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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi postoje li u genomu Zena varijante gena
koje bi mogle predstavljati E&imbenike rizika za idiopatski spontani prijevremeni porod (ISPP).
Dodatno, specifi¢ni ciljevi istrazivanja bili su: utvrditi panel gena kandidata koji je doprinosio
nastanku ISPP-a, utvrditi prisutnost Cestih varijanti u panelu gena kandidata, te utvrditi jesu li
postojale znacajne rijetke varijante u tom panelu ili u novim genima kandidatima koje bi mogle
predstavljati Cimbenike rizika za obiteljski i/ili sporadi¢ni ISPP.

Ispitanici i metode: U prvom koraku, sustavnim pregledom literature i metaanalizom,
identificiran je panel gena kandidata koji znaCajno doprinosi riziku za ISPP. U drugom koraku,
istrazena je geneticka povezanost odnosno prisustvo ili odsustvo Cestih varijanti u panelu gena
kandidata u 573 ispitanice (248 sa sporadi¢nim ISPP-om, 44 s obiteljskim ISPP-om te 281
kontrola). U tre¢em koraku, sekvenciranjem cjelokupnog egzoma te provodenjem analize
opterecenja na ukupno 188 ispitanica (31 s obiteljskim ISPP-om, 59 sa sporadi¢nim ISPP-om
i 98 kontrola), istrazeno je postoje li rijetke predvideno patogene (RPP) varijante u panelu gena
kandidata, te jesu li prisutne RPP varijante u novim genima koji bi mogli biti povezani s ISPP-
om.

Rezultati: Analizom RPP varijanti identificirano je 56 novih gena kandidata medu ispitanicama
s ISPP-om. RPP varijante bile su statisti¢ki zna¢ajno ¢eS¢e u skupini s obiteljskim ISPP-om u
usporedbi s sporadiénim slu€ajevima (P=0.037). Na temelju u€estalosti dijeljenih RPP varijanti,
posebno se istaknuo gen PRUNEZ2, prisutan u dvije obitelji s ISPP-om. Analiza bioloSkih
puteva ukazala je na metabolizam pirimidina (Padj=0.002). Takoder su analizirane RPP
varijante unutar panela od 36 gena kandidata, definiranih sustavnim pregledom i
metaanalizom. lako analiza opterecenja nije pokazala statistiC¢ki znacajno obogacenje RPP
varijantama unutar cijelog panela (P>0.05), identificirane su varijante u 6 gena iz panela.
Unutar istog panela, Cesta varijanta rs2963463 u genu EBF1 pokazala je znaCajnu povezanost
s ISPP-om (Padj=0.03); ispitanice s minor CC genotipom imale su 3 do 4 puta niZi rizik za
razvoj ISPP-a.

Zakljuéak: Ovim je istraZivanjem potvrdena polaziSna hipoteza istrazivanja, da je geneticka
predispozicija za ISPP odredena varijabilnoS¢u genoma Zene. Identificirane su RPP varijante
CeSce zastupljene u obiteljskim slu€ajevima ISPP-a, Sto dodatno podupire ulogu nasljednih

¢imbenika u razvoju ovog stanja.

Kljuéne rije€i: GenetiCka varijabilnost; IstraZivanje genetiCke povezanosti; Prijevremeni

porod; Sekvenciranje cjelokupnog egzoma
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SUMMARY

Objectives: The aim of this study was to determine whether there are genetic variants in the
genome of women that could represent risk factors for idiopathic spontaneous preterm birth
(ISPTB). In addition, the specific aims were: to identify a panel of candidate genes that
contribute to ISPTB, to determine the presence of common variants within this panel, and to
investigate whether significant rare variants exist in these candidate genes or in newly
identified genes that may be risk factors for familial and/or sporadic ISPTB.

Patients and Methods: In a first step, a systematic literature search and meta-analysis were
performed to identify a panel of candidate genes significantly associated with ISPTB risk. In
the second step, a genetic association study was conducted on 573 participants (248 with
sporadic ISPTB, 44 with familial ISPTB and 281 controls) to determine the presence or
absence of common variants in the candidate gene panel associated with ISPTB risk. In the
third step, whole-exome sequencing and burden analysis were performed on a total of 188
participants (31 with familial ISPTB, 59 with sporadic ISPTB and 98 controls) to evaluate the
presence of rare predicted pathogenic (RPP) variants in the candidate gene panel and to
identify whether RPP variants exist in new genes potentially associated with ISPTB.

Results: Analysis of RPP variants identified 56 novel candidate genes among individuals with
ISPTB. RPP variants were significantly more frequent in the familial ISPTB group compared to
sporadic cases (P=0.037). Among the identified variants, the PRUNEZ2 gene emerged as a
prominent candidate, with shared RPP variants observed in two unrelated families affected by
ISPTB. Pathway analysis highlighted pyrimidine metabolism as the most significantly enriched
biological process (Padj=0.002). RPP variants were also analysed within a panel of 36
candidate genes previously defined through a systematic review and meta-analysis. Although
burden analysis did not show statistically significant enrichment of RPP variants within the
entire panel (P>0.05), variants were identified in six genes from the panel. Within the same
panel, a common variant, rs2963463 in the EBF1 gene, showed a significant association with
ISPP (Padj=0.03); individuals with the minor CC genotype had a 3- to 4-fold lower risk of
developing ISPTP.

Conclusion: This study confirmed the initial hypothesis that genetic predisposition to ISPTB
is determined by the variability of the maternal genome. The identified RPP variants occurred
more frequently in familial cases of ISPTB, further supporting the role of inherited factors in the

development of this condition.

Key words: Genetic Variations; Genetic Association Study; Preterm birth; Whole Exome

Sequencing
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1. UVOD

1.1. Definicija prijevremenog poroda
Prijevremeni porod (PP, od engl. preterm birth), prema definiciji Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO, od engl. World Health Organization), oznaCava svaki porod Zivorodenceta

navrsen prije 37. tiedna gestacije [1].

1.2. Prevalencija prijevremenog poroda

PP je globalni zdravstveni izazov koji svake godine zahvaéa oko 13,4 milijuna novorodencadi
diliem svijeta te je vodeci uzrok mortaliteta djece mlade od 5 godina [2,3]. Nadalje, PP znatno
povecCava rizik za neurolodke razvojne poremecaje te respiratorne, kardiovaskularne i
gastrointestinalne komplikacije u prijevremeno rodene djece u odnosu na novorodenc¢ad
rodenu terminski [4]. Unatog zna€ajnom napretku perinatalne skrbi i sve boljem razumijevanju
rizi€nih ¢imbenika, incidencija PP-a ne pokazuje trend smanjenja, ve¢ biljeZi porast u vecini
industrijaliziranih zemalja usprkos brojnim javnozdravstvenim i medicinskim intervencijama
usmjerenima na njegovo smanjenje [5].

U Hrvatskoj se godiSnje 6-7% novorodenc¢adi, odnosno ukupno oko 2500 djece, rada
prijevremeno [6]. S mortalitethom stopom od 2.5 na 1000 zivorodenih, PP predstavlja vodedéi

uzrok dojenacke smrtnosti u Hrvatskoj [6,7].

1.3. Podjela prijevremenog poroda

Klinicki se PP s obzirom na nacin nastanka moze klasificirati kao spontani (SPP, od engl.
spontaneous preterm birth) ili medicinski indiciran (MIPP, od engl. medically indicated). MIPP
je porod koji se planirano izaziva ili dovrSava prije prirodnog pocetka zbog medicinskih razloga
koji ugrozavaju zdravlje majke ili djeteta (npr. preeklampsija/eklampsija, predlezeéa posteljica,
abrupcija posteljice, intrauterini zastoj rasta, fetalni distres) [4]. Dvije treCine PP-a posljedica
su spontanog pocetka prijevremenog porodaja, bilo kontrakcijama bez prsnuéa vodenjaka ili
prijevremenim prsnu¢em plodovih ovoja (PPPO), barem sat vremena prije pocetka trudova [8].
Prema WHO smjernicama, PP se s obzirom na gestacijsku dob moze podijeliti u tri kategorije:
(1) izrazito ili ekstremno rani PP, prije navrenih 28 tiedana, (I1) vrlo rani PP, izmedu 28 i 3157
tiedana te (Ill) umjereni ili kasni PP, izmedu 32 i 36*%" tjedana [9]. lako novoroden¢ad rodena
izmedu 34. i 36. tiedna gestacije Cini najveci udio u skupini prijevremeno rodenih beba (75%),
njihove klinicke manifestacije opc¢enito su blaze u usporedbi s djecom rodenom u ranijim

gestacijskim tjednima [5].



1.4. Patogeneza prijevremenog poroda

1.4.1. Kaskada poroda

Trudnoca se dijeli u Cetiri faze: nulta faza (relaksacija maternice), faza | (aktivacija miometrija),
faza Il (stimulacija miometrija) i faza lll (involucija).

Nultu fazu (tiha faza), koja traje veci dio trudnoce (95%), karakterizira relaksacija miometrija
djelovanjem brojnih inhibitora, ukljuCujuci progesteron, prostacikline, relaksin, dusikov oksid te
peptid povezan s paratiroidnim hormonom [10].

Faza | zapocinje kao rezultat dvaju klju€nih procesa: aktivacije fetalne hipotalmusno-hipofizno-
nadbubrezne (HPA, od engl. hypothalamic-pituitary-adrenal) osi i mehani¢kog rastezanja
maternice [11]. Aktivacija HPA osi, koja se dogada uslijed sazrijevanja ploda, dovodi do
pojatanog stvaranja kortizola u fetalnim nadbubreznim Zlijezdama. Kortizol poti€e sintezu
ciklooksigenaze-2 (COX- 2, od engl. cyclooxygenase-2) i prostaglandina, koji dalje stimuliraju
proizvodnju estrogena [10, 12]. Estrogen smanjuje aktivnost progesteronskih receptora, te
priprema miometrij za porod. Istovremeno, rastezanje maternice zbog rasta ploda uzrokuje
povecanu sintezu proteina povezanih s kontrakcijama (CAPs, od engl. contraction-associated
proteins), kao Sto su koneksin 43, oksitocinski receptori (OXTR, od engl. oxytocin receptor) i
proteini ionskih kanala. Ovi proteini olakSavaju medustaniénu komunikaciju i koordinaciju
kontrakcija miometrija [10, 12]. Njihov izrazaj pozitivho je reguliran estrogenom, a negativno
progesteronom, ¢ime se uspostavlja ravnoteza potrebna za uspjeSan pocetak poroda.

Faza Il ukljuuje kompleksnu kaskadu dogadaja, pri ¢emu kljuénu ulogu ima kortikotropin-
oslobadajuéi hormon (CRH, od engl. corticotropin-releasing hormone) koji stimulira kontrakcije
miometrija i smanjuje osjetljivost na progesteron. Prostaglandini, &ija se sinteza poja¢ava pod
utjecajem estrogena, CRH-a, kortizola i proupalnih citokina poput IL-1B (od engl. interleukin-1
beta) i TNF-a (od engl. tumor necrosis factor alpha), igraju kljuénu ulogu u sazrijevanju cerviksa
i sinkronizaciji kontrakcija miometrija.

Konacno, faza Ill ozna¢ava involuciju, odnosno povratak maternice i vrata maternice u stanje
prije trudnoce, nakon poroda novorodenceta i posteljice.

1.4.2. PocCetak spontanog prijevremenog poroda

SPP Cesto se tretira kao jedno stanje, no sve viSe dokaza sugerira da je rije€ o sindromu koji
proizlazi iz niza patoloSkih procesa [13]. U osnovi, SPP moze predstavljati "kratki spoj" ili
preopterecenje normalnog kaskadnog procesa poroda, pri Eemu dolazi do prerane aktivacije
kljuénih komponenti, kao Sto su sazrijevanje cerviksa, povecanje kontraktilne aktivnosti

miometrija i PPPO-a.



Neki od mogucéih poznatih mehanizama nastanka SPP-a (Slika 1) su:

I. Infekcija
Najmanje 40% SPP-a povezano je s intrauterinom infekcijom, koja mozZe nastati uslijed
infekcija majke (npr. bakterijska vaginoza, infekcija mokracnih puteva), infekcije plodovih ovoja
(npr. korioamnionitis) ili infekcije unutar posteljice [14,15]. Mehanizmi kojima intrauterine
infekcije uzrokuju SPP povezani su s aktivacijom urodenog imunoloskog odgovora:
mikroorganizmi i njihovi produkti aktiviraju TLRs (od engl. toll-like receptors), §to potice
oslobadanje kemokina (npr. IL-8, IL-1, CCL-2) i citokina (npr. IL-B, TNF-a) [16]. Oni potom
stimuliraju proizvodnju prostaglandina, proteaza i drugih upalnih medijatora koji razgraduju
izvanstani¢ni matriks. Prostaglandini poti€u kontrakcije maternice, dok razgradnja
izvanstani¢énog matriksa u plodovim ovojima moZze dovesti do PPPO-a [16].

II.  Uteroplacentarna ishemija i/ili krvarenje
Uteroplacentarna ishemija i/ili krvarenje, uzrokovani poreme¢enom homeostazom decidue,
mogu dovesti do SPP-a. PredloZzena su dva mehanizma: prvi ukljuCuje promjene u renin-
angiotenzin-aldosteronskom sustavu, dok drugi upucuje na poviSene koncentracije trombina.
Uteroplacentarna ishemija potiCe stvaranje renina u maternici, a njegov metabolit, angiotenzin
II, moze izravno ili neizravno pojacati kontrakcije maternice [17]. U sluCaju teSke ishemije,
nekroza decidue i popratno krvarenje poticu prekomjerno lu€enje trombina, koji dodatno
stimulira kontrakcije miometrija i doprinosi degradaciji izvanstanicnog matriksa, Sto vodi do
SPP-a [18].

[ll.  PatoloSko/prekomjerno Sirenje maternice
Polihidramnion, makrosomija i viSeplodne trudnoce povecavaiju rizik od SPP-a [17]. Mehanizmi
koji dovode do SPP-a u ovi slu€ajevima nisu potpuno poznati, no pretpostavlja se da Sirenje
maternice inducira ekspresiju proteina povezanih s kontrakcijama, poput OXTR-a i koneksina-
43 [19]. Posljedic¢no, dolazi do oslobadanja prostaglandina, koji povecava proizvodnju IL-8 i
kolagenaze, &ime se olakSava zrenje cerviksa. Ovaj mehanizam rastezanja, fizioloski je
izrazen u kasnoj trudnodi i porodu, no zbog nedostatka eksperimentalnih modela, jo$ uvijek
nije u potpunosti jasno kako uzrokuje SPP.

IV. Insuficijencija cerviksa
Insuficijencija cerviksa podrazumijeva otvorenost cerviksa i/ili urodenu ili ste€enu smanjenu
¢vrstocu cervikalnog tkiva [20]. Medu moguce uzroke ubrajaju se urodeni poremecaji (npr.
hipoplasti¢ni cerviks) te ste€eni faktori, poput kirurSkih zahvata (npr. konizacija, LLETZ) ili
infekcija te oStec¢enja cervikalne strukture uslijed ponovljenih dilatacija [17]. Unato€ pokuSajima
lijeCenja cervikalne insuficijencije serklazom i/ili progesteronom, cervikalna insuficijencija i

dalje ostaje jedan od glavnih rizi¢nih faktora za izrazito rani PP [17].



V.  Hormonske promjene
Svi prethodno spomenuti hormoni, uklju€ujuéi progesteron i estrogene, imaju kljuénu ulogu u
regulaciji trudnocée. Progesteron odrzava trudnoc¢u smanjujuci kontraktiinost miometrija,
sprjeCavaju¢i sazrijevanje cerviksa i inhibiraju¢i upalne procese, dok estrogeni djeluju
suprotno, poti¢uéi kontrakcije i sazrijevanje cerviksa. Neravnoteza u njihovom djelovanju moze
potaknuti SPP-a [21].

Uteroplacentarna ishemija i/ili

krvarenje \ o

/
PatoloSko/prekomjerno I /}

,l Hormonske promjene l

== | |nfekcija

Y. . . -
Sirenje maternice

Insuficijencija cerviksa l == ‘

= [Nepeanat |

Slika 1. Predlozeni mehanizmi nastanka spontanog prijevremenog poroda

1.5. Cimbenici rizika za prijevremeni porod

Unato€ brojnim dosad opisanim mehanizmima koji mogu dovesti do nastanka SPP-a, etiologija
ostaje nepoznata u viSe od 45-50 % sluCajeva, pri Cemu se takvi sluCajevi klasificiraju kao
idiopatski SPP (ISPP, od engl. idiopathic spontaneous preterm birth) [22]. Multifaktorijalnoj
patofiziologiji ISPP-a pridonose razli€iti ¢imbenici rizika poput: dobi majke, viSeplodnih
trudnoca, kraéeg intervala izmedu trudnoca, etniCke pripadnosti te socioekonomskog statusa,
zlouporabe opojnih sredstava, pusenja, konzumacije alkohola te prehrane.

Istrazivanja pokazuju da zene mlade od 17 ili starije od 35 godina imaju vedi rizik za PP [23—
25]. Povecani rizik takoder je prisutan i u zena s viSeplodnom trudnoc¢om (15-20 % svih PP),
pri Eemu se oko 40 % blizanaca rada spontano prijevremeno [5]. Buduéi da potpomognuta
oplodnja i stimulacija ovulacije povecéavaju vjerojatnost viseplodnih trudnoca, zene koje su
zacCele uz pomo¢ medicinski potpomognute oplodnje imaju veci rizik za PP [26]. Nadalje, vazno
je istaknuti da i kraéi interval izmedu trudnoca (< 6 mjeseci) predstavlja neovisan ¢imbenik
rizika za PP [5, 27].

Stope PP-a variraju medu etni¢kim skupinama, pa tako pripadnost afroamerickoj rasi povisuje

rizik za izrazito ili ekstremno rani PP (<28 tjedna gestacije) ¢ak 3 puta [26, 28, 29]. Fizicki i
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psihosocijalni stres takoder su povezani s veéim rizikom, a loSiji socioekonomski status,
mijerljiv niskim prihodima ili nizom razinom obrazovanja, Cesto je u korelaciji [26, 30]. lako
mehanizam koji povezuje psihosocijalni stres s povecéanim rizikom od PP-a nije poznat,
predlozena je uloga kortikotropin-oslobadajuéeg hormona [5]. Mehanizmi kojima pusenje
utjeCe na stopu PP-a nisu potpuno razjasnjeni, no poznato je da nikotin i ugljikov monoksid,
kao snazni vazokonstriktori, oste¢uju posteljicu i smanjuju uteroplacentarni protok krvi, sto
posliedi€no dovodi do zaostajanja rasta ploda [31, 32]. Osim aktivhog puSenja tijekom
trudnoce, nekoliko recentnih istrazivanja pokazuje je da i pasivno izlaganje duhanskom dimu
povecava rizik od PP-a [33-35]. Pretjerana konzumacija alkohola takoder je povezana s PP-
om, pri ¢emu se blaga konzumacija u ranim fazama trudnoce opcenito ne smatra ¢imbenikom
rizika [36—38]. S druge strane, uporaba kokaina i drugih opojnih sredstava povecava rizik od
PP-a 3-4 puta prema rezultatima provedene metaanalize [39, 40].

Osim navedenog i prehrana, odnosno stanje uhranjenosti majke tijekom trudnoce opisano
pomocu indeksa tjelesne mase (ITM) igra ulogu u nastanku PP-a. Nizak ITM majke prije
trudnoée povezan je s visokim rizikom od PP-a, jer mrSavost Cesto dovodi do smanjenog
volumena Krvi i protoka krvi kroz maternicu, a takoder moZe biti rezultat smanjenog unosa
vitamina i minerala, &ije niske koncentracije poveéavaju rizik od infekcija [41, 42]. Zene s
visokim ITM-om imaju pak vecu vjerojatnost razvoja preeklampsije i dijabetesa, €ime se

povecava rizik za MIPP [26].

1.6. Genetic¢ka predispozicija za idiopatski spontani prijevremeni porod
Osim prethodno opisanih ¢imbenika rizika koji utje€u na trajanje gestacije i po€etak poroda,
sve je viSe dokaza koji ukazuju na znacajnu ulogu genetickih i epigenetickih ¢imbenika te
njihovih interakcija s okoliSem u razvoju ISPP-a. S obzirom na sloZene interakcije izmedu
majke i ploda, istrazivanja sve viSe nagladavaju ulogu geneticke predispozicije majke, pri Cemu
pozitivha osobna ili obiteljska anamneza postaje jedan od najsnaznijih prediktora rizika za
ISPP. Nedavno provedena metaanaliza pokazuje da je ukupni rizik od ponovljenog ISPP-a oko
30% [43]. lako mehanizam ponavljanja jo$ nije potpuno razjasnjen, sve je viSe dokaza koji
ukazuju na kljucnu ulogu genetiCke predispozicije majke u njegovom nastanku.

Dosadasnja istrazivanja naglaSavaju ulogu nasljednosti u pojavi ISPP-a, istiCu¢i maj€inu i
predispoziciju ploda. Istrazivanja blizanaca pokazuju da nasljednost varira od 15% do 40%
[44—-46], a prema rezultatima obiteljskih istrazivanja, zene koje su rodene prijevremeno ili imaju
pozitivnu obiteljsku anamnezu ISPP-a izloZene su ve¢em riziku od ISPP-a. Nadalje, Zene Cije
su sestre rodile prijevremeno imaju 80% vedi rizik od PP-a [46].

