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SAZETAK

Cilj: Glavni cilj ovog istrazivanja bio je ispitati jesu li polimorfizmi jednog nukleotida (SNP;
engl. single nucleotide polymorphism) u VDR genu te neadekvatna serumska koncentracija 25-
hidroksivitamina D3 u majki i njihove novorodene djece, samostalno ili u kombinaciji,
¢imbenici predispozicije za idiopatski spontani prijevremeni porod.

Ispitanici i metode: Istrazivanje je osmisljeno kao istrazivanje parova (engl. case-control
study). Ispitivanu skupinu ¢inile su 162 majke s ISPP-om i 44 prijevremeno rodene djece, a
kontrolna skupina su bile 163 majke s terminskim porodom 1 44 terminski rodene djece. U
istraZivanje geneticke povezanosti su bili uklju¢eni svi sudionici, a za genotipizaciju rs2228570
CIT, rs11568820 G/A, rs7975232 T/G, rs1544410 G/A i rs731236 T/C VDR SNP-ova Koristila
se lanCana reakcija polimerazom (PCR; engl. polymerase chain reaction) i polimorfizam
duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP; engl. restriction fragment length polymorphism). U
biokemijsku analizu serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3 bilo je uklju¢eno 44 para
majki i njihove novorodene djece u skupini ispitanika i jednak broj u skupini kontrola.
Serumska koncentracija 25-hidroskivitamina D3 odredivana je metodom tekucinske
koncentracije visoke djelotvornosti (HPLC; engl. high performance liquid chromatography).
Rezultati: Izmedu skupina isptanika i kontrola utvrdena je statisticki znacajna razlika u
raspodjeli genotipova i alela Cdx2 polimorfizma VDR gena, pri ¢emu su genotip GG i alel G
bili znacajno ucestaliji u skupini prijevremeno rodene djece u usporedbi s kontrolnom
skupinom (P = 0,017, odnosno P < 0,001). Prisutnost G alela povezana je s 3,63 puta ve¢im
rizikom za razvoj spontanog prijevremenog poroda (OR = 3,63; 95 % CI = 1,88-7,01; P <
0,001). U skupini majki s ISPP-om dokazan je statisti¢ki znacajan utjecaj FokI i Apal SNP-
ova na porodajnu masu novorodencadi (Fokl: P = 0,007; Apal: P = 0,034). Utvrdena je
statisticki znaCajna korelacija koncentracija 25-hidroksivitamina D3 izmedu majki i njihove
novorodencadi u obje skupine (b = 0,771; P < 0,001). Naposljetku, genotip GG Cdx2
polimorfizma VDR gena bio je povezan sa znacajno nizim koncentracijama vitamina D3 u
kontrolnim skupinama u majki i djece (P = 0,001, odnosno P = 0,022).

Zakljucak: Dobiveni rezultati upucuju na moguéu povezanost varijanti VDR gena i statusa
vitamina D s podloznos¢u za idiopatski spontani prijevremeni porod te naglasavaju vaznost

daljnjih istrazivanja genetickih i metaboli¢kih ¢imbenika u njihovom nastanku.

Kljuéne rijeci: istraZivanje geneticke povezanosti; polimorfizmi jednog nukleotida;

prijevremeni porod; receptor, kalcitriol; vitamin D
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SUMMARY

Objective: The main objective of this study was to investigate whether single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the VDR gene and inadequate serum concentrations of 25(OH)-
vitamin D3 in mothers and their newborns, independently or in combination, are predisposing
factors for idiopathic spontaneous preterm birth (ISPTB).

Subjects and Methods: This case-control study included 162 mothers with ISPTB and 44 of
their newborns in the patient group, and 163 mothers with full-term deliveries and 44 full-term
newborns in the control group. All participants were included in the genetic association
analysis. Genotyping of the VDR SNPs rs2228570 C/T, rs11568820 G/A, rs7975232 T/G,
rs1544410 G/A and rs731236 T/C was performed using polymerase chain reaction (PCR) and
restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis. Biochemical analysis of serum
25(0OH)-vitamin D3 concentrations was conducted on 44 women—newborn pairs from the
patient group and an equal number from the control group. In these participants, serum
concentrations of 25(OH)-vitamin D3 were determined using high-performance liquid
chromatography (HPLC).

Results: A statistically significant difference in the distribution of Cdx2 SNP genotypes and
alleles was observed between the patient and control groups, with the GG genotype and G allele
being significantly more frequent in the group of preterm infants compared to the control group
(P < 0.001). The odds ratio (OR) analysis showed that the presence of the G allele was
associated with a 3.63-fold increased risk of ISPTB (OR = 3.63; 95% CI = 1.88-7.01; P <
0.001). In the group of women with ISPTB, a statistically significant effect of the Fokl and
Apal SNPs on neonatal birth weight was observed (Fokl: p = 0.007; Apal: p = 0.034). A
statistically significant correlation was observed between maternal and neonatal 25(OH)-
vitamin D3 concentrations in both groups (b = 0.771; p < 0.001). The GG genotype of the Cdx2
VDR SNP was associated with significantly lower concentrations of 25(OH)-vitamin D3 in the
control groups, both in women and in children (P = 0.001 and P = 0.022, respectively)
Conclusion: The obtained results suggest a possible association between VDR gene variants
and vitamin D status with susceptibility to spontaneous preterm birth, highlighting the

importance of further research into genetic and metabolic factors involved in its pathogenesis.

