercija
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9. SUMMARY
The influence od progins alu insertion on the function od progesterone

receptors and the modulation of premature delivery risk

HYPOTHESIS: PROGINS alu insertion in the progesterone receptor gene is a genetic risk
factor for preterm delivery.

OBJECTIVES: The objectives of this study were to investigate the association of gene
mutation in the progesterone receptor (PROGINS alu insertion) with the occurrence of
spontaneous preterm birth and to determine whether the mutation is a genetic risk factor for
preterm delivery.

STUDY DESIGN: Retrospective study.

PARTICIPANTS AND METHODS: The study population in this study is a maternity ward
from the Clinic for Gynecology and Obstetrics, Clinical Hospital Center Osijek. The study
population of pregnant women who gave birth prematurely consists of 100 samples (50
women giving birth, 50 newborns). The control group (50 women giving birth, 50 newborns)
consists of term pregnant women who have given birth spontaneously. Exclusion criteria are
iatrogenic preterm delivery (induction for preeclampsia, diabetes and more). The blood of
pregnant women was sampled by venipuncture, and the blood of newborns was obtained from
the umbilical cord. DNA was isolated from whole blood by commercial spin columns and the
existence of PROGINS alu insertion was examined using PCR and electrophoresis. The

results were statistically analyzed.

RESULTS: Each sample was assigned a corresponding genotype. After the statistical
analysis, it was found that there was no significant difference in the frequency of PROGINS
alu insertion between the subjects and the control group.Comparison of maternity control and
respondent groups (p = 0.8456); comparison of children from the control group and children
of the subjects (p = 0.558). Tests that were used are Chi-squared test, Student t-test and

Mann-Whitney U test for independent samples. The significance level was set at p = 0.05.

CONCLUSION: From the aforementioned research results we can conclude that PROGINS

alu insertion in the progesterone receptor gene is not a genetic risk factor for preterm delivery.

KEYWORDS: preterm delivery, progesterone; progesterone receptor, progins alu insertion
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