Uloga predispozicije ploda na nastanak ISPP-a ispitivana je u nekoliko znanstvenih, no

dobiveni su rezultati neujednaceni. Dok su York i sur. procijenili da predispozicija ploda
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doprinosi priblizno 13%, istraZivanje Svensson i sur. pokazalo je znatno manji doprinos (<5%)
[46, 47], Sto ukazuje da uloga genoma ploda u ISPP-u i dalje nije u potpunosti razjasnjena. S
druge strane, odinska predispozicija riede je istrazivana, a dosadasnji rezultati upuéuju na
zanemariv ili vrlo mali doprinos (<5%) [44].
S ciliem identifikacije varijanti koje pridonose riziku za ISPP, provedena su brojna istrazivanja
genetitke predispozicije za ISPP koristeéi razliCite pristupe. Veéina se temelji na istrazivanjima
specificnih ciljnih gena, tzv. istrazivanjima gena kandidata (engl. candidate gene studies),
odabranih na temelju njihove funkcije. Nasuprot tome, maniji broj studija koristi sveobuhvatne
genomske metode, poput cjelogenomskih asocijacijskih istraZivanja (GWAS, od engl. genome-
wide association studies) i sekvenciranja cjelokupnog egzoma (WES, od engl. whole exome
sequencing), koje slijede pristup bez unaprijed postavljene hipoteze za otkrivanje novih
varijanti povezanih s ISPP-om.
1.6.1. Istrazivanja gena kandidata
U okviru istrazivanja gena kandidata istrazuju se genske varijante, najées$¢e polimorfizmi
jednog nukleotida (SNP, od engl. single nucleotide polymorphism), unutar odabranih gena, s
ciliem identifikacije varijanti koje su ucestalije (ili rjede) u zena s ISPP-om u usporedbi s
kontrolnom populacijom [48]. Buduci da ovaj pristup predstavlja jednu od prvih strategija
koristenih za identifikaciju predisponiraju¢ih &imbenika za ISPP, vecina dosada$njih
istrazivanja temelji se upravo na ovom pristupu. Do danas su identificirani brojni polimorfizmi
u genima koji su u nastavku opisani prema svojim funkcijama i putevima [49, 50].

I.  Polimorfizmi gena povezanih s upalnim i imunoloSkim putevima
Polimorfizmi u genima uklju¢enima u imunoloski odgovor tijekom trudno¢e mogu potaknuti
pretjerane upalne reakcije, koje igraju kljuénu ulogu u regulaciji trajanja trudnoée i samom
porodu [51]. Medu najistrazivanijim SNP-ovima su oni u genima za proupalne (npr. TNF-a, IL-
1 te IL-6), ali i protuupalne citokine (npr. IL-10) [52-61].

II.  Polimorfizmi gena povezanih s putevima remodeliranja tkiva
Tijekom trudnoce i poroda dolazi do intenzivnog remodeliranja tkiva; maternica povec¢ava udio
glatkih miSica i vezivnog tkiva, dok se cerviks opusta i $iri u pripremi za porod [62]. Polimorfizmi
unutar gena koji sudjeluju u biosintezi kolagena te sintezi i inhibiciji MMP-ova (od engl. matrix
metalloproteinases) pokazali su znacCajnu povezanost s PP-om [63, 64]. Uz to, geni koiji
kodiraju hormone povezane s porodom, poput progesterona, folikulostimuliraju¢eg hormona i
relaksina takoder mogu utjecati na PP [64—68].

[ll.  Polimorfizmi gena povezanih s metaboli¢kim putevima i faktorima rasta
Odrzavanje metabolicke homeostaze klju¢no je za embrionalni razvoj i prezivljavanje.
Polimorfizmi u genima ukljuéenim u homeostazu glukoze, sintezu folata te metabolizam i

skladistenje vitamina D i drugih minerala povezuju se s PP-om [69-74], kao i polimorfizmi u
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genima IGF1 (od engl. insulin-like growth factor 1) i njegovom receptoru, koji sudjeluju u
regulaciji rasta, uklju€ujuci fetoplacentni razvoj [75].

IV.  Polimorfizmi gena povezanih s hematoloskim, vaskularnim i endotelnim putevima
Ova skupina obuhvaéa polimorfizme gena koji kodiraju faktore zgruSavanja, Fll i FV [74, 76,
77] te gene za Cimbenike rasta uklju¢ene u vaskulogenezu, angiogenezu, i rast endotela poput
gena VEGF (od engl. vascular endothelial growth factor) [78]. Dodatno u ovu skupinu pripadaju
polimorfizmi u genima za sintezu duSikovog oksida koji mogu utjecati na relaksaciju glatkih
misica krvnih Zila, $to dodatno potvrduje ulogu vaskularnog i endotelnog sustava u PP-u [77].
1.6.2. Cjelogenomska asocijacijska istrazivanja
Cjelogenomska asocijacijska istrazivanja analiziraju velik broj ispitanika i istovremeno testiraju
povezanost brojnih ¢estih varijanti (engl. common variant), najées$ée SNP-ova, koji su prisutni
u viSe od 5% populacije. lako nisu izravni uzro€nici bolesti ili stanja, ove varijante mogu biti
povezane s pove¢anom podloZnoscu ili zastitnim u€inkom za odredeni fenotip, poput ISPP-a.
Zbog viSestrukog testiranja, u ovakvim istrazivanjima Cesto se koristi fiksni prag P-vrijednosti
od 5x107® kako bi se osigurala statistiCki znacajna povezanosti na razini cjelokupnog genoma.
Prema broju sudionica najveée do sada provedeno primarno istrazivanje od 40000 Zena
proveli su Zhang i sur., a ono je omogucilo sveobuhvatnu analizu ISPP-a. U tom istrazivanju
identificirana su 4 SNP-a sa znaCajnom povezanosti na razini cijelog genoma, u 2 gena: EBF1
(od engl. early B-cell factor 1) i EEFSEC (od engl. eukaryotic translation elongation factor sec)
[79]. Uslijedilo je nekoliko istraZivanja koja nisu pronasla SNP-ove sa znaajnom povezanosti
na razini cijelog genoma [80, 81]. Medutim, u posljednjim godinama Gupta i sur. identificirali
su dva globalno znacajna signala u genima ASTN1 (od engl. astrotactin 1) i MAST1 (od engl.
microtubule associated serine/threonine kinase 1) [82].

1.6.3. Sekvenciranje cjelokupnog egzoma

Pristup sekvenciranja cjelokupnog egzoma omogucuje otkrivanje rijetkih varijanti (engl. rare
variants), koje su prisutne u manje od 1% populacije i ine glavninu geneticke heterogenosti u
ljudi te potencijalno imaju vaznu ulogu u patogenezi slozenih bolesti. Kod ovakvih istrazivanja
prag statistiCke znaCajnosti se postavlja na P-vrijednost od 1x107°, Sto upucuje na potencijalno
snaznu povezanost s odredenim fenotipom, poput PP-a [83].

Prvo istrazivanje koje je koristilo WES pristup proveli su McElroy i sur. na parovima majki i
njihovih kceri, otkrivsi povecano opterecenje rijetkim varijantama u koagulacijskoj kaskadi, no
bez utvrdene statistiCke znacajnosti [84]. Pet godina kasnije, Huusko i sur. otkrili su znacajno
opterecenje puta signalizacije glukokortikoidnog receptora te istaknuli najznacajniji gen u tom

putu — HSPA1L (od engl. heat shock protein family a member 1-like) [85].



Unato€ brojnim dosada$njim istrazivanjima predispozicije za ISPP, genetitka osnova obiteljske
pojavnosti ostaje nedovoljno razjasnjena. Povecani rizik za ISPP kod zena Cije su majke ili
sestre imale isti ishod do danas nije u potpunosti objasnjen, Sto ukazuje na nedostatak
sustavne analize nasljednih ¢imbenika koji pridonose razvoju ISPP-a.

Upravo zbog tog nedostatka, ovo istrazivanje po prvi puta ukljuuje jasno razgraniCenje
ispitanica na skupine s obiteljskim i sporadi¢nim oblicima ISPP-a, ime se povecava
mogucnost identifikacije varijanti koje specificno doprinose obiteljskom nasljedivanju.
Dosada$nja istrazivanja bila su primarno usmjerena na identifikaciju ¢estih varijanti povezanih
s ISPP-om. U ovom istrazivanju dodatno ¢e se provjeriti njihova prisutnost i zna¢aj u Hrvatskoj
i Slovenskoj populaciji, ali i istraziti doprinos rijetkih potencijalno patogenih (RPP) varijanti u
istim genima te na razini cjelokupnog egzoma. Takav pristup omogucuje identifikaciju novih

gena kandidata koji do sada nisu bili povezani s ISPP-om.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

PolaziSna hipoteza istrazivanja jest da je genetiCcka predispozicija za ISPP odredena
varijabilnod¢u genoma Zene, s posebnim naglaskom na doprinos rijetkih potencijalno
patogenih varijanti, za koje se pretpostavlja da imaju izrazeniju ulogu u obiteljskim slu¢ajevima
ISPP-a u usporedbi sa sporadi¢nima.
Iz navedene hipoteze proizlazi osnovni cilj ovog istrazivanja kojime se nastoji utvrditi postoje li
Ceste ilili rijetke potencijalno patogene varijante u genomu Zena koje predstavljaju Cimbenike
rizika za ISPP.
Specifiéni ciljevi istrazivanja su sljedeéi:
I.  sustavnim pregledom literature i metaanalizom utvrditi panel gena kandidata koji
specificno doprinosi nastanku ISPP-a
II. istrazivanjem genetiCke povezanosti utvrditi prisustvo, odnosno odsustvo Cestih
varijanti u panelu gena kandidata, koje su ¢imbenici rizika za ISPP
lll.  sekvenciranjem cjelokupnog egzoma utvrditi postoje li znacajne rijetke predvideno
patogene varijante u panelu gena kandidata koje su ¢imbenici rizika za obiteljski i/ili
sporadi¢ni ISPP
IV. sekvenciranje cjelokupnog egzoma utvrditi postoje li rijetke predvideno patogene
varijante u novim genima kandidatima koje su Cimbenici rizika za obiteljski i/ili

sporadi¢ni ISPP



3. ISPITANICI | METODE

Istrazivanje je organizirano u skladu s prethodno navedenim specificnim ciljevima te je
podijeljeno u 3 koraka (Slika 2):

I. U prvom koraku istraZivanja proveden je sustavni pregled literature i metaanaliza ¢ime
je utvrden panel gena kandidata koji specificho doprinosi nastanku ISPP-a;

II. U drugom koraku istrazivanja provedeno je istraZivanje genetiCke povezanosti na
populaciji zena iz Hrvatske i Slovenije s ciliem validacije prisustva/odsustva Cestih
varijanti u panelu gena kandidata, koje su ¢imbenici rizika za ISPP;

lll. U treéem koraku istrazivanja provedeno je sekvenciranje cjelokupnog egzoma ¢ime su
utvrdene rijetke predvideno patogene varijante u panelu gena kandidata te u

potencijalnim novim genima kandidatima, koje su ¢imbenici rizika za ISPP.

IstraZzivanja gena kandidata Sveobuhvatna genomska istraZivanja
(engl. hypotesis-based) (engl. hypotesis-free)

1. Sustavni pregled i metaanaliza

Panel gena kandidata Cjelokupni egzom
2. Istrazivanje geneticke povezanosti 3. Sekvenciranje cjelokupnog egzoma
Validacija €estih varijanti Identifikacija RPP varijanti

Slika 2. Dizajn istraZivanja

3.1. Ispitanice

Drugi i treéi korak istrazivanja provedeni su kao istrazivanje parova (engl. case-control study),
a ukljuCene su ispitanice Ciji su uzorci genomske DNA retrospektivno prikupljeni iz biobanki
Zavoda za medicinsku biologiju i genetiku, Medicinskog fakulteta u Rijeci i Medicinskog
fakulteta u Osijeku te Klini¢kog instituta za genomsku medicinu, SveuciliSnog klinickog centra
Ljubljana (KIGM od slo. Klinicni intitut za genomsko medicino, Univerzitetni kliniéni center
Ljubljana). Osim retrospektivno prikupljenih uzoraka, u sklopu ovog doktorskog rada prikupljeni
su i dodatni uzorci genomske DNA ispitanica s obiteljskim ISPP-om putem neprofitne
organizacije ,Klub roditelja nedonoséadi Palcici“.

Istrazivanje ukljuuje ukupno 573 ispitanice od ¢ega 292 ispitanice s ISPP-om (179 ispitanica
iz Hrvatske i 113 ispitanica iz Slovenije) te 281 kontrolnu ispitanicu (157 ispitanica iz Hrvatske

i 124 ispitanica iz Slovenije).
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Skupina ispitanica s ISPP-om podijeliena je u dvije podskupine:

I.  skupina s obiteljskim ISPP-om: 44 ispitanice s pozitivnom osobnom i obiteljskom
anamnezom po majcinoj liniji tj. Zene €ija je majka, sestra ili baka imala jedan ili viSe
ISPP-a (31/44 ispitanice imale su pozitivhu obiteljsku anamnezu u prvom koljenu, a
13/44 u drugom koljenu); i

Il.  skupina sa sporadi¢nim ISPP-om: 248 ispitanica s pozitivnom osobnom, ali negativnom
obiteljskom anamnezom ISPP-a.

Glavni ukljucni kriterij za skupinu ispitanica s ISPP-om podrazumijevao je porod prije 37. tjedna
trudnoce koji je zapoCeo spontano. Prema strogim iskljuénim kriterijima, iz istraZivanja su
isklju€ene sve ispitanice s poznatim uzrocima PP-a (npr. zatece potpomognutom oplodnjom,
viSeplodna trudno¢a, anomalije maternice, prethodni zahvati na vratu maternice, dokazana
upala donjeg reproduktivnog trakta, kroni¢ne bolesti poput hipertenzije, dijabetesa melitusa,
bolesti bubrega), kao i one s komplikacijama u trudno¢i (npr. gestacijski dijabetes,
preeklampsija). Takoder, iskljuene su ispitanice &ija su djeca bila mrtvorodena ili Cija su
novorodena djeca imala prirodene anomalije i/ili dokazane infekcije.

Skupina kontrolnih ispitanica uklju€uje zdrave Zene koje su imale barem jednu jednoplodnu
trudnoCu zavrsenu prirodnim putem izmedu 38. i 42. tjedna gestacije nakon nekomplicirane
trudnoce, s rodenjem zdravog djeteta bez prirodenih anomalija.

Za prikupljanje epidemioloskih i klinickih podataka koriSteni su strukturirani upitnici, koji su
popunjeni u razgovoru s ispitanicama na dan prikupljanja uzorka (Privitak 1). Svaka ispitanica
je prilikom ukljucivanja u istraZivanje upoznata sa svrhom i metodologijom istrazivanja, a svoj
pristanak za sudjelovanje u istraZivanju, kao i suglasnost za koristenje pohranjene krvi i DNA
uzorka, potvrdila je davanjem pismene informirane suglasnosti.

Istrazivanje je provedeno u skladu s etiCkim nacelima Helsinske deklaracije i NUrnberskog
kodeksa, postujuci najviSe standarde zastite prava i privatnosti sudionica. Medicinski podaci i
humani uzorci prikupljeni su u skladu s etiCkim i bioetiCkim nacelima, uz osiguranje privatnosti
ispitanica i zastitu povjerljivosti podataka. Identitet ispitanica ostaje anoniman, jer su prilikom
uklju€enja u istrazivanje koristene Sifre. Istrazivanje je odobrilo EtiCko povjerenstvo za
biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta u Rijeci (2170-29-02/1-19-2 i 211 0-24-04-
3/1-22-3), Eti¢ko povjerenstvo za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta u Osijeku
(602-04/18-08/07 i 20/07/2018) i Drzavna komisija za biomedicinsku etiku Slovenije, Eticko
povjerenstvo (98/12/10 i 90/02/15 i 05/01/2017).
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3.2. Metode

3.21. Sustavni pregled i metaanaliza
Sustavnim pregledom literature i metaanalizom istrazivanja koja su ispitivala povezanost
izmedu majCina genoma i ISPP-a, identificiran je panel gena kandidata koji statistiCki znacajno
doprinosi ISPP-u. Postupak je proveden u skladu s PRISMA (od engl. Preferred Reporting
Items for Systematic reviews and Meta-Analysis) smjernicama [86, 87].
3.2.1.1. Odabir istrazivanja i prikupljanje podataka
Pretrazivanje literature provedeno je koristenjem elektroni¢kih baza podataka PubMed i
Scopus, na temu povezanosti izmedu genetickih varijanti majke i ISPP-a. Svi znanstveni ¢lanci
objavljeni do listopada 2023. godine identificirani su koriStenjem kombinacija kljuénih rijeci:
(spontaneous OR (preterm birth OR preterm delivery OR preterm labor OR premature birth
OR premature delivery OR premature labor)) AND (rare variants OR common variants OR
polymorphism OR GWAS OR genome wide association OR WES OR whole exome
sequencing OR linkage study)). Takoder, pregledane su reference identificiranih studija kako
bi se pronasla dodatna relevantna istrazivanja.
U ovom dijelu istrazivanja cilj je bio identificirati istraZivanja parova, presje¢na i kohortna
istrazivanja koja su ispitivala povezanost izmedu genetickih varijanti majke na uzorcima krvi
i/ili sline i ISPP-a. Identificirane studije podijelijene su u dvije kategorije:
I. istrazivanja gena kandidata (engl. hypothesis-based studies), koje koriste prethodno
odabrane gene/polimorfizme na temelju njihove funkcionalne relevantnosti, te
II. sveobuhvatna genomska istraZivanja (engl. hypothesis-free studies), koja primjenjuju
visoko-proto¢ne metode bez prethodnog odabira gena.
IskljuCena su istrazivanja koja:
I. su pregledi, prikazi slu¢aja, metaanalize, poglavlja u knjigama, nepotpune publikacije
(npr. sazeci s konferencija),
[I. nisu imala jasnu i standardiziranu definiciju ISPP-a i/ili su analizirali rezultate koji nisu
povezani sa ISPP-om (npr. nepovoljni ishodi trudnoce, tezina djeteta, vrijeme poroda),
[ll. su istrazivala rizik od ISPP-a na ispitanicama s poznatim &imbenicima rizika i/ili
komplikacijama u trudnoci.
Iz istrazivanja koja su analizirala uzorke majke i ploda ili majke, ploda i oca; ukljucivali smo
samo rezultate dobiveni iz maj€inih uzoraka. Takoder, primijenjena je jeziCna restrikcija, te su
uzeti u obzir samo znanstveni Clanci na engleskom jeziku. Duplicirani Clanci su uklonjeni, a
preostali su pocCetno pregledani prema naslovu i sazetku, iskljuCuju¢i one koji nisu bili
relevantni za istrazivanje. Kada je veci broj ¢lanaka objavila ista skupinu autora, istrazivanja

su procijenjena kako bi se utvrdilo jesu li koristeni isti (preklapajuci) uzorci. Ako je pronadeno
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viSe publikacija istog autora, u sustavni pregled je uklju¢ena studija s najveéim brojem
sudionika.
Iz prihvatljivih odabranih studija prikupljeni su sljedeéi podaci: prezime prvog autora, godina
objave, etni¢ko podrijetlo ispitanice, simbol gena, genska varijanta navedena u c&lanku,
pripadajuce P vrijednosti, vrsta istrazivanja/dizajn studije, broj ispitanica, kriteriji za ukljucivanje
i isklju€ivanje te metoda koriStena u istrazivackom pristupu. Nedostajudi ili nejasni podaci
klasificirani su kao "nema informacija (NI)".
3.2.1.2. Metode sinteze i metaanaliza
Prikupljeni podaci kategorizirani su na sveobuhvatna genomska istraZivanja i istraZivanja gena
kandidata. Za sveobuhvatna genomska istrazivanja metodama sinteze prikupljeni su podaci o
genskim varijantama/genima koje su prelazile prag globalne znacajnosti za povezanost s
ISPP-om (P<5x1078).
Za istrazivanja gena kandidata prikupljeni su podaci o svim istraZivanim genskim varijantama,
a u metaanalizu su uklju¢eni SNP-ovi za koje su bili dostupni podaci iz najmanje tri neovisna
istrazivanja [88, 89]. Dodatni kriteriji za ukljuCivanje u metaanalizu obuhvaéali su jasnu
definiciju ISPP-a, dostupnost i potpunost podataka o genotipovima u skupini ispitanica i
odgovaraju¢oj kontrolnoj skupini te wuskladenost frekvencija genotipova s Hardy-
Weinbergovom ravnotezom (HWR).
Metaanaliza je provedena koriStenjem softvera Comprehensive MetaAnalysis, inacica 3.0
(Biostat, Inc., Englewood, NJ, SAD). Snaga povezanosti izmedu SNP-a i rizika za ISPP
procijenjena je pomoc¢u omjera izgleda (engl. odds ratio, OR) s 95% intervalima pouzdanosti
(engl. confidence interval, Cl). Za analizu genetiCke povezanosti koristeno je pet modela:
alelni, dominantni, recesivni, kodominantni i aditivni. Statisticka heterogenost procijenjena je
pomocéu Cochranovog Q i |2 testa. Prema smjernicama Cochrane-a, model sluc¢ajnih ucinaka
koristen je kada je heterogenost izmedu studija bila prisutna (1>40%) [90]. Kada je |2 bio manji
od 40%, koriSten je model fiksnih uCinaka. Dodatno, za procjenu pristranosti publikacije
koriSten je dijagram lijevka (engl. funnel plot). Razina statisticke zna€ajnosti postavljena je na
P<0.05.
3.2.1.3. lzrada panela gena kandidata
Za izradu panela gena povezanih s ISPP koriStena su dva kriterija:

I.  statistiCki znaCajna povezanost za istrazivanja gena kandidata, nakon metaanalize

(P<0.05) te
Il.  statistiCki znaCajna povezanost na globalnoj razini (P<5x1078) za gene identificirane iz
sveobuhvatnih genomskih istraZivanja.

Temeljem navedenih kriterija identificirani su geni uvrsteni u panel potreban za drugi i treci

korak istrazivanja.
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3.2.2. lzolacija genomske DNA

Genomska DNA izolirana je iz leukocita periferne krvi majke (3-5 ml) pomocu Qiagen
FlexiGene DNA kita (Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka), prema uputama proizvodaca.
Kvaliteta i koncentracija izolirane DNA izmjerene su pomoéu UV/Vis i NanoDrop
spektofotometra (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), a vrijednosti su iznosile od
300 do 1000 ng/uL, odnosno A260/280=1.8-2.2 i A260/230>1. Uzorci izolirane DNA su bili
pohranjeni na -20 °C.

3.2.3. Analiza ¢€estih varijanti iz panela gena kandidata

Za analizu genetiCke povezanosti odabrane su Ceste varijante, SNP-ovi iz panela gena
identificiranog u prvom koraku istrazivanja. Osim prethodno opisanih kriterija ukljucenja za
panel gena kandidata, uklju¢eni SNP-ovi odbrani su iskljuivo iz primarnih istrazivanja.
Genotipizacija odabranih SNP-ova ASTN1 (rs146756455), EBF1 (rs2963463, rs2946169),
EEFSEC (rs201450565), MAST1 (rs188343966) i TNF-a (rs1800629) provedena je pomocu
uredaja StepOnePlus™ za lan€anu reakciju polimeraze u stvarnom vremenu (engl. Real-Time
Polymerase Chain Reaction, Real-Time PCR) (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, SAD). Uzorci DNA razrijedeni su na koncentraciju od 10 ng/uL koriStenjem
formule za razrjedivanje uzoraka (c/Vi=c2V>).

Sljedovi nukleotida specificnih TagMan pocetnica prikazani su u Tablici 1, a sadrzaj reakcijske
smjese u Tablici 2. Reakcijska smjesa zatim je rasporedena na 96-jazi¢nu plo¢u, pri ¢emu je
svaki uzorak postavljen u duplikatu (uklju€ujuéi negativnu kontrolu). Uvjeti odvijanja Real-Time

PCR reakcija prikazani su u Tablici 3 Ciji je protokol preuzet od proizvodaca.

Tablica 1. Prikaz analiziranih polimorfizama sa sljedovima nukleotida specificnih TagMan
pocetnica

Gen (SNP) Pozicija Aleli TagMan pocetnice

5'-GATGCTCATT ATAATTATAT TTAAA-3'

ASTN1 (rs146756455) chrl:177039278 | G>C 3-GAGGAAAAAA GATAAAAATT GGAAC-5'

5'-TGTCCCCCAA GCTGGAGTGC AGTGG-3'

EBF1 (rs2963463) chr5:158468041 | T>C 3-GTGATCACAG ATCACTGCAA CTGCT-5'

i 5'-GATAAACATA GTTGCAACAT GTAGT-3'
EBF1 (rs2946169) chr5:158491951 | C>T 3 ATAGGACTCT CTCAGTAATC ACTTT-5'

chr3:128339768- 5'-GACATACCCA AGACTGGGTA ATTTA-3'

EEFSEC (rs201450565) | 158339773 dupT | 3 AAAAAAAAGA GGTTTAATGG ACTCA-5

. 5-TCTCCATGTC AGCCAGGCTG GTCTC-3'
MAST1 (rs188343966) chr19:12862887 | G>A 3-AACTCCCAAC CTCAGGTGAT GTGCC-5'

5'-GAGGCAATAG GTTTTGAGGG GCATG-3'

TNF-a (rs1800629) chr6:31575254 G>A 3.GGACGGGGTT CAGCCTCCAG GGTCC-5'
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Tablica 2. Sadrzaj Real-Time PCR reakcijske smjese

Komponente reakcijske smjese

Volumen (pL)

2xTagMan Master Mix

5.00

20xTagMan pocetnice

0.50

Voda bez nukleaza

4.50

Ukupan volumen reakcijske smjese po jazici

10.00

Tablica 3. Uvjeti Real-Time PCR reakcija

Amplifikacija_ i aktivacija DNA PCR reakcija (40 ciklusa)
Parametar polimeraze
Denaturacija Hibridizacija/elongacija
Temperatura (°C) 95° 95° 60°
Vrijeme (mm:ss) 10:00 00:15 01:00

Nakon provedene Real-Time PCR reakcije StepOnePlus™ softver, inacica 2.3 (Applied

Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, SAD) prikazao je Rn vrijednosti

dobivene na temelju fluorescentnih signala iz svake jazice te odredio alele prisutne u

pojedinom uzorku. Primjer rezultata alelne diskriminacije, gdje su vrijednosti za Alel 1 (VIC®

boja) usporedene s vrijednostima za Alel 2 (FAM™ boja), prikazan je na Slici 3. Svaka jazica

na 96-jazi¢noj ploCi prikazana je kao pojedina¢na to¢ka na grafikonu.

Allelic Discrimination Plot

Allele 2

0.0 0.2 0.4 08 08 1.0 12

uagend

#Homozygous Allele 14llle 1 Homozygous Allele 21kliele 2
@ Heterozygous Allsle 1/40lz 2 )Undetermined

Slika 3. Primjer prikaza alelne diskriminacije s usporedbom vrijednosti Alela 1 (VIC® boja) i

Alela 2 (FAM™ boja)
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3.2.3.1. Statisticka obrada rezultata genotipizacije
Statisticka obrada podataka provedena je koriStenjem programa Statistica za Windows,
inacica 14.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, SAD). Za sve izvedene testove razina statisti¢ke
znacajnosti bila je postavljena na P<0.05. Statisticka snaga istrazivanja izraCunata je pomocu
kalkulatora ClinCalc LLC (https://clincalc.com/stats/samplesize.aspx).
EpidemioloSki podaci analizirani su deskriptivnom statistikom. Kvantitativni podaci (numericke
varijable) prikazani su medijanom i interkvartilnim rasprSenjem (minimum-maksimum), dok su
kvalitativni podaci (kategorijske varijable) prikazani apsolutnim i relativnim frekvencijama. Za
ispitivanje povezanosti izmedu kvantitativnih podataka koristen je Kruskal-Wallisov test, nakon
Cega je primijenjen Scheffeov post hoc test ili ANOVA test s Tukeyevim post hoc testom, ovisno
o normalnosti distribucije. Normalnost distribucije ispitivana je Kolmogorov-Smirnovljevim
testom. Za ispitivanje povezanosti izmedu kvalitativnih podataka koristen je Pearsonov hi-
kvadrat (x?) test.
Za ispitivanje razlika u ucestalosti genotipova i alela izmedu skupina ispitanika koridten je x?
test. Za analizu geneti¢ke povezanosti genotipova i alela, prema dominantnom, recesivhom i
kodominantnom modelu, koristeni su OR i Cl. Kako bi se smanjio rizik od lazno pozitivnih
rezultata pri viSestrukim usporedbama, primijenjena je Bonferronijeva korekcija. Razina
statisticke znacajnosti postavljena je na P<0.05.
3.24. Analiza rijetkih predvideno patogenih varijanti sekvenciranjem
cjelokupnog egzoma
Sekvenciranje cjelokupnog egzoma provedeno je na uredaju lllumina HiSeq-2000 (lllumina,
Inc. San Diego, CA, SAD). Od 573 ispitanica uklju¢enih u istrazivanje, sekvenciranje
cjelokupnog egzoma je provedeno na 187 ispitanica (31 s obiteljskim i 59 sa sporadiCnim

ISPP-om te 97 kontrola). Dijagram toka ovog koraka istraZivanja prikazan je na slici 4.

RPP varijante u
cjelokupnom
egzomu Identifikacija novih
+ analiza egzoma gena kandidata
+ odabir varijanti

Ispitanice Sekvenciranje
- 31 obiteljski ISPP .
- 59 sporadini ISPP cjelokupnog
+ 97 kontrole egzoma

RPP varijante u

panelu gena Statisticka analiza
kandidata opterec¢enja panela
+ analiza panela gena kandidata

« odabir varijanti

Slika 4. Dijagram toka treceg koraka istraZivanja: sekvenciranje cjelokupnog egzoma
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3.2.41. Sekvenciranje cjelokupnog egzoma i anotacija varijanti
Sekvenciranje je provedeno s pokriveno$¢u od 30x, $to omogucuje visoku to¢nost detekcije
varijanti. Oditanja su mapirana prema UCSC hg38 referenthom genomu pomocu alata za
poravnanje kratkih ocitanja, BWA (od engl. Burrows-Wheeler Aligner) koji je u skladu sa
smjernicama dobre prakse, GATK (od engl. Genome Analysis Toolkit) [91]. NGS biblioteke
pripremljene su pomocu Agilent-All-Exon 2/5/6 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)
i lllumina Nextera-Exome exome capture kita (lllumina, Inc. San Diego, CA, SAD) za
analiziranje cjelokupnog humanog egzoma.
Za odredivanje kontrole kvalitete, varijante su filtrirane prema dubini Citanja (DP210), kvaliteti
i pouzdanost procitanih podataka (engl. call quality) (GQ=20), te vjerojatnosti da mjesto sadrzi
varijantu (QUAL=100). Dodatno su sve varijante koje su udovoljile prije spomenute kriterije
filtrirane i prema prediktoru GATK [92].
Varijante su potom anotirane uz pomo¢ alata za predvidanje u€inka varijanti, to¢nije VEP (od
engl. Ensembl Variant Effect Predictor) koji se koristi za predvidanje patogenosti [93]. KoriSten
je LOFTEE (od engl. Loss-Of-Function Transcript Effect Estimator) dodatak za VEP za
procjenu varijanti koje uzrokuju prerano zaustavljanje translacije (engl. stop-gain), pomak
okvira Citanja (engl. frameshift) i naruSavanje procesa prekrajanja (engl. splice-disrupting), te
za njihovu klasifikaciju u varijante koje uzrokuju gubitak funkcije gena (LOF, od engl. loss-of-
function) s visokom ili niskom razinom pouzdanosti [94]. Varijante krivog smisla (engl.
missense) su takoder anotirane prediktivnim algoritmima uz pomo¢ alata CADD (od engl.
Combined Annotation Dependent Depletion) [95]. Baza podataka gnomAD koriStena je kao
izvor podataka o frekvenciji alela (AF, od eng. allele frequency) [96]. U ovom su istrazivanju
iz podataka dobivenih sekvenciranjem analizirane isklju€ivo rijetke predvideno patogene
varijante, definirane kao one s AF manjom od 1 % u opcoj populaciji i/ili bez dostupne AF u
bazi gnomAD.
3.2.4.2. Analizarijetkih predvideno patogenih varijanti u cjelokupnom egzomu i panelu
gena kandidata
Analiza RPP varijanti u cjelokupnom egzomu te unutar panela gena kandidata provedena je
prema unaprijed definiranim kriterijima kvalitete varijanti: prema dubini €itanja (DP=10),
kvaliteti i pouzdanost procitanih podataka (GQ=20), te vjerojatnosti da mjesto sadrzi varijantu
(QUAL=100). Za predikciju patogenosti RPP varijanti koristeni su specijalizirani bioinformaticki
alati, ovisno o funkcijskoj klasifikaciji varijante. Za varijante gubitka funkcije (LOF) primijenjen
je dodatak LOFTEE, koji omogucuije njihovu kategorizaciju kao LOF varijante visokog utjecaja
(engl. high impact). Za varijante krivog smisla (missense) koristen je prag CADD score = 20,

¢ime se oznacCavaju varijante s potencijalno patogenim utjecajem. U daljnjoj analizi iskljuCene
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su sve RPP varijante koje su bile prisutne u kontrolnoj skupini. Potom su primijenjeni dodatni
kriteriji filtracije na temelju prisutnosti varijanti unutar skupine ispitanica s ISPP-om za analizu:
I. cjelokupnog egzoma, uklju¢ene su heterozigotne varijante prisutne u najmanje dvije
ispitanice (=2) te homozigotne varijante prisutne u najmanje jednoj ispitanici (=1);
Il. panela gena kandidata, uklju¢ene su sve heterozigotne i homozigotne varijante koje su
bile prisutne u barem jednoj ispitanici (=1).
Konacno, utvrdivanje RPP varijanti u genima koji dosad nisu povezivani s ISPP-om (izvan
panela gena kandidata) omogudit ¢e identifikaciju novih gena kandidata.
Za utvrdivanje razlike u broju identificiranih RPP varijanti izmedu skupina koristen je Mann-
Whitney U test. Normalnost distribucije podataka o broju RPP varijanti ispitivana je
Kolmogorov-Smirnovljevim testom.
3.2.4.3. Analiza optereéenja panela gena kandidata rijetkim predvideno patogenim
varijantama
Analiza opterecéenja je bioinformatiCka metoda koja koristi zajedni¢ki genotipizirane podatke
svih uzoraka kako bi procijenila kumulativni u€inak RPP varijanti unutar specifi¢nog panela
gena, s ciljem utvrdivanja njihove ukupne povezanosti s analiziranim fenotipom. Ova metoda
objedinjuje informacije o panelu gena u jedan geneticki score optereéenja, koji se zatim koristi
za analizu povezanosti s odredenim fenotipom, poput ISPP-a [97].
U ovom istrazivanju, analiza optereéenja RPP varijantama provedena je na panelu gena
kandidata u kombiniranoj kohorti ISPP-a te na pojedinacnim kohortama (obiteljskog i
sporadi¢nog ISPP-a) u usporedbi s kontrolnom skupinom, koriste¢i generalizirani linearni
model (GLM) uz pomo¢ paketa CMGgenomics [98] u programskom jeziku R, inacica 4.3.3
[99]. Za procjenu ulinka, RPP varijante su dodatno anotirane s 6 prediktivnih algoritama: SIFT
(od engl. Sorting Intolerant From Tolerant) [100], PolyPhen2 HVAR (od engl. Polymorphism
Phenotyping v2 - HumDiv Dataset (HDIV)/HumVar Dataset) [101], LRT (od engl. Likelihood
Ratio Test) [102] i MutationTaster [103]; CADD (=20) [95] i AlphaMissense [104]. Prag
znacajnosti postavljen je na P<0.05, uz korekciju za viSestruko testiranje hipoteza koristenjem
Benjamini-Hochberg metode, poznate i kao stopa laznog otkri¢a (FDR, od engl. false discovery
rate).
3.2.4.4. Analiza puteva novih gena kandidata s rijetkim predvideno patogenim
varijantama
Za analizu bioloSkih puteva u koje su uklju€eni identificirani geni, nositelji RPP varijanti,
provedena je analiza obogacenja puteva pomoéu mreznog alata  Enrichr
(https://maayanlab.cloud/Enrichr/), koji omogucéuje integriranu anotaciju i identifikaciju bioloski

relevantnih puteva na temelju unesenih gena [105-107]. ZnacCajni putevi RPP varijanti
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odredeni su na temelju znacajnosti postavljene na P<0.05 nakon Benjamini-Hochberg

korekcije, uz uvjet da su obuhvacéali najmanje dva gena.
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4. REZULTATI
4.1. Panel gena kandidata utvrden sustavnim pregledom i metaanalizom

Sustavnim pregledom literature identificirano je ukupno 18795 ¢lanaka. PRISMA dijagram toka

prikazan je na slici 5 te pruza detaljan pregled procesa pretrazivanja literature.

[ Identifikacija novih istraZivanja koriStenjem baza podataka i registara ]
o
S Zapisi identificirani iz: Zapisi iskljuceni prije probira:
2 PubMed baze podataka Duplikati zapisa (n = 7264)
< (n=9435) >
'E Scopus baze podataka
2 (n=9360)
—
) \4
Probrani zapisi | 5| Iskljuceni zapisi:
(n=11531) - Nepotpune publikacije/saZeci (n=741)
- pregledi/prikazi slu¢aja/metaanalize/poglavlja u
knjigama/knjige (n = 1240)
- studije ne istrazuju PP (n = 8505)
- istrazivanja nisu napisana na Engleskom jeziku
(n=433)
.-‘E-
=
L= IzvjeS¢a uzeta u obradu —— | Nedoradena izvje$¢a (n = 51)
(n=612)
Neprihvacena izvjeS¢éa:
- ispitivani nepovoljni ishodi trudnoce (n = 255)
nije povezano s genetikom majke (n = 27)
kriteriji ukljuéenja u studiju (inducirani PP,
Prihvacena izvjesca preeklampsija, korioamnionitis, gestacijski
(n=561) dijabetes, insuficijencija cerviksa, infekcije, IUGR)
(n=192)
—
— !
Ukupan broj istrazivanja
ukljucenih u pregled | Neprihvaéena izvjesca:
2 (n=287) - nije definirana jednoplodna trudnoéa (n = 7)
3 - iskljuéni kriteriji nisu definirani (n = 20)
% l nema informacije o genotipu (n = 25)
=]
Ukupan broj istrazivanja
uklju€enih u metaanalizu
(n=35)
—

Slika 5. PRISMA dijagram toka odabira istraZivanja uklju¢enih u sustavni pregled i
metaanalizu

20



U pocetnoj fazi uklonjeni su duplicirani ¢lanci, ¢ime je preostalo 11531 ¢lanaka za evaluaciju
na temelju naslova i sazetaka. Od toga je isklju¢eno 10919 ¢lanaka iz razli€itih razloga (Slika
5). Nakon toga provedena je analiza cjelovitog teksta, $to je dovelo do isklju¢enja dodatnih
525 studija zbog nedostatka jasno definiranih kriterija uklju¢enja ili razlika u mjerama ishoda.
Sve uklju€ne kriterije ukupno je zadovoljilo 87 ¢lanka (Slika 5). Popis svih ¢lanaka ukljucenih
u pregled nalazi se u Tablici 4. Vecina uklju€enih istrazivanja (n=73) koristilo je pristup temeljen
na hipotezi, dok je manji broj (n=14) primijenio pristup bez hipoteze.

41.1. Karakteristike uklju¢enih istrazivanja

4.1.1.1. Pristup temeljen na hipotezi (engl. hypotesis-based)

Od ukupnog broja istrazivanja (n=73), samo 2 istrazivanja koristila su pristup genetiCke
povezanosti (engl. genetic linkage studies), no u nijednom nije utvrdena statistiCka znacajnost
(Tablica 4) [75,108]. U preostalih 71 Clanka primijenjen je pristup temeljen na genima
kandidatima, pri Eemu je u 42 studije identificirano viSe od 20 gena koji su statisticki znacajno
povezani s ISPP-om (P<0.05) (Tablica 4).

Tablica 4. Pregled istraZivanja temeljenih na hipotezi uklju¢enih u sustavni pregled

Broj ispitanica
(ISPP/kontrole)
Andraweera i sur. 107/1083 VEGFA (rs699947, rs3025039), KDR (rs2071559),
2012 [78] ANGPT1 (rs2507800)

IL10 (rs1800896/rs1800872/rs3021097 haplotip), TNF
(+488/rs3615257/rs1800629 haplotip), IL4
(rs2243250), MBL2 54Asp (rs1800450, kodon 52,
202/185 kodon 57, rs11003125, rs7096206), IL1A (rs1800587),
IL1B (rs1143634, rs16944), TGFB1 (rs1800468,
rs1800469), IL6 (rs1800795), ILARN (C11100), IL1IR1
(rs2234650), TNFRSF6/FAS (rs2234767, rs1800682)

Prvi autor i godina Analizirani gen/i (SNP)

Annellis i sur. 2004
[109]

Awasthi i sur. 2019

53] 559/559 TLR4 (rs4986790, rs4986791), TNFA (rs1800629)
Bari&ic | sur. 2020 DNMTL (rs2228611), DNMT3A (rs1550117), DNMT3B
(110] ' 162/162 (rs1569686), DNMT3B (rs2424913), DNMT3L
(rs2070565)
Barlik i sur. 2019 [59] | 150/150 IL1B (rs1143634), ILLRN (VNTR)
Belousovaisur. 2019 | (oo IL1B (rs1143634), ILLRN (VNTR), TNFA (rs1800629),
[56] IL4 (VNTR)
- IL1B (rs114634), IL6 (rs1800796), TNFA (rs1800629),
Bitner i sur. 2010 [55] 32/63 ILIRN (VNTR)
Boron i sur. 2022 [67] 115/115 PGR (rs10895068)
ﬁq‘i?g I sur. 2023 112/1120 ISG15 (rs4615788, rs1921, rs8997)
[Clqg‘]’es I sur. 2004 57/59 ILIRN (VNTR)
Chen i sur. 2004 [113] | 80/105 PONL1 (Q192R), PON2 (A148G, S311C)
Christensen i sur.
2014 [114] 207/444 MTHFD1 (rs2236225)
[Clqgf“aens tsur. 2015 | 5167412 NR3C2 (rs17484063, rs2883929)
Doh i sur. 2004 [116] 32/27 ADRB2 (rs1042713, rs1042713/rs1042714 haplotip)
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Gasparovi¢ Krpina i

VDR (rs2228570, rs7975232, rs1544410, rs731236,

sur. 2020 [70] 118/119 rs11568820)
. ILLRN (VNTR), IL1B (rs1143634), IL4 (rs2243250),

ﬁig’?ardt tsur. 2009 | 57937 IL10 (rs1800896, rs1800871, rs1800872), LGALS13,
TNFA (rs1800629, rs361525, +488)

Grisaru-Granovsky i

our, 2007 [118] 33+20+28/98 PAR1 (F2R)
FV (rs6019/rs2213869/rs6022 haplotip), ILLR2
(rs2072476/rs2072481/rs2282743 haplotip), NOS2A

Hao i sur. 2004 [77] 300/458 (rs944724/rs944725 haplotip), OPRM1
(rs524731/rs553202/rs557748/rs477292 haplotip) +
426 SNP

H‘g?o I sur. 2010 58/72 PPARgamma (rs3856806)
TNFA (rs1799724/1032/863/rs1799724/307/237

Hollegaard i sur. 2008 62/55 haplotip, rs1799724), IL1B (rs16944, rs1143634), IL1B

[120] (rs1143634, rs1143627), IL6 (rs1800796, rs1800795,
rs1474347)

E"ZVT]“Q I sur. 2017 98/128 MTHFR (rs1801133, rs1801131)

ljabi i sur. 2019 [122] | 293/300 SKA2 (rs7208505)

{‘1"53”1]""9"" tsur. 2011 | 5179 FeyRIlb (rs2125685)

.[Jggl]orskl Isur. 2018 | 10485 VDR (152228570, rs11568820)
ILLRN (VNTR) MMP9 (rs73622645) TNFRII
(rs72863489), CD14 (rs73271540), TLR4 (rs4986790)

Jones i sur. 2012 [124] | 180/595 ILLB (rs1143634), TNFA (rs1800629), TNFRII
(rs72863489), TNFSR6/FAS (rs978522), MBL
(rs1800450, rs1800451)

Kadivnik i sur. 2022 109109 PGR (151042838, rs1042839, rs10895068,

[68] rs1942836)

Karjalainen i sur. 2012 SFTPAL (rs1136450), SFTPA2 (rs1965708), SFTPD

[108] 94+214/201 (1s721917)

[Klazrg]i'a'”e” Isur. 2015 1 554/192 CXCR3 (rs2280964)

Kwon i sur. 2009 [126] | 55/153 ICAM-1 (rs5498)

. MTHFR (rs4846049, rs1537514), MTR (rs1805087),

Kwon i sur. 2021 [127] | 111/143 MTRR (rs1801394), TCN2 (rs1801198)

[LlaZ”S%m'a I sur. 2015 96/399 VEGFA (rs2010963, rs3025039, rs699947, rs10434)

[Llaznggim'a Isur. 2016. | 96309 IL1B (rs1143634, rs1143627, rs16944)

Lathouras i sur. 2018 66/66 MMP1 (rs1144393), MMP2 (rs243866), MMP3

[130] (rs3025058), TIMP 2 (rs55743137)

Lee isur. 2019 [131] 111/143 ACE (rs4646994)

Liang i sur. 2010 [57] 250/247 TNFA (rs1800629)

Lyubomirskaya i sur. 50/50 IL4 (rs2243250), IL10 (rs1800896, rs1800872), RLN2

2020 [132] (rs4742076, rs3758239)

Manuck i sur. 2010 92/62 PGR (rs471767, rs578029, rs503362,

[133] rs582691, rs10985068, rs10501973)

?4"1‘]”20” Isur. 2014 | 33108 VDR (152228570, rs7975232, rs1544410, rs731236)
IL6 (rs1880243, rs1800797, rs1800796, rs1800795,

Menon i sur. 2006 101/321 rs1554606), IL6R (rs6687726, rs4845622,

[134]

rs4845623), TNFA (rs1800683, rs2857713,
rs1799964, rs1800629, rs769178, rs3179004), TNFRI
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(rs740841, rs2302350, rs1860545, rs4149577,
rs4149576, rs3764874)

TNFRII (rs590368, rs976881, rs616645, rs474247,
rs653667, rs5746053, rs1061631)

TNFA (rs1800683, rs2857713, rs1799964, rs1800629,
rs769178, rs3179004), TNFRI (rs740841, rs2302350,

Menon i sur. 2006 [54] | 49+78/225+184 | rs1860545, rs4149577, rs4149576)
TNFRII (rs590368, rs976881, rs616645, rs474247,
rs653667, rs5746053, rs1061631)

'[\fgg]re I sur. 2004 40/82 IL1B (rs1143634), TNFA (rs1800629)

Moura i sur. 2009 TNFA (rs1800629), IL6 (rs1800796), IL10 (rs1800896,

[136] 122+82/101+105 | 1800871, rs1800872), IFNG (rs2430561)

Murtha i sur. 2006 [60] | 95/105 ILLRN (VNTR)

'[\fgiﬁafa I sur. 2010 60/60 GSTM1 (rs366631), GSTT1 (rs17856199)

Mustafa i sur. 2013 300/300 CYP1BL1 (rs10012, rs1056836, rs4986888, rs1056827,

[138] rs1800440)

Myking i sur. 2011

[139] 196/211 1536 SNP

Nan i sur. 2015 [73] 108/108 MTHFR (rs1801133, rs1801131)

E‘;r]‘dey I sur. 2017 559/5509 IL10 (rs1800896, rs1800871, rs1800872)

Pandey i sur. 2020 255/255 MMP1 (rs1799750), MMP8 (rs11225395), IL6

[58] (rs1800795), MMP8 (rs2155052), MMP9 (rs3918242)

[Fijroe]za I sur. 2014 113/119 MMP1 (rs1799750), MMP9 (rs3918242)

E‘th]r"” I sur. 2017 98/135 ADRB? (rs1042713)

Preda i sur. 2020 [142] | 70/61 |(5563F§1 (()rgg)lgzzsz), TIMP2 (rs2277698), FGF1
IL1B (rs1143627, rs16944), TNFA (rs361525,
rs1800629), IL10 (rs1800896, rs1800871, rs1800872),

Ramos i sur. 2016 001/402 IL6 (rs1800795), IFNG (rs2430561), IL6R (rs2228144,

[143] rs2228145), TNFRII (rs653667), TLR2 (rs4696480),
TLRA4 (rs4986790, rs4986791), TIMP1 (rs2070584),
TIMP2 (rs2277698), MMP9 (rs3918242)

EZZT”S I sur. 1999 55/110 TNFA (rs1800629)
RLN2 (rs10115467, rs113390429, rs13293410,

. rs183312557, rs3758239, rs4742076, rs62557688,

Rocha isur. 2013 [66] | 40/20 (s7029400, rs7856237, 1s7875735, 1579324864,
rs150032453)

Romero | sur. 2010 TIMP2 (rs2277698), COL4A3

: 223/599 (rs1882435/rs10178458/rs55997063 haplotip)+ 775

[145] NP

[F;‘;Te”fe'd Isur. 20171 1 467909 VDR (rs2228570, rs7975232, rs1544410, rs731236)

[Fii’l%';ma” tsur. 2010 5147990 PTGERS (1s977214) + 1536 SNP

aj'%m I sur. 2018 315/161 FNCDS5 (rs726344, rs1746661)

[S'ﬁg]m I sur. 2016 102/158 LEP (rs7799039), LEPR (rs1137101)

ﬁﬂ'g}'”e” tsur. 2009 | 351/502 SFTPC (rs4715)

Simhan i sur. 2003 51/156 IL6 (rs1800795)

[150]
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Sugita i sur. 2012
[151]

51/71

IL1A (rs17561), IL1B (rs1143627, rs1143634), ILIRN
(VNTR), IL2 (rs2069762), IL4 (rs2243250, rs2243240),
IL6 (rs1800796), IL10 (rs1800896, rs1800871), TNFA
(rs1800630, rs1799724), TNFRI (rs2234649), TNFRII
(rs1061622, rs59404886), FCRIIA (rs1801274),
FCRIIB (rs1050501, (646-184) A/Gc), FcRIIIA
(rs396991), FcRIIIB (NAINA2), FcR (rs3816051,
rs1865096)

Thota i sur. 2012 [152]

76+145/191+194

COMT (rs4633, rs4680, rs4818, rs6269)

Uvuz i sur. 2009 [74]

50/50

FVL, FVC, FIl (rs1799963), MTHFR (rs1801131,
rs1801133), ACE (rs4646994)

Velez i sur. 2007 [153]

149+76/347+321

IL6 (rs1880243, rs1800797, rs1800796, rs1800795,
rs1554606), IL6R (rs6687726, rs4845622, rs4845623)

Velez i sur. 2008 [154]

145+76/194+191

IL6 (rs1880243, rs12700386, rs1800797, rs1800796,
rs1800795, rs2069840, rs1554606, rs11766273), IL6R
(rs952146, rs1552481, rs6427641, rs11265610,
rs1386821, rs4075015, rs4601580, rs4845618,
rs6687726, rs7549338, rs4553185, rs4845622,
rs4845623, rs4537545, rs4845625, rs4845374,
rs11265618, rs10752641, rs4329505, rs2229238,
rs4072391, rs7526293)

Velez i sur. 2008 [76]

145/194

CRHBP (rs1875999, rs32897, rs10055255,
rs9332624), IL5 (rs739718), tPA (rs879293), PTGER3
(rs977214, rs594454), SCNN1A/STNF-R1 (rs3764874)
+ 1536 SNP

Velez i sur. 2009 [155]

82/197

HSPA1L (rs2075800), IL15 (rs10833), ILIRAP
(rs9290936), IL2RA (rs6602392), IL6R (rs4553185,
rs4075015/rs4601580/rs4845618 haplotip), TNFRII
(rs5746053), CD14 (rs4914/rs2569190 haplotip),
CTLA4 (rs16840252/rs11571317/rs574290 haplotip),
IL2 (rs2069771/rs2069779/rs2069778 haplotip), IL2RB
(rs84460/rs228945/rs228947 haplotip), MMP9
(rs6104420/rs3918260 haplotip) + 1432 SNP

Vogel i sur. 2009 [65]

80/40

RLN1 (rs3758240, rs1322220, rs10481591,
rs7048887, rs1575279), RLN2 (rs3758239,
rs4742076, rs10115467), RLN3 (rs7248735)

Wang et al. 2017 [156]

51/255

MBL (rs11003125, -221 Y/X)

Karjalainen i sur. 2012
[157]

272/201

IL2RG, AR

Haataja i sur. 2011
[75]

89+348/143

IGF1R (rs1521480, rs4966936, rs2684811)

Detaljna analiza

istrazivanja ukljuCenih u sustavni

pregled pokazala je nedostatak

standardizacije u kriterijima za odabir ispitanica. Od 73 uklju€ene studije, 77% (56/73) Kkoristilo

je termin ,spontani prijevremeni porod”, dok su u preostalim studijama koristeni izrazi

Sprijevremeni porod“ (17/73) koji su opisivali isti ishod. U 10% (7/73) studija autori nisu naveli

termin ,jednoplodna trudnoca“ (ili sinonim) u metodoloSkom opisu trudnoc¢a. Takoder, 27%

(20/73) istrazivanja nije jasno definiralo jesu li ispitanice s komplikacijama trudnoée (npr.

preeklampsija, gestacijski dijabetes) i poznatim ¢imbenicima rizika (npr. upala) bile iskljucene,

niti je bilo specificirano medicinsko stanje novorodenceta pri rodenju. Zbog ovih znacajnih

razlika u definiranju i kriterijima odabira ispitanica, metaanaliza je provedena uz dodatne

uklju€ne kriterije.
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Nakon primjene strogih uklju¢nih kriterija, 35 studija u kojima je ukupno istrazeno 136 SNP-a

u 50 gena uzeto je u obzir za daljnju metaanalizu (Tablica 5).

Tablica 5. IstraZivanja iz sustavnog pregleda uklju¢ena u metaanalizu

Prvi autor i godina

Broj ispitanica

Analizirani gen/i (n=50) (SNP) (n=136)

(ISPP/kontrole)

Andraweera i sur. 107/1083 ANGPT1 (rs2507800), VEGFA (rs699947,

2012 [78] rs3025039), KDR (rs2071559)

[AS"é’f‘sm' I sur. 2019 559/559 TLR4 (rs4986790, rs4986791), TNFA (rs1800629)

BariSic L sur. 2020 DNMTL (rs2228611), DNMT3A (rs1550117), DNMT3B

(110] ' 162/162 (rs1569686), DNMT3B (rs2424913), DNMT3L
(rs2070565)

Barlik i sur. 2019 [59] | 150/150 IL1B (rs1143634), ILLRN (VNTR)

Belousova i sur. 2019 66/42 IL1B (rs1143634), ILARA (VNTR), TNFA (rs1800629),

[56] IL4 (VNTR)

Boron i sur. 2022 [67] | 115/115 PGR (rs10895068)

Chang i sur. 2023[111] | 112/1120 ISG15 (rs4615788, rs1921, rs8997)

Gasparovié i sur. 2020 | 1101110 VDR (152228570, rs7975232, rs1544410, rs731236,

[70] rs11568820)

. ILLRN (VNTR), IL1B (rs1143634), IL4 (rs2243250),
ﬁ‘i?;‘ardt tsur. 2009 | 5/537 IL10 (rs1800896, rs1800871, rs1800872), LGALS13,
TNFA (rs1800629, rs361525, +488)

Grisaru-Granovsky i

sur, 2007 [118] 33+20+28/98 PARL (F2R)

Evzvf]”g I sur. 2017 98/128 MTHFR (151801133, rs1801131)

{‘1“;"3”1]""9"" Psur. 2011 | 5979 FeyRIlb (rs2125685)

Kadivnik i sur. 2022 109109 PGR (151042838, rs1042839, rs10895068,

[68] rs1942836)

Karjalainen i sur. 2012 SFTPA1 (rs1136450), SFTPA2 (rs1965708), SFTPD

[108] 94+214/201 (rs721917)

. MTHFR (rs4846049, rs1537514), MTR (rs1805087),

Kwon isur. 2021 [127] | 111/143 MTRR (rs1801394), TCN2 (rs1801198)

Lathouras i sur. 2018 66/66 MMP1 (rs1144393), MMP2 (rs243866), MMP3

[130] (rs3025058), TIMP 2 (rs55743137)

Leeisur. 2019 [131] | 111/143 ACE (rs4646994)

?4"1‘]”20” Isur. 2014 | 3308 VDR (152228570, rs7975232, rs1544410, rs731236)
IL6 (rs1880243, rs1800797, rs1800796, rs1800795,
rs1554606), IL6R (rs6687726, rs4845622,
rs4845623), TNFA (rs1800683, rs2857713,

Menon i sur. 2006 101/321 rs1799964, rs1800629, rs769178, rs3179004), TNFRI

[134] (rs740841, rs2302350, rs1860545, rs4149577,
rs4149576, rs3764874)

TNFRII (rs590368, rs976881, rs616645, rs474247,
rs653667, rs5746053, rs1061631)

TNFA (51800683, rs2857713, rs1799964, rs1800629,
rs769178, rs3179004), TNFRI (rs740841, rs2302350,

Menon i sur. 2006 [54] | 49+78/225+184 | rs1860545, rs4149577, rs4149576, rs3764874),

TNFRII (rs590368, rs976881, rs616645, rs474247,
rs653667, rs5746053, rs1061631)
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Moura i sur. 2009

IL6 (rs1800795), IL10 (rs1800896, rs1800871,

[136] 122+82/101+105 | | 1 560872), IFNG (rs2430561), TNFA (rs1800629)
[F;alr]‘dey I sur. 2017 559/559 IL10 (rs1800896, rs1800871, rs1800872)
Pandey i sur. 2020 255/055 IL6 (rs1800795), MMP1 (rs1799750), MMP8
(48) (rs11225395, rs2155052), MMP9 (rs3918242)
[F;jroe]za sur. 2014 113/119 MMP1 (rs1799750), MMP9 (rs3918242)
Preda i sur. 2020 [142] | 79/81 '(fsﬁ ér(;sg)192282), TIMP2 (rs2277698), FGF1
ILLB (rs1143627, rs16944), TNFA (5361525,
rs1800629), IL10 (rs1800896, rs1800871, rs1800872),
Ramos i sur. 2016 IL6 (rs1800795), IFNG (rs2430561), IL6R (rs2228144,
(143 : 201/402 rs2228145), TNFRII (rs653667), TLR2 (rs4696480),
TLR4 (rs4986790, rs4986791)
TIMP1 (rs2070584), TIMP2 (rs2277698), MMP9
(rs3918242)
[Fiza‘]*”s I sur. 1999 55/110 TNFA (rs1800629)
RLNZ (rs10115467, rs113390429, rs13293410,
. rs183312557, rs3758239, rs4742076, rs62557688,
Rocha i sur. 2013 [66] | 40/20 rs7029400, rs7856237, rs7875735, rs79324864,
rs150032453)
[F;%?e”fe'd tsur. 20171 4 46229 VDR (152228570, rs7975232, rs1544410, rs731236)
[Sl"z‘l'g]"”e” tsur. 2009 | 509/202 SFTPC (rs4715)
Thota i sur. 2012 [152] | 76+145/191+194 | COMT (rs4633, rs4680, rs4818, rs6269)
) FVL, FVC, FII (rs1799963), MTHFR (rs1801131,
Uvuzisur. 2009 [74] | 50/50 rs1801133), ACE (rs4646994)
) IL6 (rs1880243, rs1800797, rs1800796, rs1800795,
Velezisur. 2007 [154] | 149+76/347+321 | | 1554606) |1 6R (1s6687726, rs4845622, rs4845623)
IL6 (rs1880243, rs12700386, rs1800797, rs1800796,
rs1800795, rs2069840, rs1554606, rs11766273), IL6R
(rs952146, rs1552481, rs6427641, rs11265610,
. rs1386821, rs4075015, rs4601580, rs4845618,
Velezisur. 2008[153] | 145+76/194+191 | | 5ea7756" 1<7549338, 154553185, 154845622,
rs4845623, rs4537545, rs4845625, rs4845374,
rs11265618, rs10752641, rs4329505, rs2229238,
rs4072391, rs7526293)
Wang i sur. 2017 [156] | 51/255 MBL (rs11003125, -221 Y/X)

Iz metaanalize iskljuceno je 42 gena i 119 SNP-a jer su istrazivani u manje od 3 studije [59,
61, 66-68, 70-72, 74,78, 108, 110, 111, 118, 121, 123, 130, 131, 140, 142, 143, 149, 152, 153,
156, 158]. Od preostalih 8 gena (IL-6, IL-10, IL-1B, IL-1RN, MMP9, TNF-a, TNFRII'i VDR) i 17

SNP-a, 6 gena i 15 SNP-a iskljuceni su zbog male veli€ine uzorka ili nedostatnih informacija o

genotipu ispitanica. Za varijante objavljene u viSe studija istih autora, odabrana je studija s

najveéim uzorkom za analizu [54, 134, 153, 154]. Na temelju dostupnih podataka, metaanaliza
je provedena samo za SNP-ove gena TNF-a (rs1800629) (Tablica 6) i /IL-6 (rs1800795)

(Tablica 5).
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Povezanost izmedu SNP-a gena TNF-a (rs1800629) i ISPP-a ispitivana je u ukupno 8
uklju€enih istrazivanja (Tablica 6). Medutim, dodatna dva istrazivanja naknadno su isklju¢ena
iz metaanalize: istrazivanje Menon i sur. jer se radilo o istrazivanju istog autora na istoj
populaciji [134], te istrazivanje Ramos i sur. zbog nedostatka podataka [143]. Konacno,
metaanalizom je detektirana znaCajna povezanost izmedu SNP-a TNF-a (rs1800629) i rizika
za ISPP, kako na razini alela (A vs. G; OR (95%Cl)=1.328 (1.02-1.74), P=0.038), tako i za
aditivni (AA vs. GG; OR (95%Cl)=1.53 (1.05-2.22), P=0.025 i AA vs. GA; OR (95%CI)=1.519
(1.03—-2.24), P=0.036) i recesivni geneticki model (AA vs. GA + GG; OR (95%CIl)=1.54 (1.06—
2.19), P=0.022) (Tablica 6).

Povezanost izmedu SNP-a /L-6 (rs1800795) i ISPP-a istrazivana je u ukupno 4 istrazivanja
uklju€enih u analizu (Tablica 7). Dva su istraZivanja naknadno iskljuena zbog nedostatka
podataka (Velez i sur.) i uklju€ivanja istih ispitanika kao ranije opisano istraZivanje (Ramos i
sur.) [143, 153]. Metaanalizom nije identificirana znacajna povezanost izmedu SNP-a /L-6
(rs1800795), na razini alelne distribucije i recesivnog genetickog modela. Nadalje, izracun
povezanosti koriStenjem aditivnog, dominantnog i kodominantnog genetickog modela nije bilo

moguce izraCunati zbog nedostatka podataka.
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Tablica 6. Metaanaliza polimorfizma gena TNF-a (rs1800629)

A vs. G AA vs. GG AA vs GA GG vs GA AA vs. GG + GA GG + AAvs. GA GA + AAvs. GG
Prvi autor i OR = OR = OR = OR = OR = OR = OR =
godina (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl)
Awasthiisur. | 118 1.46 1.49 0.98 1.47 0.92 0.92
o010 (53] | 1096~ | 0130 | [099- | 1903 |[099- | 0058 |[0.76- 0.886 | [1.01- 0.046 | [0.79- 0.525 | [0.73- 0.508
: 1.39] 2.16] 2.25] 1.27] 2.15] 1.18] 1.17]
Belousova i 4.44 4.44 4.44 0.23
sur. 2019, [56] | [0:94- | 0.060 | / / / / [0.94- 0.060 |/ / [0.94- 0.060 | [0.05- 0.060
: : 20.98] 20.98] 20.98] 1.06]
Gebhardtisur. | 227 32.49 15.32 2.09 26.89 1.97 0.43
2000 [117] | 110~ 0.027 | [128- | 0035 |[058- |0102 |[0.88- 0.097 | [1.07- 0.045 | [0.83- 0.123 | [0.19- 0.051
: 4.69] 827.70] 405.11] 4.97] 676.76] 4.66] 1.00]
Menonisar. | B4 4.85 4.43 1.10 472 1.06 0.83
2006, (1) (54 | [0-95 | 0.092 | [066- | 0121 |[057- |0154 |[0.55- 0.797 | [0.65- 0.125 | [0.53- 0.899 | [0.43, 0.570
: 2.10] 35.66] 34.19] 2.18] 34.68] 2.07] 1.60]
Menon i sur 0.83 0.45 0.51 0.88 0.47 0.90 1.19
2006 (2) 5a] | 10:49. 0.479 |[0.05- |0.470 |[0.06- |0.550 |[0.48- 0.680 | [0.05- 0.488 | [0.49- 0.730 | [0.66- 0.569
: 1.40] 3.93] 4.64] 1.61] 4.05] 1.64] 2.14]
Moura i sur. NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI 165810 0.206
2009. (1) [136] [2 56]' '
Moura i sur. NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI 1678360 0.127
2009. (2) [136] g s :
Roberts i sur. | 156 1.24 0.67 1.84 1.00 1.83 0.55
1090, [144] [0.88- |0.132 |[0.11- |0.862 |[0.06- |0.753 |[0.93- 0.079 | [0.09- 1.000 | [0.93- 0.080 | [0.28- 0.084
2.76] 14.20] 7.89] 3.64] 11.28] 3.61] 1.08]
1.33 0.03g | 153 1.52 1.26 o188 | 154 1.23 0.90
Ukupno [1.02- | [1.05- |0.025 |[1.03- |0.036 |[0.89- g [1.06- 0.022 | [0.86- 0.252a | [0.65- 0.5102
1.74]a 2.22] 2.24] 1.77]2 2.19] 1.75]2 1.24]a

Statisticka znacajnost je postavljena na P<0.05, NI (nema informacija), / (niti jedan ispitanik nije imao AA genotip), @ Nasumicni u€inak (engl. random effect)
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Tablica 7. Metaanaliza polimorfizma gena IL-6 (rs1800795)

Cvs. G CCvs. GG CCvs CG GG vs CG CCvs.GG+GC | GG+ CCyvs.GC | GC + CC vs. GG
Prvi autor i OR 5 OR > |OR 5 OR 5 OR 5 OR 5 OR 5
godina [95% CI] [95% CI] [95% CI] [95% CI] [95% CI] [95% CI] [95% CI]
. 1.03 0.19 0.83
2”060”60”[1';;‘]“ [0.73- 0.870 | NI NI | [0.09- | 0.000 1'321[0'74' 0.467 | [0.40- 0.626 | NI NI NI NI
' 1.44] 0.38] ' 1.74]
Moura i sur. 1.06
2000. (1) N NI NI NI | NI NI NI NI [0.28- 0.931 | NI NI NI NI
[134] 4.07]
Moura i sur. NI NI NI NI | NI NI NI NI 00'8233 0.784 | NI NI NI NI
2009. (2) [134] g oo :
pandey isur. | AL 2.97 2.36 4.75
5620, (58] [3.16- 0.000 | NI NI | [1.88- | 0.000 |[1.46- 0.001 | [3.24- 0 NI NI NI NI
: 5.34] 4.71] 3.83] 6.96]
Velez i sur. 1.50
2007. [1.13- 0.005 |/ /A / NI NI / / NI NI NI NI
(1) [154] 1.98]
Velez i sur. 065381 0.089 | NI NI | NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
2007. (2) [154] | | ool :
1.43 [0.66 0.76 1.67 1.47
Ukupno sop | 0-368° | NI NI | [0.05- | 0.8402 |[0.86,3.27] | 0.1322 | [0.47- 0.5132 | NI NI NI NI
: 11.39]2 a 4.61]2

Statisti¢ka znac¢ajnost je postavljena na P<0.05, NI (nema informacija), / (niti jedan ispitanik nije imao CC genotip), @ Nasumi¢ni u¢inak (engl. random effect)
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4.1.1.2. Pristup bez unaprijed definirane hipoteze (engl. hypotesis-free)

U pregled je ukljuéeno 14 istrazivanja od kojih je u 12 koristen GWAS pristup [80, 81, 158—
163], a u preostale 2 WES pristup [84, 85] (Tablica 8).

U GWAS pristupu, 5 istraZivanja pokazalo je globalno znac¢ajne povezanosti (P<5x10?®) [79,
82, 85, 164] . Dodatno su u GWAS istrazivanjima pronadene globalno znacajne povezanosti s
gestacijskom dobi ispitanica [79, 164].

Kod WES pristupa, jedno istraZivanje koju su proveli Huusko i sur. identificiralo je zna&ajno

opterecenje genu HSPA1L rijetkim varijantama (Tablica 8) [85].

Tablica 8. Pregled istrazivanja bez unaprijed definirane hipoteze uklju¢enih u sustavni

pregled
FIEID Broj ispitanica
Prvi autor i godina .('GWAS (ISPP/kontrole) Fenotip Identificirani gen/i (SNP)

ili WES)
Bacelis i sur. 2016 GWAS 1921 PPPO (154—__258 /
[80] dana gestacije)
Bhattacharjee i sur. ISPP (<37 tjedana
2023 [158] GWAS | 521/1042 gestacije) /
Gupta i sur. 2022 ISPP (<34 tjedana MAST1 (rs188343966)
[82] GWAS 179/188 gestacije) ASTN1 (rs146756455)
Hasegawa i sur. ISPP i gestacijska
2023[160] GWAS | 385/644 dob /
Huusko i sur. 2018 WES 174192 ISPP (§36 tjiedana HSPALL (s34620296)
[85] gestacije)
Huusko i sur. 2021 GWAS/ ISPP (<36 tjedana
[163] WES 48/808, 205 gestacije) /
Hur etal. 2023 [161] | GWAS | 43/38 ISPP (<37 tjedana |,

gestacije)

Juvinao-Quintero i ISPP (<37 tiedana /

GWAS | 933/1279 gestacije)
sur. 2024 [159] -

gestacijska dob /

McElroy i sur. 2013 ISPP (<37 tjedana

WES 247/328 /

[84] gestacije)
Myking i sur. 2013 GWAS | 1535/1487 ISPP (f37 tiedana /
[81] gestacije)
EBF1 (rs12520982)
EEFSEC
ISPP (<37 tiedana | (rs1553758423)
8542/89828 gestacije) GC (rs2276461)
LINC02824
(rs192808132)
EBF1 (rs6881817)
Pasanen i sur. 2023 WNTA4 (rs3820282)
[165] GWAS AGTR2 (rs5950512)
EEFSEC (rs2999049)
68732 ADCYS5 (rs10934646)

gestacijska dob WNT3A (rs708119)

ZBTB38 (rs1991431)

RHAG (rs10948514)

TET3 (rs71848031)

KCNAB1 (rs4679760)

HAND2 (rs76907038)
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KCNN2 (rs13175113)

COBL (rs151146987)

GNAQ (rs11155617)

COL27A1 (rs2808791)

Sole-Navais i sur.
2023 [80]

GWAS

18797/260246

ISPP (<37 tjedana
gestacije)

WNT4 (rs3820282)

EEFSEC (rs4241495)

KCNABL1 (rs1488425)

HAND?2 (rs11732983)

EBF1 (rs2963463)

HLA-DQAL (rs9271673)

LRP5 (rs312777)

gestacijska dob

WNT4 (rs12037376)

HIVEP3 (rs625036)

FAF1 (rs72898946)

TET3 (rs34555419)

LSM3 (rs9823520)

ADCYS5 (rs28654158)

EEFSEC (rs2659685)

MRPS22 (rs62270785)

ZBTB38 (rs7650602)

KCNAB1 (rs4359773)

LEKR1 (rs6780427)

KDR (rs113828443)

HAND2 (rs6831441)

EBF1 (rs2963463,
rs6879092)

HLA-DQAL1 (rs3129768)

GDAP1 (rs6472846)

FBXO32 (rs143530128)

COL27A1 (1s7023208)

TFAP4 (rs2387280)

MYOCD (rs17713682)

TCEA2 (rs6090040)

AGTR2 (rs5991030)

RAP2C (rs5930554)

Zhang i sur. 2015
[81]

GWAS

1228/1146

ISPP (<34 tjedana
gestacije)

/

Zhang i sur. 2018
(81]

GWAS

5896/43837

ISPP (<37 tjedana
gestacije)

EBF1 (rs2963463,
rs2946169)

EEFSEC (rs201450565,
rs200745338)

gestacijska dob

EBF1 (rs2963463,
rs2946169)

EEFSEC (rs2955117,
rs200745338)

AGTR2 (rs201226733,
rs5950491)

WNT4 (rs56318008,
rs12037376)

ADCY5 (rs4383453)

Statisticka znacajnost je postavljena na P<5x108
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4.1.2.

U panel gena kandidata iz pristupa temeljenog na hipotezi uklju€en je jedini statistic¢ki zna¢ajan

Panel gena kandidata

gen nakon metaanalize (P<0.05) - gen TNF-a, , a iz sveobuhvatnih genomskih istrazivanja, 35
gena (ADCY5, AGTR2, ASTN1, COBL, COL27A1, DNAJBS, EBF1, EEFSEC, FAF1, FBX032,
GC, GDAP1, GNAQ, HAND2, HIVEP3, HLA-DQA1, HSPA1L, KCNAB1, KCNN2, KDR,
LEKR1, LINC02824, LRP5, LRP5, LSM3, MAST1, MRPS22, MYOCD, RAP2C, RHAG,
TCEA2, TB38, TET3ZB, TFAP4, WNT3A, WNT4) zna€ajno povezanih s ISPP-om na globalnoj

razini (P<5x108). Ukupno je panel sadrzavao 36 gena.

4.2. Ceste varijante iz panela gena kandidata

4.2 1. Karakteristike uklju¢enih ispitanica

Prije analize €estih varijanti provedena je analiza razlika u klinickim zna€ajkama ispitanica po
skupina. KliniCke znacCajke ispitanica s obiteljskim i spontanim ISPP-om te kontrolnih ispitanica,
kao i njihovih novorodencadi prikazane su u Tablici 9. EpidemioloSki podaci o paritetu bili su
dostupni za 42/44 (95.5%) Zena s obiteljskim ISPP-om, 229/248 (92.3%), Zena sa sporadi¢nim
ISPP-om i 217/281 (77.2%) Zena u kontrolnoj skupini. Podaci o prethodnim PP-ovima bili su
dostupni za 44/44 (100.0%) Zena s obiteljskim ISPP-om i 242/248 (97.6%) Zena sa

sporadi¢nim ISPP-om. Sve ostale informacije dostupne su za 100% ispitanica.

Tablica 9. Klini¢ke znacajke ispitanica te njihovih novorodencadi

Ispitanice
(N=292) Kontrole
Obiteljski ISPP Sporadiéni ISPP (N=281)
(N=44) (N=248)

Klinicke znacajke ispitanica
Dob trudnice/medijan (raspon) 31 (22-40) 31 (16-44) 30 (19-43) 0.128?
Indeks tjelesne mase/medijan (raspon) | 23 (17-32) 25 (19-39) 24 (16-39) 0.202?
Gestacijska dob (tjedni)/medijan 34 (24-36) 35 (21-36) 40 (37-41) 0.0002
(raspon)
Paritet
Primiparitet/N(%) 15 (35.7) 46 (20.1) 33(15.2) 0.008°
Multiparitet/N(%) 27 (64.3) 183 (79.9) 184 (84.8)
Prethodni PP
Da/N(%) 11 (25.0) 24 (9.9) 0.005°
Ne/N(%) 33 (75.0) 218 (90.1)
Klini¢ke znacajke novorodencadi
zg;%iﬂ)”a masa (grami)/medijan 2170 (650-3400) | 2269 (576-3550) | 3460 (2380-4740) | 0.0002

Statisticka znacajnost je postavljena na P<0.05, 'Jednosmjerna ANOVA, 2 Kruskal-Wallisov test,® x? test

StatistiCki zna€ajna razlika zabiljeZzena je oCekivano u gestacijskoj dobi i porodajnoj masi
izmedu skupina s ISPP-om i kontrola (P<0.05). Dodatno, zabiljeZena je statisticki znacajna

razlika u paritetu; zene s obiteljskim ISPP-om imale su vise jednoplodnih trudnoc¢a u usporedbi
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sa zenama sa sporadi¢nim ISPP-om i kontrolnom skupinom (P<0.05). Osim toga, medu
viSerotkinjama, zene s obiteljskim ISPP-om imale su veci broj prethodnih PP-a u odnosu na
skupinu sa sporadi¢nim ISPP-om (P<0.05).

4.2.2. Povezanost polimorfizama ispitivanih gena s idiopatskom spontanim

prijevremenim porodom

Iz panela od 36 identificiranih gena/SNP-ova, 23 gena je iskljuéeno jer su bili statistiCki
znacajno povezani s fenotipom gestacijske dobi, a ne s ISPP-om. Dodatno je joS 5 gena
isklju¢eno jer su proizadla iz metaanaliza Ciji su rezultati prethodno prikazani primarnim
istraZivanjima. U konaénici analiza geneti¢ke povezanosti provedena je na ukupno 5 gena/6
SNP-ova: ASTN1 (rs146756455), EBF1 (rs2963463, rs2946169), EEFSEC (rs201450565),
MAST1 (rs188343966) te TNF-a (rs1800629).

Frekvencije genotipova ASTNT (rs146756455), EBF1 (rs2963463, rs2946169) te TNF-a
(rs1800629) bile su u HWR (P>0.05) u svim skupinama. Medutim, MAST1 (rs188343966) i
EEFSEC (rs201450565) nisu bili u HWR zbog nedostatka varijacija, s MAF od 0.03 odnosno
0.02, sto je onemogucilo analizu razlika u frekvencijama genotipova i alela medu ispitivanim
skupinama. Frekvencije genotipova i alela SNP-ova ASTN1, EBF1, i TNF-a gena u ispitanica

i kontrola prikazane su u Tablici 10.

Tablica 10. Usporedba ucestalosti genotipova i alela polimorfizama gena ASTN1, EBF1 i
TNF-a izmedu ispitanica i kontrola

Ispitanice Kontrole X2 * P Padj**

ASTN1 (rs146756455) N (%) N (%)

genotip GG 277 (95.85) | 264 (95.31) | 1.23 [ 0.542 | 3.276
GC 11 (3.81) 13 (4.69)
AC 1(0.34) 0

alel G 564 (97.58) | 538 (97.11) | 0.24 | 0.626 | 2.136
A 14 (2.42) 16 (2.89)

EBF1 (rs2963463) N (%) N (%)

genotip 1T 25 (8.68) 17 (6.09) 10.47 | 0.005 | 0.030
TC 156 (54.1) | 121 (43.37)
cC 107 (37.22) | 141 (50.54)

alel T 182 (31.60) | 155 (27.78) | 1.98 | 0.160 | 0.960
C 394 (68.40) | 403 (72.22)

EBF1 (rs2946169) N (%) N (%)

genotip cc 165 (57.10) | 180 (64.52) | 4.78 | 0.092 | 0.552
CT 103 (35.64) | 88 (31.54)
TT 21(7.26) | 11(3.94)

alel C 433 (74.91) | 450 (80.65) | 5.38 | 0.020 | 0.120
T 145 (25.09) | 108 (19.35)

TNF-a (rs1800629) N (%) N (%)

genotip GG 208 (71.23) | 213 (75.80) | 7.68 | 0.104 | 0.624
GA 70 (23.97) | 59 (21.00)
AA 14 (4.80) | 9(3.20)

alel G 486 (83.22) | 485 (86.47) | 2.10 | 0.148 | 0.888
A 98 (16.78) | 77 (13.70)

StatistiCka znacajnost je postavljena na P<0.05, * x? test, ** Bonferronijeva korekcija
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Medu ispitivanim SNP-ovima, zabiljezena je statistiCki znaCajna razlika izmedu ispitanica i
kontrola u distribuciji genotipova za SNP EBF1 (rs2963463) te u frekvencijama alela za SNP
EBF1 (rs2946169) (Tablica 10). Medutim, nakon primjene Bonferronijeve korekcije, samo je
SNP EBF1 (rs2963463) ostao znacCajan (Padj=0.03). Genotip TT SNP-a EBF1 (rs2963463)
gena bio je ¢eSc¢i u skupini s ispitanica (8.68%) nego u kontrolnoj skupini (6.09%). Dodatno su
analizirane podskupine ISPP-a, obiteljski i sporadi¢ni u usporedbi s kontrolama te je statisticki
znacajna razlika potvrdena za SNP EBF1 (rs2963463) (Tablica 11). Znacajna razlika je
pronadena izmedu genotipa skupine sporadi¢nog ISPP-a i kontrola (P=0.010) te alela skupine
obiteljskog ISPP-a i kontrola (P=0.022). Medutim, nakon korekcije nije bilo zna€ajne razlike.
Za preostale SNP-ove, ukljuCujuéi ASTN1 (rs146756455) i TNF-a (rs1800629), nisu

pronadene znacajne razlike.

Tablica 11. Analiza polimorfizma gena EBF1 (rs2963463) u obiteljskom i sporadicnom ISPP-
u te kontrolama

ol Obiteljski ISPP vs. | Obiteljski ISPP vs. | Sporadiéni ISPP vs.

O?'Stgg’ 1 Spfsrgcljgcm el Sporadi¢ni ISPP kontrole kontrole

N (%) N (%) N (%) ’* | P [Padi* | x2* | P [Pad** [ x?* | P [ Padj*
genotip
TT [ 6(13.64) |19 (7.79) 17 (6.09) 1.63 [ 0.442 [ 2.652 [ 5.84 [ 0.054 | 0.324 | 8.68 [ 0.010 | 0.060
TC | 23 (52.27) | 133 (54.51) | 121 (43.37)
CC | 15(34.09) | 92 (37.70) | 141 (50.54)
alel
T [35(39.77) | 147 (30.12) | 155 (27.78) [ 3.21 [ 0.073 [ 0.438 [5.26 [ 0.022 [ 0.132 [ 0.70 [ 0.404 [ 2.424
C |53(60.23) | 341 (69.88) | 403 (72.22)

Statisticka znacajnost je postavljena na P<0.05, * x? test, ** Bonferronijeva korekcija

4.2.3. Usporedba ucestalosti polimorfizama gena izmedu skupina ispitanica,
prema geneti¢ckim modelima

Tablica 12 prikazuje genetiCku povezanost SNP-ova gena ASTN1, EBF1i TNF-a s obiteljskim
i sporadi¢nim ISPP-om u usporedbi s kontrolama, koristeéi razliCite geneticke modele. Kao i
u prethodnom poglavlju statistiCka zna€ajnost je pronadena samo za SNP EBF1 (rs2963463).
Za SNP EBF1 (rs2963463) major T alel u€estaliji je u obiteljskim slu€ajevima (OR=2.21, 95%

Cl=1.42-3.42, Padj<0.0001) u usporedbi s kontrolama.
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Tablica 12. Analiza geneticke povezanosti polimorfizama gena ASTN1, EBF1 i TNF-a primjenom razliCitih genetickih modela

Geneticki modeli

Obiteljski ISPP vs. Sporadi¢ni ISPP

Obiteljski ISPP vs. kontrole

Sporadi¢ni ISPP vs. kontrole

OR(O5%ClI) | P | Padj OR(95%Cl) | P |Padi*| OR((95%Cl) | P [ Padj*
ASTN1 (rs146756455)
GG vs. GC+CC | 4.76 (0.28-81.95) [ 0.282 | 1.692 [ 4.54 (0.27—-77.79) | 0.296 | 1.776 | 0.96 (0.43—2.14) [ 0.913 [ 5.478
GG+GCvs.CC | 0.55(0.02-13.62) | 0.712 | 4.272 [ 0.16 (0.00-8.19) | 0.362 | 2.172 | 0.03 (0.00-0.57) | 0.019 [ 0.114
GG vs. GC 4.38(0.25-75.74) | 0.309 | 1.854 | 4.54 (0.27-77.79) | 0.296 | 1.776 | 1.04 (0.46-2.37) | 0.920 | 5.520
GG vs. CC 0.57 (0.00-14.26) | 0.733 | 4.398 | 0.17 (0.00-8.89) | 0.374 | 2.244 [ 0.29 (0.01-7.26) | 0.455 | 2.730
CCyvs.GC 7.67 (0.11-550.17) | 0.350 | 2.100 | 27.00 (0.22—33.54) | 0.181 | 1.086 | 3.52 (0.13-95.09) | 0.454 | 2.724
Gvs.C 5.39 (0.32-91.12) | 0.243 | 1.458 | 5.42 (0.32-91.22) | 0.240 | 1.440 | 1.01 (0.49-2.09) | 0.976 | 5.856
EBF1 (rs2963463)
TT vs. TC+CC 1.87 (0.70-4.98) [ 0.211 | 1.266 | 2.43 (0.90-6.56) | 0.079 | 0.474 | 1.30 (0.66—2.56) | 0.446 [ 2.676
TT+TC vs. CC 1.170 (0.60—2.30) | 0.648 | 3.888 | 3.91 (2.03—7.53) | 0.000 | 0.000 | 3.34 (2.40—-4.64) | 0.000 | 0.000
TTvs. TC 1.83 (0.66-5.06) | 0.247 | 1.482 | 1.86 (0.66-5.21) | 0.240 | 1.440 | 0.98 (0.49-1.98) | 0.963 | 5.778
TT vs. CC 1.94 (0.67-5.63) | 0.225 | 1.350 | 3.32(1.14-9.70) | 0.028 | 0.168 | 1.71 (0.85-3.47) | 0.135 | 0.810
CCyvs. TC 0.94 (0.47-1.90) | 0.870 | 5.220 | 0.56 (0.28-1.12) | 0.101 | 0.606 | 0.594 (0.41—0.85) | 0.005 | 0.030
Tvs.C 1.57 (1.02—2.44) | 0.043 | 0.258 | 2.21 (1.42-3.42) | 0.000 | 0.000 | 1.40 (1.08-1.82) | 0.012 | 0.072
EBF1 (rs2946169)
CCyvs. CT+TT 0.71(0.37-1.58) | 0.303 [ 1.818 [ 0.55 (0.29-1.04) [ 0.067 | 0.402 [ 0.77 (0.54-1.10) | 0.149 [ 0.894
CC+CTvs. TT 1.08 (0.31-3.85) | 0.901 | 5.406 | 0.56 (0.15-2.10) | 0.390 | 2.340 | 0.52 (0.24-1.12) | 0.094 | 0.564
CCyvs.CT 0.68 (0.35-1.33) | 0.260 | 1.560 | 0.57 (0.29-1.10) | 0.093 | 0.558 | 0.83 (0.57-1.21) | 0.332 | 1.992
CCvs.TT 0.92 (0.25-3.39) | 0.904 | 5.424 | 0.45 (0.12-1.73) | 0.244 | 1.464 | 0.49 (0.22-1.06) | 0.070 | 0.420
TTvs.CT 1.36 (0.36-5.08) | 0.650 | 3.900 | 0.79 (0.20-3.11) | 0.738 | 4.428 | 0.58 (0.26-1.31) | 0.191 | 1.146
Cvs.T 0.82(0.49-1.36) | 0.435 | 2.610 | 0.60 (0.36-1.01) | 0.052 | 0.312 | 0.74 (0.55-0.99) | 0.045 | 0.270
TNF-a (rs1800629)
GG vs. GA+AA 0.75(0.38-1.47) | 0.398 [ 2.388 [ 0.62 (0.31-1.22) [ 0.165 | 0.990 [ 0.83 (0.56- 1.22) | 0.343 [ 2.058
GG+GA vs. AA 0.29 (0.09-0.92) | 0.036 | 0.216 | 0.26 (0.08-0.81) | 0.020 | 0.120 | 0.88 (0.34- 2.25) | 0.787 | 4.722
GG vs. GA 0.97 (0.45- 2.11) | 0.943 | 5.658 | 0.80 (0.37-1.74) | 0.579 | 3.474 | 0.83 (0.55- 1.25) | 0.363 | 2.178
GG vs. AA 0.29 (0.09-0.93) | 0.038 | 0.228 | 0.25 (0.08-0.78) | 0.018 | 0.108 | 0.84 (0.33- 2.16) | 0.718 | 4.308
AAvs. GA 3.33(0.93-12.01) | 0.066 | 0.396 | 3.28 (0.91-11.82) | 0.070 | 0.420 | 0.98 (0.36-2.65) | 0.974 | 5.844
Gvs. A 0.63 (0.36-1.10) | 0.108 | 0.648 | 0.54 (0.31-0.94) | 0.029 | 0.174 [ 0.85 (0.61-1.20) | 0.353 | 2.118

Statisticka znacajnost je postavljena na P<0.05, *Bonferronijeva korekcija
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4.3. Rijetke predvideno patogene varijante iz panela gena kandidata
Koriste¢i podatke dobivene sekvenciranjem panela gena kandidata (n=36), detektirali smo
ukupno 27 rijetkih varijanti u ukupno 15 gena iz panela. Nakon provedene kontrole kvalitete
rijetkih varijanti identificirano je ukupno 12 RPP varijanti. RPP varijante podijeljene su prema
tipu i zigotnosti (Slika 6). Dodatno iskljuCene su sve varijante prisutne u kontrolama te je
primijenjen kriterij da svaka RPP varijanta mora biti prisutna najmanje u jednoj ispitanici.
Ukupno filtracijom je identificirano 6 RPP varijanti u 6 gena (Slika 6). Nadalje, broj RPP varijanti
po pojedinom genu iz panela i pripadajucoj skupini prikazan je na slici 7.

Ukupan broj detektiranih varijanti (n=27)

RPP varijante koje zadovoljavaju kriterije kontrole kvalitete (N=12)

LOF + high impact (N=1) Missense + CADD >20 (N=5)
Heterozigotne Heterozigotne
(N=1) (N=5)
Identificirane u Identificirane u
21 pacijentice, 21 pacijentice,
0 kontrola 0 kontrola
(N=1) (N=5)

Ukupno (N=6)

Slika 6. Hodogram filtriranja rijetkih predvideno patogenih varijanti iz panela gena kandidata

m Obiteljski ISPP Sporadiéni ISPP

COBL
COL27A1
EBF1
KCNAB1
KDR
TFAPY I

0 1 2

Slika 7. Broj RPP varijanti po genu iz panela i skupini ispitanica
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RPP varijante koje nisu prisutne u kontrolnoj skupini detaljno su opisane u Tablicama 13 i 14.
U tablici 13 prikazana je varijanta koja uzrokuje gubitak funkcije gena (LOF) detektirana u
ispitanici s obiteljskim ISPP-om, a u tablici 14 prikazane su varijante krivoga smisla (missense)

detektirane u skupini ispitanica s sporadi¢nim ISPP-om.

Tablica 13. Varijanta koja uzrokuje gubitak funkcije gena detektirana u ispitanici s obiteljskim

ISPP-om u panelu gena kandidata

Gen Varijanta (UCSC, hg19) Promjena transkripta Promjt_ena ;ek_vence Zigotnost
aminokiselina
chri6-4310225-T- c.687_688insCCCCCC
TGAGGGCCTCTGTCT iy
TGCAGCTTCTGCCCC CCCcccceceeeeaaaaT
TFAP4 GGGGGCCGGAGGGG | p.Thr230fs HET
CTCCGGCCCCCAcCcCC
CGGGGGGGGGGGEE GCAGAAGCTGCAAGA
GGG CAGAGGCCCTC

Tablica 14. Varijante krivog smisla detektirane u ispitanicama sa sporadi¢nim ISPP-om u
panelu gena kandidata

Gen Varijanta (UCSC, hg19) Promjena transkripta Pro;?rj]?r?:k;sseelii\:;nce Zigotnost
COL27A1 | chr9-116945318-A-T c.1979A>T p.Tyr660Phe HET
COBL chr7-51258659-G-T c.573C>A p.Serl91Arg HET
KDR chr4-55956191-C-T €.3124G>A p.Val1042lle HET
EBF1 chr5-158135166-G-T c.1568C>A p.Pro523His HET
KCNAB1 | chr3-156234085-C-G €.892C>G p.Leu298Val HET
4.3.1. Opterec¢enje panela gena kandidata rijetkim predvideno patogenim

varijantama
Analiza opterecenja panela gena kandidata RPP varijantama provedena je na skupinama s
obiteljskim ISPP-om (N=31), sporadi¢nim ISPP-om (N=59) te kombiniranoj kohorti (N=90) u
usporedbi s kontrolnim ispitanica (N=97). Panel gena kandidata nije bio statisti¢ki znacajno
optere¢en RPP varijantama, ni u kombiniranoj skupini ISPP-a, kao ni u obiteljskoj i sporadi¢noj

skupini pojedinac¢no, kao ni u kontrolnoj skupini (Tablica 15).

Tablica 15. Rezultati analize opterecenja panela gena kandidata rijetkim predvideno
patogenim varijantama

Skupina P
Obiteljski ISPP vs kontrole 0.309
Sporadi¢ni ISPP vs kontrole 0.418
Kombinirana kohorta vs kontrole 0.417

Statisticka znacajnost je postavljena na P<0.05
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4.4. Rijetke predvideno patogene varijante novootkrivenih gena kandidata
iz cjelokupnog egzoma
Koriste¢i podatke dobivene sekvenciranjem cjelokupnog egzoma, detektirali smo ukupno
12548 rijetkih varijanti u ukupno 7364 gena. Nakon provedene kontrole kvalitete rijetkih
varijanti identificirano je ukupno 3937 RPP varijanti. RPP varijante podijelijene su prema tipu i
zigotnosti. Dodatno isklju¢ene su sve varijante prisutne u kontrolama te je primijenjen kriterij
da svaka varijanta mora biti prisutna najmanje u jednoj ispitanici za homozigotne te najmanje
dvije ispitanice za heterozigotne RPP varijante. Ukupno filtracijom je identificirano 56 RPP
varijanti u 56 gena (Slika 8). Navedeni geni nisu prethodno povezani s ISPP-om te

predstavljaju nove gene kandidate.

Ukupan broj detektiranih varijanti (n=12548)

RPP varijante koje zadovoljavaju kriterije kontrole kvalitete (N=3937)

LOF + high impact (N=537) Missense + CADD >20 (N=3400)
Heterozigotne Homozigotne Heterozigotne Homozigotne
(N=521) (N=16) (N=3381) (N=19)
Identificirane u Identificirane u Identificirane u Identificirane u
22 pacijentice, 21pacijentice, 22 pacijentice, 21 pacijentice,
0 kontrola 0 kontrola 0 kontrola 0 kontrola
(N=6) (N=2) (N=39) (N=9)

Ukupno (N=56)

Slika 8. Hodogram filtriranja rijetkih predvideno patogenih varijanti iz cjelokupnog egzoma

Mann-Whitney U testom dokazano je da je skupina s obiteljskim ISPP-om imala znacajno vise
RPP varijanti u odnosu na skupinu s sporadi¢nim ISPP-om (Z=2.08, P=0.037) (Slika 9).
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Slika 9. Usporedba razlika u broju rijetkih predvideno patogenih varijanti po skupinama
ispitanica

Nadalje, broj RPP varijanti po pojedinom genu i pripadaju¢oj skupini prikazan je na slikama 10
i 11. Potom u tablicama 16 i 17 slijede RPP varijante podijeljene po tipu te detektirane u skupini
obiteljskog ISPP-a, odnosno u tablicama 18 i 19 u skupini sporadi¢nog ISPP-a. U tablicama
su posebno oznacene varijante koje se preklapaju izmedu skupina obiteljskom i sporadi¢nog
ISPP-a.

= obiteljski ISPP = sporadicni ISPP = kombinirana kohorta

Slika 10. Udio gena s rijetkim predvideno patogenim varijantama detektiranih u skupinama
ispitanica s ISPP-om

39



0 1 2

pey
acars [
aceers
ancros2 |
casra [
cecsr: [
cerriz
cerrs:
ey
coteas [EEEEE—
csnciare
cvesr:
ookH [
orvsLe R
opvses |
ose+ [
el
eox
Frevz [
FsP:
can
cevine [
veatres
wrst
xencs
ey
oy

u Obiteljski ISPP

m Sporadic¢ni ISPP

v
MTHFDIL [
wivee
wree
ncav [
voot I
oriDs [N
orast NN
peorere
post
prcra

erunez |

prery. I
rRasscert
ReLL
scwvie I
stezsn7 |
seie0
seocks NN
tcrs [
Toro:
WENETE
Treve
TsPanto [N
™
worss
s

Slika 11. Broj rijetkih predvideno patogenih varijanti po novo identificiranom genu i skupini
ispitanica

Tablica 16. Varijante koje uzrokuju gubitak funkcije gena detektirane u skupini ispitanica s
obiteljskim ISPP-om u cjelokupnom egzomu

Gen Varijanta (UCSC, hg19) Promjena transkripta pro;*?::k?seemznce Zigotnost
CSNK1A1L | chr13-37679357-CA-C c.36delT p.Vall3fs HET
HEATR5A chr14-31776052-G-A c.4852C>T p.Arg1618* HET
NOD1 chr7-30477274-T-C €.2454-2A>G NI HET
JHY chr11-122775930-G-A Cc.915G>A p.Trp305* HET

NI-nema informacije, * predstavlja prisutnost varijante u obje skupine s ISPP-om (obiteljski i sporadi¢ni)
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Tablica 17. Varijante krivog smisla detektirane u skupini ispitanica s obiteljskim ISPP-om u

cjelokupnom egzomu

Gen Varijanta (UCSC, hg19) Promjena transkripta Pro;?%?::k;sseelii\;eance Zigotnost
ANKRD42 chrl1-82922398-G-A c.512G>A p.Argl71GIn HET
EPX chrl7-56274483-A-G €.985A>G p.Thr329Ala HET
FSIP2 chr2-186671501-A-G c.17468A>G p.Lys5823Arg HET
GAN chr16-81396179-A-T c.1049A>T p.Asp350Val HET
INTS1 chr7-1515595-T-G c.5491A>C p.Serl831Arg HET
KLHL33 chr14-20897824-C-T c.1678G>A p.Glu560Lys HET
MTMR2 chrl1-95595443-A-G €.350T>C p.Metl17Thr HET
PGS1 chrl7-76399694-A-G €.926A>G p.Asp309Gly HET
AGAP4 chr10-46329521-G-A c.440C>T p.Thrl47lle HOM
CHD2 chr15-93563367-C-T c.5032C>T p.Arg1678Trp HOM
C4BPA chrl-207297337-C-G €.499C>G p.Leul67Val HOM
ADORAZ2B chr17-15848588-T-C c.26T>C p.Leu9Pro HET
AKAP13 chr15-86076823-T-G €.190T>G p.Cys64Gly HET
DPYSL2 chr8-26441394-A-G c.523A>G p.llel75Val HET
DPYSL3 chr5-146777372-G-A €.1660C>T p.Arg554Cys HET
FREM2 chr13-39266304-G-A €.4823G>A p.Gly1608Asp HET
KCNC3 chr19-50826537-T-C c.1673A>G p.Lys558Arg HET
KIF5B chr10-32344829-G-C c.73C>G p.Arg25Gly HET
LTK chr15-41804905-A-T c.359T>A p.Leul20GIn HET
NCAM1 chr11-113141077-G-T c.2377G>T p.Ala793Ser HET
OR4S1 chr11-48328327-T-A Cc.553T>A p.Leul85Met HET
PTPRU chrl-29585795-C-T ¢.500C>T p.Serl67Phe HET
RELL1 chr4-37640079-C-A €.433G>T p.Asp145Tyr HET
RPS3 chr11-75111777-T-A Cc.70T>A p.Phe24lle HET
SCNN1B chr16-23388525-G-C €.1310G>C p.Arg437Thr HET
SLC26A7 chr8-92301394-A-T C.224A>T p.His75Leu HET
SPOCK3 chr4-168155159-C-T €.166G>A p.Gly56Arg HET
TDRD3 chr13-61084767-G-A c.1019G>A p.Arg340Lys HET
MTRR chr5-7878358-C-T €.703C>T p.Leu235Phe HET
MTRR chr5-7878358-C-T €.703C>T p.Leu235Phe HET
TRPMS8 chr2-234863820-C-G €.1288C>G p.Leud30Vval HET
PRUNE2 chr9-79323556-C-G €.3634G>C p.Gly1212Arg HET

* predstavlja prisutnost varijante u obje skupine s ISPP-om (obiteljski i sporadicni)
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Tablica 18. Varijante koje uzrokuju gubitak funkcije gena detektirane u skupini ispitanica sa
sporadi¢nim ISPP-om u cjelokupnom egzomu

Gen Varijanta (UCSC, hg19) | Promjena transkripta Promjgna §ekyence Zigotnost
aminokiselina
COLG6AS chr3-130187764-G-T c.6916G>T p.Glu2306* HET
c.515-
chr2-179306432-C- .
PRKRA CAGTTTCCATAAA iﬁSé._?lmsTTTATGGA NI HET
CSNK1A1LL | chrl13-37679357-CA-C c.36delT p.Vall3fs HET
HEATR5A chr14-31776052-G-A c.4852C>T p.Arg1618* HET
NOD1 chr7-30477274-T-C C.2454-2A>G NI HET
JHY chrl1-122775930-G-A Cc.915G>A p.Trp305* HET
FCGBP chr19-40368497-G-GC €.12850 12851insG p.Ser4284fs HOM
€.623-
DGKH ‘éhlrllzf'l“ |2|7|3|33|?0”C| 15_6233dupTTTTTTT | NI HOM
TTTTTT

* predstavlja prisutnost varijante u obje skupine s ISPP-om (obiteljski i sporadi¢ni); NI-nema informacije

Tablica 19. Varijante krivog smisla detektirane u skupini ispitanica sa sporadi¢nim ISPP-om

u cjelokupnom egzomu

Gen Varijanta (UCSC, hg19) Promjena transkripta Pro;?:](ia::kisseelii\:%nce Zigotnost
CEP152 chr15-49073483-T-C c.1487A>G p.Asp496Gly HET
CILP2 chr19-19654661-G-A c.1307G>A p.Arg436His HET
CYB5R4 chr6-84650271-G-T c.1297G>T p.Asp433Tyr HET
DSG4 chr18-28966732-G-T €.166G>T p.Ala56Ser HET
GEMING6 chr2-39008753-G-A €.223G>A p.Asp75Asn HET
PCDHB16 | chr5-140562318-C-T €.184C>T p.Arg62Cys HET
RAB3GAP1 | chr2-135815630-A-G C.124A>G p.Asn42Asp HET
SP140 chr2-231115726-A-T c.1007A>T p.Asp336Val HET
TYR chr11-88911386-T-C €.265T>C p.Cys89Arg HET
XYLB chr3-38442441-A-G c.1498A>G p.Arg500Gly HET
PRUNE2 chr9-79323556-C-G €.3634G>C p.Gly1212Arg HET
ADORA2B | chrl7-15848588-T-C c.26T>C p.Leu9Pro HET
AKAP13 chr15-86076823-T-G €.190T>G p.Cys64Gly HET
CEP112 chrl7-64125941-C-T Cc.565G>A p.Glul89Lys HET
DPYSL2 chr8-26441394-A-G c.523A>G p.llel75Val HET
DPYSL3 chr5-146777372-G-A c.1660C>T p.Arg554Cys HET
FREM2 chr13-39266304-G-A €.4823G>A p.Gly1608Asp HET
KIF5B chr10-32344829-G-C €.73C>G p.Arg25Gly HET
KCNC3 chr19-50826537-T-C c.1673A>G p.Lys558Arg HET
LTK chr15-41804905-A-T c.359T>A p.Leul20GIn HET
MTRR chr5-7878358-C-T c.703C>T p.Leu235Phe HET
NCAM1 chrl1-113141077-G-T c.2377G>T p.Ala793Ser HET
OR4S1 chrl1-48328327-T-A c.553T>A p.Leul85Met HET
PTPRU chr1-29585795-C-T ¢.500C>T p.Serl67Phe HET
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RELL1 chr4-37640079-C-A €.433G>T p.Aspl45Tyr HET
RPS3 chr11-75111777-T-A c.70T>A p.Phe24lle HET
SCNN1B chr16-23388525-G-C €.1310G>C p.Arg437Thr HET
SLC26A7 chr8-92301394-A-T C.224A>T p.His75Leu HET
SPOCK3 chr4-168155159-C-T €.166G>A p.Gly56Arg HET
TDRD3 chr13-61084767-G-A c.1019G>A p.Arg340Lys HET
TRPM8 chr2-234863820-C-G €.1288C>G p.Leud30Val HET
OR1D5 chrl7-2966855-C-T c.47G>A p.Gly16Glu HOM
TCFL5 chr20-61473379-G-T c.1451C>A p.Thr484Asn HOM
TMEM191B | chr22-20377989-A-G c.142A>G p.Met48Val HOM
WDRA45 chrX-48934103-C-T C.425G>A p.Arg142Gin HOM
TSPAN10 chrl7-79612606-G-C €.739G>C p.Gly247Arg HOM
MTHFD1L | chr6-151281537-A-G €.1933A>G p.Thr645Ala HOM

* predstavlja prisutnost varijante u obje skupine s ISPP-om (obiteljski i sporadi¢ni)

44.1.

Signalni putevi u koje su ukljuéeni novi geni kandidati

Novoidentificirani geni analizirani su putem Enrichr alata za obogacenje signalnih puteva.

Analiza na kombiniranoj kohorti ispitanica s ISPP-om izdvojila je put metabolizma pirimidina u

koji su uklju¢ena 2/56 gena kao statisti¢ki znacajan (Tablica 20). Dodatno je analizirano 10

gena identificiranih samo u skupini obiteljskih ISPP-a te 25 u sporadi¢nih ISPP-a. Statisticka

znacajnost detektirana je za put metabolizma fosfolipida u skupini obiteljskog ISPP-a, kojem

pripada 2/10 gena, dok je u skupini sporadi¢nog ISPP-a znaajna povezanost pronadena za

signalni put kadherina, kojem pripada 2/25 novih gena (Tablica 20).

Tablica 20. Statisti¢ki znacajni signalni putevi novoidentificiranih gena

Naziv puta Skupina Geni OR P Padj*
Metabolizam pirimidina | Kombinirana kohorta | DPYSL2, DPYSL3 92.30 | 3.42x10“ | 0.002
Signali put kadherina Sporadi¢ni ISPP PCDHB16, CELSR2 | 14.10 | 0.010 0.032
Metabolizam fosfolipida | Obiteljski ISPP PGS1, MTMR2 23.66 | 4.71x102 | 0.034

Statisticka znacajnost je postavljena na P<0.05, *Benjamini-Hochberg korekcija
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5. RASPRAVA

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi postoje li u genomu Zena varijante koje bi mogle
predstavljati ¢cimbenike rizika za ISPP, s posebnim naglaskom na doprinos RPP varijanti.
IstraZivanje je obuhvatilo varijante u prethodno istrazivanim genima (unutar panela gena
kandidata), kao i u cjelokupnom egzomu, sto je omogucilo identifikaciju novih gena koji dosad
nisu bili povezani s ISPP-om. Dodatno, uzimajuci u obzir potvrdenu ulogu pozitivhe obiteljske
anamneze u multifaktorijalnoj patofiziologiji ISPP-a, po prvi su put analizirane razlike izmedu
ispitanica s obiteljskim i onih sa sporadi¢nim ISPP-om. Konac¢no, istrazivanjem su identificirane
RPP varijante u 56 gena €ija povezanost s ISPP-om dosad nije bila poznata, ¢ime su istaknuti
kao potencijalni novi geni kandidati. UCestalost RPP varijanti bila je statisti¢ki znacajno viSa u
skupini ispitanica s pozitivnom obiteljskom anamnezom ISPP-a u usporedbi sa sporadi¢nim
sluCajevima, $to dodatno upucuje na mogucu naslijednu etiologiju ovog stanja. Medu
navedenim genima istaknuo se gen PRUNE2, u kojem je RPP varijanta detektirana u dvije
razliCite obitelji s ISPP-om, dok u kontrolnoj skupini nije zabiljezena, podupiru¢i njegov moguci
doprinos razvoju ISPP-a. Nadalje, novi geni kandidati pripadaju signalnom putu metabolizma
pirimidina, koji takoder dosad nije bio povezan s patogenezom ISPP-a. S druge strane, iako
panel od 36 gena kandidata, odabranih na temelju sustavnog pregleda i metaanalize
prethodnih istraZivanja, nije pokazao znacajno optereéenje RPP varijantama, ukupno je
identificirano Sest takvih varijanti unutar pojedinacnih gena iz panela. Osim toga, jedna od
Cestih varijanti u genu EBF1, koja je u prethodnim istraZivanjima povezana s istrazivanom
patologijom i u ovom je istrazivanju pokazala statisti¢ki zna€ajnu povezanost s ISPP-om u obje

skupine ispitanica, $to dodatno podupire njezinu mogucu ulogu u patofiziologiji bolesti.

5.1. Novi geni kandidati

Kao sto je prethodno navedeno, ovim je istrazivanjem identificirano 56 razli€¢itih RPP varijanti
u 56 gena koji dosad nisu bili opisani u kontekstu ISPP-a. Zbog svoje niske u€estalosti u opc¢oj
populaciji, rijetke varijante Cesto izmi€u statistiCkoj snazi klasi¢nih asocijacijskih istrazivanja,
iako istovremeno mogu imati snazan funkcionalni u€inak na gene [166]. RPP varijante, koje
se odlikuju potencijalom za znacajan utjecaj na funkciju gena, bile su u sredistu ovog
istraZivanja upravo zbog njihove moguce uloge u patogenezi ISPP-a. Poznato je da su brojni
rijetki obiteljski poremecaji posljedica rijetkih alela velikog u€inka, a evolucijska teorija predvida
da bi aleli povezani s bolestima i/ili stanjima trebali biti rijetki [167]. KoriStenjem naprednih
bioinformati¢kih alata, provedena je precizna filtracija podataka dobivenih sekvenciranjem
cjelokupnog egzoma, $to je omogudilo izdvajanje varijanti koje su rijetke u populaciji, ali koje

mogu imati bioloSki znacajan ucinak u razvoju ISPP-a. Na taj nacin, istrazivanje RPP varijanti
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ne samo da doprinosi novim saznanjima o geneti¢koj osnovi ISPP-a, ve¢ dodatno podupire
hipotezu o njihovoj potencijalnoj ulozi u etiologiji ovog slozenog stanja.

Usporedbom ucestalosti RPP varijanti medu ispitanicama s obiteljskim i sporadi¢nim oblikom
ISPP-a, zabiljezena je statistiCki znacajna razlika (P<0.05), pri ¢emu je skupina s obiteljskim
ISPP-om imala znacajno veci broj RPP varijanti u odnosu na skupinu sa sporadi¢nim
slucajevima (Slika 9). Ova razlika moze odrazavati ve¢u kumulaciju RPP varijanti u obiteljskim
slu¢ajevima, gdje nasljedni ¢imbenici mogu imati klju¢nu ulogu, $to je prethodno pokazano i u
brojnim drugim stanjima povezanim s rijetkim alelima [167]. VaZno je naglasiti da je ovo prvo
istrazivanje koje je u svoj dizajn ukljuCilo paralelnu analizu obiteljskih i sporadi¢nih sluCajeva
ISPP-a, s posebnim fokusom na RPP varijante. Premda rezultati upucuju na potencijalnu
vaznost ovih varijanti u obiteljskim slu¢ajevima, njihovu stvarnu ulogu u etiologiji ISPP-a
potrebno je dodatno potvrditi daljnjim segregacijskim istrazivanjima, kako bi se utvrdilo
prenose li se doista identificirane varijante unutar obitelji, te imaju li stvarnu ulogu u etiologiji
ISPP-a. Ovaj pristup predstavlja vazan smjer buducih istraZzivanja, koji bi mogao znacajno
doprinijeti razjadnjenju geneticke podloge ISPP-a.

Od ukupno 56 detektiranih RPP varijanti u 56 razliita gena, 18% (10/56) identificirano je
isklju€ivo u skupini s obiteljskim ISPP-om, 37% (21/56) u skupini sa sporadi¢nim ISPP-om,
dok se preostalih 45% (25/56) nalazilo u tzv. kombiniranoj kohorti (Slika 10). Medu njima
posebno se istiCe gen PRUNEZ2 (od engl. prune homolog 2 with BCH domain) u kojem je RPP
varijanta dijeljena medu 4 ispitanice (Slika 11). Ovaj se gen proteze na priblizno 1.3 Mb na
kromosomu 9q921.32 [178, 179] te kodira protein s konzerviranom BCH domenom kojom
regulira morfogenezu, diferencijaciju, pokretljivost i apoptozu povezujuéi se s komponentama
signalnih mreza [168]. U naSem istrazivanju, varijanta krivoga smisla ¢.3634G>C
(p-Gly1212Arg) u PRUNEZ2 genu pronadena je u tri ispitanice s obiteljskim te u jednoj ispitanici
sa sporadi¢nim ISPP-om, a posebno je zanimljiva jer je potpuno odsutna iz baze gnomAD,
koja uklju€uje ,zdrave* pojedince. Vazno je naglasiti da su sve tri ispitanice s obiteljskim ISPP-
om u kojih je detektirana, bile u krvnom srodstvu (sestre), $to dodatno upuéuje na njen moguci
nasliedni karakter. Rezultati analize ekspresije gena u posteljicnom tkivu Zena s
preeklampsijom i intrauterinim zastojem rasta, koju su proveli Medina-Bastidas i sur., pokazali
su znac€ajnu prekomjernu ekspresiju gena PRUNE2 u odnosu na posteljice iz terminskih
trudnoc¢a [169]. lako uloga ove varijante u patogenezi ISPP-a jo$ nije definitivno potvrdena,
prikazani rezultati svakako upucuju na potrebu za dodatnom validacijom njenog klini¢kog
znacaja, osobito kroz segregacijska i funkcionalna istrazivanja.

Kako bi se dodatno provjerio potencijalni kliniCki zna€aj utvrdenih RPP varijanti, ovim je
istraZivanjem provedena i analiza funkcionalne obogacenosti puteva kojom se ispitalo jesu li
navedene varijante povezane s odredenim bioloSkim putevima. Cilj ovog ispitivanja bio je

identificirati funkcionalne klastere medu novootkrivenim genima i istraziti mehanizme
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povezane s patofiziologijom ISPP-a. Analiza puteva za 56 novoidentificiranih gena istaknula je
znacajnost signalnog puta metabolizma pirimidina, kljuénog za niz stani¢nih funkcija —
uklju€ujuéi metabolizam ugljikohidrata, oksidativnu fosforilaciju, biosintezu nukleotida i prijenos
signala (Tablica 20) [170]. U kontekstu povezanosti s etiologijom ISPP-a, posebno se isti¢u
geni DPYSL2 i DPYSL3, koji su u ovom istrazivanju povezani s ovim signalnim putem, a
poznati su po svojoj ulozi u migraciji stanica i aksonalnoj produkciji. DPYSL2 (od engl.
dihydropyrimidinase-like 2) regulira stanic¢nu plasticnost i sazrijevanje neurona, dok DPYSL3
(od engl. dihydropyrimidinase-like 3) ima sli¢nu funkciju u neuroloSkom razvoju [171, 172]. lako
ne postoje konkretna istrazivanja koja direktno povezuju ove gene s ISPP-om, metabolomska
istraZivanja ukazuju na povezanost poremecaja u unutarstani€nom metabolizmu energije s
ISPP-om. Naime, u placentama Zena s ISPP-om identificirane su zna€ajno nize razine
metabolita u odnosu na Zene s terminskim porodom [173].

Dodatno su analizirani putevi u koje su bili uklju€eni geni identificirani iskljuivo u skupini
obiteljskog (10/56 gena), odnosno sporadicnog ISPP-a (21/56 gena) (Tablica 20). Dva gena,
PGS1 (od engl. phosphatidylglycerophosphate synthase 1) i MTMRZ2 (od engl. myotubularin
related protein 2), identificirana samo u skupini s obiteljskim ISPP-om, sudjeluju u putu
metabolizma fosfolipida. lako ovi geni nisu prethodno povezani s ISPP-om, navedeni put je
utemeljen metablomskim istrazivanjima. Morillon i sur. otkrili su nize razine plazmatskih
fosfolipida u Zena s ISPP-om u odnosu na Zene koje su rodile u terminu [174]. Rezultati ove i
brojnih drugih metabolomskih studija sugeriraju da disfunkcija u metabolizmu fosfolipida moze
igrati ulogu u patofiziologiji ISPP-a [174, 175]. Fosfolipidi su kljuéni za stabilnost bioloSkih
membrana i upalne procese, dok su pohrana i razgradnja lipida povezani s komplikacijama u
trudnodi [176]. lako nije jasno je li disfunkcija u metabolizmu fosfolipida uzrok ili posljedica
ISPP-a, naSi rezultati sugeriraju da varijante u genima uklju¢enima u ovaj put mogu utjecati na
ekspresiju fosfolipida i biti povezane s etiologijom ISPP-a.

S druge strane, u signalni put kadherina ukljuena su dva gena, PCDHB1 (od engl.
protocadherin beta 1) i CELSR2 ( od engl. cadherin egf lag seven pass g-type receptor 2),
identificirana samo u skupini ispitanica sa sporadi¢nim ISPP-om. lako trenutno ne postoje
istrazivanja koja povezuju ovaj signalni put s ISPP-om, poznato je da kadherini igraju kljuénu
ulogu u stani¢noj adheziji i odrzavanju integriteta tkiva, osobito u endometriju i placenti [177].
S obzirom na njihovu vaznost u ovim procesima, moguce je da imaju ulogu u patofiziologiji,

sugerirajuéi njihov potencijalni doprinos razvoju ovog stanja.
5.2. Panel gena kandidata

Panel gena kandidata konstruiran je na temelju rezultata sustavnog pregleda literature i

metaanalize, s ciliem integriranja svih dosad identificiranih povezanosti maj¢ina genoma s
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ISPP-om. Ovaj panel ukljuCuje gene koji su proizasli iz istrazivanja gena kandidata, kao i one
identificirane u sveobuhvatnim genomskim istrazivanjima.

Pri odabiru gena primijenjeni su strogi kriteriji: za gene iz istrazivanja gena kandidata kriterij
ukljucivanja bila je statisti¢ki znaCajna povezanost nakon metaanalize (P<0.05), dok je za gene
iz sveobuhvatnih genomskih istrazivanja kriterij bila povezanost utvrdena na globalnoj razini
(P<5x10®). Na temelju tih kriterija, u panel je iz istrazivanja gena kandidata ukljuéen gen TNF-
a, dok je iz sveobuhvatnih genomskih analiza identificirano 35 gena, od kojih je 13 povezano
s ISPP-om, a 22 s gestacijskom dobi ispitanica.

Osim $to je sustavnim pregledom identificirano vise od 1536 SNP-ova povezanih s ISPP-om,
detaljna analiza istrazivanja ukljuCenih u pregled pokazala je nedostatak standardizacije u
kriterijima za odabir ispitanica. Zbog toga je, s ciliem razjasnjenja i objedinjavanja svih dosad
dobivenih rezultata, provedena metaanaliza, Sto je omogucilo ukljucivanje relevantnih gena u
panel gena kandidata. Medutim, metaanaliza, kao i iz nje proiza$li geni uklju¢eni u panel, imali
su svoja ograni¢enja, buduéi da neke varijante nisu bile obuhvaéene metaanalizom zbog
nejasnih kriterija za ukljuCivanje ispitanica u provedenim istrazivanjima. Kona¢no, medu
analiziranim SNP-ovima, izdvojena su dva kljuéna SNP-a gena TNF-a (rs1800629) i IL-6
(rs1800795) (Tablice 6 i 7). Rezultati su pokazali da je SNP u TNF-a genu jedini statisticki
znacajno povezan s ISPP-om, Cime se istice kao potencijalni faktor rizika i umjeren signal
relevantan za buduca istrazivanja. TNF-a je multifunkcionalni proupalni citokin koji igra kljuénu
ulogu u pokretanju kaskade dogadaja koji mogu dovesti do ISPP-a, prvenstveno povecanjem
ekspresije MMP-ova koji razgraduju kolagen, dok istovremeno smanjuje biosintezu TIMP-ova
(engl. tissue inhibitors of metalloproteinases) [61].

Iz sveobuhvatnih genomskih istrazivanja u panel su ukljueni geni koji su na globalnoj razini
povezani s dva razli€ita fenotipa: ISPP-om definiranim kao porodom prije 37 tjedana trudnoce,
te s gestacijskom dobi kod koje se tjedan poroda uzima u obzir zajedno s porodajnom tezinom
djeteta. Ovim je pristupom identificirano ukupno 35 gena kandidata. Zhang i sur. otkrili su EBF 1
gen, koji povecava rizik od ISPP-a i gen EEFSEC, koji ima protektivnu ulogu, te 3 nova gena
(ADCYS5, AGTR2 i WNT4) povezana s gestacijskom dobi [79]. Huusko i sur. identificirali su gen
HSPA1L kao znacajno povezan s ponovljenim ISPP-om te su takoder pronasli varijante u genu
DNAJBS; oba gena kodiraju ¢lanove obitelji proteina toplinskog Soka [85, 163]. Gupta i sur.
objavili su GWAS istrazivanje na ispitanicama klasificiranim prema razli€itim fenotipovima
trudnoce te su identificirali 2 gena, ASTN1 i MAST1 [82]. Metaanalizom GWAS istrazivanja
Sole-Navais i sur. identificirali su 4 nova gena (KCNAB1, HAND2, HLA-DQAT i LRPS)
povezana s ISPP-om te 15 lokusa povezanih s gestacijskom dobi. Posljednjom metaanalizom
Pasanen i sur. identificirana su 2 nova lokusa povezana s ISPP-om, uklju€ujuci gene GC (VDR)
i LINC02824, te 5 novoopisanih lokusa (COBL, GNAQ, KCNN2, RHAG, ZBTB38 i WNT3A)

povezanih s gestacijskom dobi.
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5.2.1. Rijetke predvideno patogene varijante

Sekvenciranje cjelokupnog egzoma s ciliem provodenja analize RPP varijanti proveden je u
panelu gena kandidata. Kumulativni u¢inak RPP varijanti procijenjen je analizom opterecenja
s ciliem boljeg razumijevanja dosad povezivanih gena iz identificiranog panela s ISPP-om.
Ideja je bila ispitati jesu li ti geni/panel bogatiji RPP varijantama, s pretpostavkom da bi se
mogla istaknuti skupina obiteljskog ISPP-a kao ona koja je opterecenija navedenim
varijantama. Rezultati su pokazali da niti jedna ispitivana kohorta (kombinirana kohorta s ISPP-
om, kohorta s obiteljskim i sporadicnim ISPP-om) nije bila zna€ajno opterecenija RPP
varijantama u odnosu na kontrolnu skupinu (P>0.05) (Tablica 15). Nedostatak statistiCke
znacCajnosti mozZze se djelomicno objasniti metodoloskim ograni¢enjima, osobito malom
veli¢inom uzorka u pojedinim kohortama, uklju€ujuci kontrolnu skupinu. Buduci da se radi o
rijetkim varijantama, iznimno je teSko postic¢i statisticku znac¢ajnost. S ciliem povecanja snage
analize opterecenja, buduca istrazivanja trebala bi obuhvatiti veéi broj ispitanica u svim
skupinama te provesti analize segregacije na veéem broju Clanova obitelji, ¢ime bi se
omogucilo dublje istrazivanje nasljedne komponente.

Dodatno je istrazeno jesu li RPP varijante u genima kandidatima iz panela prisutne u skupini
ispitanica te jesu li odredene varijante dijeljene medu vise ispitanica. Kako bismo to utvrdili,
koriSteni su kriteriji koji su uklju€ivali prisutnost RPP varijante u najmanje jednoj ili vise razlicitih
ispitanica, uz istovremeno odsustvo iste varijante u kontrolnoj skupini. Takvim je pristupom
utvrdena prisutnost RPP varijanti u Sest gena iz panela: COL27A1, COBL, KDR, EBF1,
KCNAB1 i TFAP4 (Slika 7), pri E¢emu je svaka od varijanti bila prisutna u po jednoj ispitanici.
U genu TFAP4 (engl. transcription factor ap-4) iz istrazivanja Sole-Navais i sur., detektirana je
RPP varijanta u jednoj ispitanici s pozitivnom obiteljskom anamnezom ISPP-a (Tablica 13)
[164]. Taj je gen u istom istrazivanju takoder povezan s gestacijskom dobi, $to upuéuje na
njegovu mogucu ulogu u modulaciji trajanja trudnoce. Preostale RPP varijante, po jedna u
svakoj ispitanici, detektirane su u skupini sa sporadi¢nim ISPP-om. Gen COL27A1 (engl.
collagen type xxvii alpha 1 chain) u prethodno navedenom istrazivanju takoder je povezan s
trajanjem gestacije, a prema literaturnim podacima dovodi se u vezu s usporenim
embrionalnim rastom, abnormalnom morfologijom te poremecenom vaskularizacijom
posteljice u knock-out miSjem modelu [178]. Gen COBL (engl. cordon-bleu WH2 repeat
protein) proizasao je iz istrazivanja Pasanen i sur. no funkcijom se u literaturi ne povezuje s
ISPP-om [165]. Geni KDR (engl. kinase insert domain receptor) i KCNAB1 (engl. potassium
voltage-gated channel subfamily a regulatory beta subunit 1) utvrdeni su u istrazivanju Sole-
Navais i sur. [178]. Funkcijom se posebno istiCe KDR, koji ima kljuCnu ulogu u angiogenezi,
regulaciji remodeliranja spiralnih arterija i placentaciji, Sto je od presudne vaznosti za pravilnu
funkciju posteljice [78]. Varijante u genu KCNAB1 su prethodno povezane s porodajnom

tezinom novorodencadi, a moguce je da se njegova povezanost s trajanjem gestacije ocituje
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posredno, putem ucinka na rast ploda i porodajnu tezinu [179]. Na kraju, gen EBF1 (engl. early
B-cell factor 1), u kojem su do danas replicirane brojne €este varijante, takoder ima i RPP
varijantu, $to dodatno ukazuje na potrebu za daljnjim istrazivanjem, kroz segregacijsku analizu
radi utvrdivanja stvarne uloge ovog gena [79, 164].

Istrazivanje RPP varijanti u panelu gena izradenom na temelju prethodnih istrazivanja
pokazalo je ograni¢eno preklapanje medu ispitanicama, pri ¢emu su RPP varijante detektirane
u svega 17 % (6/36) analiziranih gena, $to upuéuje na to da mnogi prethodno identificirani
kandidati nisu konzistentno povezani s pojavom ISPP-a, &ime se dodatno naglaSava

heterogenost ovog fenotipa.

5.2.2. Ceste varijante

Osim RPP varijanti specificno detektiranih u nasoj populaciji unutar panela gena kandidata,
ovim je istrazivanjem ispitana i prisutnost dosad opisanih Cestih varijanti (SNP-ova) povezanih
s ISPP-om. Rezultati analize ukazuju na to da SNP rs2963463 u genu EBF1 predstavlja jedini
od 6 analiziranih SNP-ova koji pokazuje znac¢ajnu povezanost s fenotipom ISPP-a (Tablica 10).
Gen EBF1 utjeCe na ekspresijske puteve gena koji sudjeluju u imunoloskoj toleranciji i
apoptozi, procesima koji su kljuéni za odrzavanje trudnoce [180]. Poremecaiji u tim putevima,
potencijalno uzrokovani SNP-ovima EBF1 gena, mogu narusiti procese potrebne za
odrzavanje zdrave trudnoce, iako do danas ne postoje funkcionalna istraZivanja koja precizno
opisuju ulogu ovog polimorfizma. U ovom istrazivanju, protektivni u¢inak SNP-a EBF1
(rs2963463) gena u obiteljskom i sporadi¢nom ISPP-u potvrden u€estaloScu alela i genotipova
te primjenom kodominantnog i recesivhog genetickog modela, €ak i nakon stroge
Bonferronijeve korekcije (Padj<0.05). Analiza je pokazala da homozigotni CC genotip minor
alela djeluje kao protektivni faktor, smanjujuéi rizik od ISPP-a za 3-4 puta (Padj<0.05) u
usporedbi s TT+TC genotipovima, pri ¢emu je ovaj uCinak bio prisutan u obiteljskim i
sporadi¢nim slu€ajevima ISPP-a. Takoder, major T alel rs2963463 povezan je s povecanim
rizikom za ISPP u obiteljskim i sporadi¢nim slu€ajevima (Padj<0.05), dodatno ga
pozicionirajuci kao znacajan ¢imbenik rizika. Ovi rezultati geneti¢ke povezanosti su u skladu s
najveéim GWAS istraZivanjem do sada, koje je identificiralo EBF1 kao znacajno povezan s
duljinom gestacije i PP-om [181] te metaanalizama GWAS istraZivanja autora Pasanen i sur.
[165] te Sole-Navais i sur. [164]. Nedavna istrazivanja u kojima su Zhou i sur. pratili razine
MRNA EBF1 tijekom trudnoce otkrila su da je niza ekspresija mRNA znacajno povezana s
povecéanim rizikom od ISPP-a. Zene u najniZoj kvartili ekspresije EBF1 mRNA tijekom drugog
i treceg tromjesecja imale su 2.86 do 4.43 puta vedi rizik od ISPP-a u usporedbi s onima s
viS§im razinama mRNA. Ovo ukazuje na mogucnost da polimorfne varijante gena EBF1 utjeu
na ekspresiju mRNA, ¢ime povecavaju rizik od ISPP-a [182, 183] . Medutim, u istrazivanju

Zhou i sur. koriStena je proba "1879 at for EBF1", koja nije izravno povezana s SNP-om
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analiziranim u navedenom istrazivanju, zbog ¢ega rezultati nisu potpuno korelirani. S druge
strane, za SNP-a EBF1 (rs2946169) nije pronadena statisti¢ki znacajna povezanost. lako je
utvrdena Cesta varijanta u genu EBF1, njezin znacaj teSko je komentirati zbog ogranienja
interpretacije Cestih varijanti u geneti¢kim istrazivanjima. Naime, obzirom na veliki broj GWAS
lokusa koji su do danas opisani, zajedniCka karakteristika svih Cestih varijanti je da imaju mali
ucinak na populaciju. Takoder, evolucijske teorije pretpostavljaju da varijante u genima koji
utjeCu na razvoj bolesti ili stanja trebaju biti rijetki u populaciji, te da su najéesée upravo ti rijetki
aleli odgovorni za nastanak bolesti.

Ostali ispitivani geni nisu pokazali statisticki znaajnu povezanost s ISPP-om, iako su
prethodna istraZivanja ukazivala na njihov potencijalni znacaj. Prethodno opisan gen TNF-q,
klju€an za imunoloSke i upalne odgovore, povezan je s pove¢anim razinama TNF-a u serumu
kod Zena sa ISPP-om. Minor A alel SNP-a rs1800629 povecava ekspresiju TNF-a, $to moze
izazvati upalne procese u maternici i posteljici [184]. U naSem istrazivanju, SNP rs1800629
pokazao je povecani rizik u skupini obiteljskog ISPP-a, pri E¢emu su minor alel i genotip bili
znacajno ¢e&¢i u Zena s obiteljskim ISPP-om u usporedbi s kontrolama i sporadi¢nim ISPP-
om (P<0.05). Medutim, nakon korekcije, rezultati gube znacajnost. Razlike u znacajnosti
izmedu skupina ISPP-a ukazuju na nekonzistentne povezanosti, $to otezava njihovu
interpretaciju. Sli¢no tome, gen ASTN1, klju¢an za glijalno vodenu migraciju neurona tijekom
razvoja mozga [185], pokazao je zna€ajnu povezanost SNP-a rs146756455 sa sporadi¢nim
ISPP-om prema recesivnom modelu (P<0.05), no ta povezanost takoder je izgubila statistiCku
znacajnost primjenom korekcije. Ispitivanjem SNP-ova rs201450565 i rs188343966 u genima
EEFSEC i MAST1, nije uoCena znacajna povezanost s ISPP-om, vjerojatno zbog vecine
ispitanica koje su imale homozigotni genotip major alela. MAF za varijante u genima EEFSEC

je 0.02, aza MAST1 0.03, $to objasnjava ograni¢enu varijaciju medu skupinama.

5.3. Prednosti i nedostatci istrazivanja

Kljuéna prednost ovog istrazivanja jest Sto po prvi put pruza sveobuhvatan pregled
dosadas$njih spoznaja o geneti¢koj predispoziciji za ISPP, s posebnim naglaskom na analizu
RPP varijanti unutar cjelokupnog egzoma ispitanica. Ovakav pristup omogucio je identifikaciju
novih gena kandidata povezanih s ovim stanjem, Cime se proSiruje postojeCe znanje o
geneti¢koj osnovi ISPP-a. Dodatna vrijednost istrazivanja leZi u uklju€ivanju podskupina unutar
ISPP populacije, osobito obiteljskih slu€ajeva, Sto je omogucilo analizu razlika u opterecenju,
broju i preklapanju RPP varijanti izmedu podskupina. Utvrdeno je da skupina s pozitivnom
obiteljskom anamnezom nosi vec¢i broj RPP varijanti u odnosu na sporadi¢ne sluCajeve, Sto
ukazuje na potencijalni smjer buducih istrazivanja usmjerenih na razumijevanje razlicitih

mehanizama nastanka ISPP-a. U usporedbi s prethodnim istrazivanjima, vazna metodoloSka
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prednost ovog rada lezi u €injenici da su sve varijante prisutne u kontrolnoj skupini isklju¢ene
vec¢ u pocetnoj fazi analize, ¢ime je znacajno povecana specificnost rezultata [85].

Jedan od nedostataka ovog istrazivanja jest ogranien broj ¢lanova iz iste pogodene obitelji u
skupini obiteljskog ISPP-a. UkljuCivanje veceg broja ¢&lanova iz iste obitelji, kako onih
pogodenih ISPP-om, ali i zdravih pojedinaca, moglo bi doprinijeti boljem razumijevanju nacina
na koji identificirane RPP varijante naslijedene unutar obitelji utie¢u na razvoj ISPP-a. S
obzirom na frekvenciju rijetkih varijanti u populaciji, vecéi broj ispitanica, ali i kontrola, bio bi
koristan za jaCanje statistiCke snage buducih istraZivanja, osobito u segmentu provodenja
analize optere¢enja panela gena RPP varijantama. Jedan od nedostataka predstavlja i
izostanak funkcionalnih analiza identificiranih varijanti, koje bi pomogle u potvrdivanju njihove
uloge u patogenezi ISPP-a.

Na temelju navedenog, kao jedan od potencijalnih smjerova za buduca istrazivanja istiCe se
dublje istraZivanje geneti¢kih mehanizama koji stoje u osnovi ISPP-a, s posebnim fokusom na
Zene s ranijim pocetkom prijevremenog poroda uz pozitivnu obiteljsku anamnezu ISPP-a, s
obzirom na to da se smatra kako su u takvim slucajevima genetiCki faktori u vecoj mjeri

izrazeni.
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6. ZAKLJUCCI

Ovim je istrazivanjem potvrdena polazi$na hipoteza istraZivanja, da je geneticka predispozicija
za ISPP odredena varijabilnoS¢u genoma Zene. Pronadene RPP varijante statistiCki su
znacajno ¢edce u ispitanica s obiteljskim ISPP-om u usporedbi sa sporadi¢nim sluajevima,
Sto ukazuje na vaznost nasljednih ¢imbenika u etiologiji ovog stanja. Dodatno, identificirane
RPP varijante dovele su do otkrica novih gena kandidata, kao i signalnih puteva koji dosad
nisu bili povezivani s patogenezom ISPP-a. Medu novoidentificiranim genima, posebno se
istaknuo gen PRUNE?Z2 Cije su varijante utvrdene u viSe ¢lanova iz dvaju obitelji s ISPP-om.
Panel gena kandidata, definiran provedenim sustavnim pregledom i metaanalizom, nije
pokazao znacajno opterecenje RPP varijantama, dok je samo jedna Cesta varijanta u genu
EBF1 bila statisti¢ki znacajno povezana s ISPP-om u ispitivanoj populaciji.

Zakljuéno, ovo istrazivanje pruza znacajne nove uvide u geneticke Cimbenike povezane s
ISPP-om, potvrdujuci slozenost ovog stanja i ukazujuc¢i na moguci poligenski utjecaj, pri ¢emu

viSe gena i varijanti zajednicki doprinose njegovom razvoju.
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POPIS POKRATA

AF (od engl. allele frequency) — u€estalost alela

ASTN1 (od engl. astrotactin 1) — astrotaktin 1

CAP (od engl. contraction-associated proteins) — proteini povezani s kontrakcijama
CELSR?2 (od engl. cadherin egf lag seven pass g-type receptor 2) — kadherin egf lag
sedmeroprolazni g-tip receptor 2

CL (od engl. confidence interval) — interval pouzdanosti

COBL (od engl. cordon-bleu WH2 repeat protein) — kordon-bleu WH2 ponavljajuci protein
COL27A1 (od engl. collagen type xxvii alpha 1 chain) — kolagen tipa xxvii alfa 1 lanac
COX-2 (od engl. cyclooxygenase-2) — ciklooksigenaza 2

CRH (od engl. corticotropin-releasing hormone) — hormon koji oslobada kortikotropin
DPYSL2 (od engl. dihydropyrimidinase-like 2) — dihidropirimidinasama sli¢an protein 2
DPYSL3 (od engl. dihydropyrimidinase-like 3) — dihidropirimidinasama sli¢an protein 3
EBF1 (od engl. early B-cell factor 1) — ¢imbenik ranih B stanica 1

EEFSEC (od engl. eukaryotic translation elongation factor sec) — eukariotski elongacijski
faktor translacije specifi€an za selenocisteinsku tRNA

FDR (od engl. false discovery rate) — stopa laznog otkric¢a

GWAS (od engl. genome-wide association studies) — cjelogenomska asocijacijska
istraZivanja

HPA (od engl. hypothalamic-pituitary-adrenal) os — hipotalamusno-hipofizno-nadbubrezna os
HSPAI1L (od engl. heat shock protein family a member 1-like) — protein toplinskog $oka iz
obitelji a, ¢lan 1 — sli¢an

ISPP — idiopatski spontani prijevremeni porod

IGF1 (od engl. insulin-like growth factor 1) — inzulinu sli¢an faktor rasta 1

IL-1B (od engl. interleukin-1 beta) — interleukin 1 beta

ITM — indeks tjelesne mase

KCNABL1 (od engl. potassium voltage-gated channel subfamily a regulatory beta subunit 1) —
beta regulatorna podjedinica a podskupine kalijevih naponom upravljanih kanala

KDR (od engl. kinase insert domain receptor) — receptor s umetnutom domenom kinaze
LOF (od engl. loss of function) varijanta — varijanta koja uzrokuje gubitak funkcije gena
MAF — u€estalost minor alela

MAST1 (od engl. microtubule associated serine/threonine kinase 1) — mikrotubulima
pridruzena serin/treonin kinaza 1

MIPP — medicinski indiciran prijevremeni porod

MMP (od engl. matrix metalloproteinases) — matriks metaloproteinaze

MTMR2 (od engl. myotubularin related protein 2) — miotubularinu srodan protein 2
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NGS (od engl. next generation sequencing) — sekvenciranje nove generacije

NI — nema informacija

OR (od engl. odds ratio) — omjer izgleda

OXTR (od engl. oxytocin receptor) — oksitocinski receptor

PCDHBL1 (od engl. protocadherin beta 1) — protokadherin beta 1

PGSL1 (od engl. phosphatidylglycerophosphate synthase 1) — fosfatidilglicerofosfat sintetazal
PP — prijevremeni porod

PPPO — prijevremeno prsnuce plodovih ovoja

PRUNEZ2 (od engl. prune homolog 2 with BCH domain) — prune homolog 2 s BCH domenom
RPP (od engl. rare predicted pathogenic) varijanta — rijetka predvideno patogena varijanta
SNP (od engl. single nucleotide polymorphism) — polimorfizam jednog nukleotida

SPP — spontani prijevremeni porod

TFAP4 (od engl. transcription factor ap-4) — transkripcijski ¢imbenik ap-4

TIMP (od engl. tissue inhibitors of metalloproteinases) — tkivni inhibitori metaloproteinaza
TLR (od engl. toll-like receptors) — toll-usli¢ni receptori

TNF-a (od engl. tumor necrosis factor alpha) — tumorski faktor nekroze alfa

VEGF (od engl. vascular endothelial growth factor) — vaskularni endotelni faktor rasta

WES (od engl. whole exome sequencing) — sekvenciranje cjelokupnog egzoma

WHO (od engl. World Health Organization) — Svjetska zdravstvena organizacija

X2 — Pearsonov hi-kvadrat test
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PRIVITCI

Privitak 1 - Anketni upitnik

Varijabilnost genoma Zene kao predispozicija za spontani prijevremeni porod
(upitnik za prijevremeni porod)

I MAJKA
OSNOVNI PODACI:
1. Ime i prezime:
2. 1D broj Biobanke:
3. Datum uzimanja podataka i biouzoraka:
4. 0IB:
5. Datum i mjesto rodenja:
6. Adresa prebivalista:
7. Zanimanje:

*PODACI NEVEZANI ZA TRUDNOCU:

1. Socioekonomski status: a. ugrozen b. dobar

2. Struéna sprema: a. NSS b. SS5 c. V3s d. Vss
3. Visina (cm):

4. Tezina prije trudnoce (kg):

5. Kroni¢ne bolesti

a. NE b. DA: 1) hipertenzija I1) dijabetes m. tipa 1 111) ostalo:
6. Pudenje

a.NE b. DA: 1) broj kutija dnevno: 1) razdoblje uzimanja:

7. Alergije

a. NE b. DA: 1) vrsta:

OPCA GINEKOLOSKA ANAMNEZA:
1. Anomalije maternice

a.NE b. DA: 1) vrsta:

2. Prethodna konizacija / LLETZ / drugi zahvati
a.NE b. DA: 1) vrsta:

3. Ginekoloske bolesti

a. NE b. DA: 1) vrsta:

4. Ukupan broj:
a. dosadasnjih trudnoda:
b. poroda:
c. prijevremenih poroda:
d. spontanih pobacaja:
e. namjernih pobacaja:
I. medicinski indiciranih pobacaja (razlog):

f. Zivorodene djece:
g. mrtvorodene djece:

5. Podaci o trudno¢ama vezani za istog partnera:
a.DA b. NE (napomena:
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ANAMNEZA TRUDNOCA KOJE SU ZAVRSILE PRIJEVREMENIM PORODOM:

1. PRUEVREMENI POROD | 2. PRIJEVREMENI POROD | 3.PRUEVREMENI POROD
1) Nadcin zaéeca a. prirodno a. prirodno a. prirodno
b. asistirano / vrsta: b. asistirano / vrsta: b. asistirano / vrsta:
2) Tjedan poroda
3) Redni broj / interval od
zadnje trudnoce
4) Medicinska indikacija a.NE a. NE a.NE
zaporod b. DA/ razlog: b. DA/ razlog: b. DA/ razlog:
5) Blizanacka trudnoéa a.NE b.DA a.NE b.DA a.NE b.DA
6) Mrtvorodstvo a.NE b.DA a.NE b.DA a.NE b.DA
7) Pocetak prijevremenog a.RvP a. RvP a.RvP
poroda b. trudovi b. trudovi b. trudovi
8) Ginekoloske kontrole a.NE a. NE a.NE
b. DA / broj: b. DA / broj: b. DA / broj:
9) Psiholoski stres (npr. a.NE a. NE a.NE
razvod, smrt...) b. DA / vrsta: b. DA / vrsta: b. DA / vrsta:
10) Uzimanje nadomjestaka | a. NE a. NE a.NE
prije / tijekom trudnoée | b. DA /vrstairazdoblje b. DA/ vrsta i razdoblje b. DA/ vrstairazdoblje

(npr. folna kiselina,
Zeljezo...)

uzimanja:

uzimanja:

uzimanja:

11) 12. Koristenje lijekova
(npr. tokolitici, antibiotici...)

a. NE
b. DA/ vrstairazdoblje
uzimanja:

a. NE
b. DA / vrsta i razdoblje
uzimanja:

a. NE
b. DA/ vrstairazdoblje
uzimanja:

12) Konzumacija alkohola

a. NE
b. DA / dnevna koli¢ina i

razdoblje uzimanja:

a. NE
b. DA / dnevna koli¢ina i
razdoblje uzimanja:

a. NE
b. DA / dnevna koli¢ina i
razdoblje uzimanja:

13) Pusenje

a. NE
b. DA / dnevna koli¢ina i

razdoblje uzimanja:

a. NE
b. DA / dnevna koli¢ina i
razdoblje uzimanja:

a. NE
b. DA / dnevna koli¢ina i
razdoblje uzimanja:

14) Komplikacije trudnoce a. NE a. NE a. NE
(npr.hipertenz b. DA / vrsta: b. DA / vrsta: b. DA / vrsta:
ija,krvarenje..)

15) Serklaza a.NE b.DA a.NE b.DA a.NE b.DA

16) Infekcije porodnog a. NE a. NE a. NE
kanala b. DA / vrsta: b. DA / vrsta: b. DA / vrsta:

17) Prijevremeni porod u obitelji: a.NE b.DA

srodnik/ca:

broj prijevremenih poroda:

tjedan trudnoce prilikom poroda:

bolesti:

1.
2,
3.
4. starosna dob pri porodu:
5.
6.

napomene:

OSNOVNI PODACI:
1. Ime i prezime:

I. DUETE

2. ID broj majke:

3. Datum rodenja:

5. Porodna teZina (g):
6. Porodna teZina (cm):
7. Prirodene anomalije:

a. NE b. DA / vrsta:
8. Infekcije:
a. NE b. DA / vrsta:

4. Spol: M

N¢
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da Foz, The European Society of Human Genetics
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10.7.2023.
Engleski kao jezik visokoSkolske nastave u medicini (EJVINMed), Sveuciliste u Rijeci,
Medicinski fakultet

15.6.2022. - 15.9.2022.
Erasmus stru¢no i znanstveno usavrsavanje u polju molekularne genetike, Klinicki institut za

genomsku medicinu, Sveucilidni klini¢ki centar Ljubljana
Znanstveni radovi

1. Mladeni¢ T, Barisi¢ A, Vukelié |, Grskovié¢ A, Staréevi¢ Cizmarevié N, Vranekovi¢ J.
Asthenozoospermia in a patient with reciprocal translocation t(12;15): A case report. Urol
Case Rep. 2025;61:103077. doi:10.1016/j.eucr.2025.103077

2. GaSparovi¢ Krpina M, Devi¢ Pavli¢ S, Mladeni¢ T, i sur. Association of 25(OH)-Vitamin D3
Serum Concentrations and Vitamin D Receptor Gene Variants with the Risk of Idiopathic
Spontaneous Preterm Birth in the Croatian Population. Int J Mol Sci. 2024;25(21):11712.
doi:10.3390/ijms252111712

3. Mladeni¢ T, BariSi¢ A, Pereza N, Ostoji¢ S, Peterlin B, Devi¢ Pavli¢ S. Maternal genetic risk
factors for spontaneous preterm birth: A systematic review and meta-analysis. Int J
Gynaecol Obstet. doi:10.1002/ijgo.16056

4. Devi¢ Pavli¢ S, Sverko R, Barisi¢ A, i sur. MTHFR Gene Polymorphisms and DNA
Methylation in Idiopathic Spontaneous Preterm Birth. Medicina (Kaunas).
2024;60(12):2028. doi:10.3390/medicina60122028

5. Mladeni¢ T, Wagner J, Kadivnik M, i sur., Protective Effect of EBF Transcription Factor 1
(EBF1) Polymorphism in Sporadic and Familial Spontaneous Preterm Birth: Insights from
a Case-Control Study. Int J Mol Sci. 2024;25(20):11192. doi:10.3390/ijms252011192

6. Safti¢ Martinovi¢ L, Mladeni¢ T, Lovri¢ D, Ostojic S, Devi¢ Pavlic S. Decoding the
Epigenetics of Infertility: Mechanisms, Environmental Influences, and Therapeutic
Strategies. Epigenomes. 2024;8(3):34. doi:10.3390/epigenomes8030034

7. Mladeni¢ T, Mavrinac M, Devi¢ Pavli¢ S, i sur. Non-genetic physicians' knowledge, attitudes
and behavior towards medical genetics. Wien Klin Wochenschr. 2024;136(5-6):137-145.
doi:10.1007/s00508-023-02152-0

8. Page, M.J., McKenzie, J.E., Bossuyt, P., i sur. Pravila PRISMA 2020.: azurirane smjernice
za izvjeStavanje u sustavnim pregledima. Medicina Fluminensis, 2021;57(4):444-465.
doi:10.21860/medflum2021_264903
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Kongresna priopéenja

1. Miladeni¢ T, Turk A, Maver A, Ostoji¢ S, Peterlin B, Devi¢ Pavli¢ S. Higher incidence of rare
predicted pathogenic variants in familial spontaneous preterm birth cases suggests
possible heritability risk. 58th European journal of human genetics. Milano 24.5.2025.-
27.5.2025. (poster prezentacija)

2. Pereza N, Devi¢ Pavli¢ S, Mladeni¢ T i sur. A Retrospective Study of Diagnostic Next
Generation Sequencing at the University of Rijeka, Faculty of Medicine, Croatia from 2018
to 2023.13th ISABS Conference on Applied Genetics and Mayo Clinic Lectures in
Translational Medicine. Split 17.6.2024.-20.6.2024. (poster prezentacija)

3. Devi¢ Pavlic S, Mladeni¢ T, Kristo R, Pereza N. The role of ACE gene polymorphism in
preterm birth: insights from a meta-analysis and a case-control study in the Croatian
population. 13th ISABS Conference on Applied Genetics and Mayo Clinic Lectures in
Translational Medicine. Split 17.6.2024.-20.6.2024. (poster prezentacija)

4. Peterlin AM, Mladeni¢ T, Devi¢ Pavli¢ S, Peterlin B. Chromosomal Microarray Analysis in

Congenital Heart Disease: Meta-Analysis of Diagnostic Yield. 57th European journal of
human genetics. Berlin 1.6.2024.-4.6.2024. (poster prezentacija)

5. Mladeni¢ T, BariSi¢ A, Pereza N, Ostoji¢ S, Peterlin B, Devi¢ Pavli¢ S. Maternal genetic risk
factors for spontaneous preterm birth: a systematic review and meta-analysis. 57th
European journal of human genetics. Berlin1.6.2024.-4.6.2024. (poster prezentacija)

6. Mladeni¢ T, Mance K, Barisi¢ A, Wagner J, Kadivnik M, Ostoji¢ S, Peterlin B, Devi¢ Pavli¢
S, Pereza N. Association between TNF-alpha -308 G/A polymorphism and familial
spontaneous preterm birth. "Science and Us" 2nd Biomedicine and Health PhD Students
Congress University of Rijeka. Rijeka 16.5.2024.-18.5.2024. (poster prezentacija)

7. Mladenié T, Liehr T, Bari$i¢ A, Padutsch N, Kankel S, Grskovié A, Staréevi¢ Cizmarevié N,
Vranekovi¢ J. Balanced complex chromosomal rearrangement of chromosome 2 in an
infertile male. 14th European Cytogenomics Conference-ECA 2023. Montpellier 1.7.2023.-
4.7.2023. (poster prezentacija)

8. Miladeni¢ T, Mavrinac M, Devi¢ Pavli¢ S, Malnar A, Mati¢ M, Miki¢ S, Ostoji¢ S, Pereza N.
Non-genetic health professionals' knowledge, attitudes, and behaviors towards medical
genetics in Croatia. 55th European Human Genetics Conference 2022. Be€ 11.6.-
14.6.2022. (poster prezentacija)

9. Pilipovi¢ K, Juricki I, Mladeni¢ T, Harej Hrka¢ A, Grzeta N, Parpura V, Zupan G. Chemically-

functionalized single-walled carbon nanotubes increase the expression of glial fibrillary
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acidic protein in the mouse primary astrocytes exposed to severe in vitro traumatic brain
injury. Neuroscience 2021. Washington 11.1.-13.1.2021. (poster prezentacija)

10. Mladenié¢ T, Bari$i¢ A, Liehr T, Staréevi¢ Cizmarevié N, Brajenovi¢-Milic B, Ostoji¢ S,
Vranekovi¢ J. Fluorescence in situ hybridization: a Gold Standard in Identification of Small
Supernumerary Marker Chromosome in Prenatal Diagnostics. The 8th World Congress on
Controversies in Preconception, Preimplantation and Prenatal Genetic Diagnosis online
conference. Online 6.11.2021. (poster prezentacija)

11. Mladeni¢ T, Devi¢ Pavli¢c S, BariSi¢ A, Vranekovi¢ J, Stankovi¢ A, Peterlin A, Peterlin B
Ostoji¢ S, Pereza, N. VDR gene polymorphisms and DNA methylation in idiopathic
spontaneous preterm birth. The 8th World Congress on Controversies in Preconception,
Preimplantation and Prenatal Genetic Diagnosis online conference. Online 6.11.2021.
(poster prezentacija)

12. Mladeni¢ T, Grzeta N, Harej Hrkaé¢ A, Parpura V, Pilipovi¢ K. Effects of single-walled carbon
nanotubes on the survival and release of cytokines from stretch- injured astrocytes. 7th
Congress of the European Academy of Neurology. Online 19.6.-22.6.2021. (poster

prezentacija)
Nagrade i priznanja

18.6.2025.-24.06.2025.
Stipendija "European Society of Human Genetics" za sudjelovanje na "The ESHG International

Mentorship Programme" Jena, Njemacka

4.4.2025.

Nagrada za nastavnu izvrsnost u akademskoj godini 2023./2024.

8.9.2025. - 12.9.2025.
Stipendija "European Society of Human Genetics" za sudjelovanje na "Basics in human

genetic diagnostics — A course for CLGs™ in education" Figueira da Foz, Portugal
1.7.2023. - 4.7.2023.

Stipendija "European Cytogeneticists Association" za sudjelovanje na "14th European

Cytogenomics Conference" Montpellier, Francuska

11.6.2022. - 14.6.2022.
Stipendija "European Society of Human Genetics" za sudjelovanje na "European Human

Genetics Conference" Be¢, Austrija
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Znanstveni projekti

2024. - 2025.
Fond PROMETEJ, Sveuciliste u Rijeci - voditel]

2024. -
Komparativno metabolomicko profiliranje folikularnih tekuéina zena podvrgnutim postupcima

medicinski pomognute oplodnje (MPO), Sveuciliste u Rijeci - suradnik

2024. -
Uloga varijabilnosti genoma Zene u idiopatskom spontanom prijevremenom porodu,

Sveucilidte u Rijeci - suradnik

2021. -
Geneticki i epigeneti¢ki ¢imbenici u etiologiji ponavljaju¢ih spontanih pobacaja i spontanih

prijevremenih poroda, Sveudilidte u Rijeci — suradnik
Clanstva

2024. -

European Society of Human Reproduction and Embryology

2023. -
The European Society of Human Genetics, European Cytogeneticists Association, Hrvatsko

drustvo za humanu genetiku
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