Keywords: Genetic Association Studies; Polymorphism, Single Nucleotide; Preterm Birth;

Receptors, Calcitriol; Vitamin D

VII



SADRZAJ

1. UvOD

1.1. Klasifikacija prijevremenog poroda. ..........oueuriuiniiniiniiiit et 1
1.2. Patogeneza prijevremenog POTOda. .. ...veueuirit ettt ettt e e e e e 2
1.3. Cimbenici rizika za prijevremeni porod...............oeeiuueeiie e 4
1.4. Geneticka predispozicija za idiopatski spontani prijevremeni porod..................... 6
1.5. Metabolizam i fiziologija vitamina D ..............ccoooiiiiiiii e 7

1.5.1. Uloga vitamin D utrudnoCi ............cooeiiiiniiiiiiii e 9

1.5.2. Vitamin D i prijevremeni porod ...........c.ccoviniiniiiinii i, 10
1.6. VItamin D r@CEPLOT .. .vietitiit ettt et et e 11
1.7. Polimorfizmi gena za vitamin D receptor...........ccooviiiiiiiiiiiiiii i, 12
1.8. Vitamin D receptor i prijevremeni porod ...........coeviiiiiiiiiiiiiiiiiieiieaeanannn. 14

2. CILJ ISTRAZIVANJA
3. ISPITANICI | METODE

N 0 & Ta | [ T B 2 VA A 2V | - P 16
B0 1] o) 1 0 (o} Y 16
3.3, MO ..o 21
3.3.1. Istrazivanje geneticke povezanostl .........oovvviuieiiiiiiiiiii i, 21
3.3.1.1. lzolacijagenomske DNA ... ..ottt 21
3.3.1.2.  Genotipizacija polimorfizama VDR gena .................cccooeiiiinnan, 21
3.3.2. Biokemijska analiza serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3 ......... 24
3.4. EtiCki aspekti 1StraZiVan]a ......o.ueerieiete et eete et e e e e e e e e 25
3.5. Statisticka obrada podataka ..o 25
4. REZULTATI
4.1. EpidemioloSke znacajke iSpItanica ............oiuivuiiiiiiiiiiiiiiiei i 27
4.2. Analiza genetiCke POVEZANOST ... ..euueint ittt et 32
4.2.1. Ucestalost polimorfizama u genu za vitamin D receptor........................... 32
4.2.1.1 Analiza pojedina¢nih polimorfizama ..................cooiiiiiiiii 32
4.2.1.2 Analiza kombinacija polimorfizama .....................oociL, 40

4.3. Povezanost polimorfizama VDR gena s klinickim znacajkama ispitanica i njihovih

NOVOTOAENCAL. ...ttt 45
4.4. Biokemijska analiza serumskih koncentracija 25-hidroksivitamina D3................. 50
4.4.1. Analiza serumske koncentracije 25-hidroksivitaminaD 3 ....................... 50

VI



4.5. Povezanost polimorfizma VDR gena sa serumskim koncentracijama 25-
hidroksivitamina D3..... ... 53
5. RASPRAVA

5.1. Epidemioloske znacajke ispitanica i kontrola ... 56
5.2. Analiza polimorfizama VDR gena ...........ccvuiiiiiiiiiieiiie e, 57
5.2.1. Pojedinacni polimorfizmi. .........c.ovuiiiiiiiiiiiiiii i 58
5.2.2. Kombinacije polimorfizama..............coiuiiiiiiiiiiiiiiiii e, 60
5.3. Povezanost polimorfizama VDR gena s klinickim znac¢ajkama ispitanika ............... 61

5.4. Analiza serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3 i povezanost polimorfizma
VDR gena sa serumskom koncentracijom 25-hidroksivitaminaD3 ...................... 64
5.5. Prednosti 1 nedoStaci IStraZivan]a .........ooueernieeieeeie et ae e eieeeiaeennens 66
6. ZAKLJUCCI
7. LITERATURA
POPIS POKRATA

ILUSTRACIJE
Popis SIIKa ..o e 89
POPIS tabIICA .. ..o 90
PRILOZI
Prilog 1 anketni upitnik (prijevremeni porod).............ccoovviviiiininnann... 93
Prilog 2 anketni upitnik (terminski porod)..............ocooiiiiiiiii, 97
ZIVOTOPIS



1. UvOD

Prijevremeni porod (PP; engl. preterm birth) definira se kao porod prije navr§enog 37.
tjedna trudnoce (259 dana gestacije) [1]. Globalna ucestalost PP-a iznosi 9,9 %, $to odgovara
priblizno 13,4 milijuna prijevremeno rodene djece godiSnje [2,3]. Obzirom na to da je PP
vodeci uzrok novorodenackog morbiditeta (70 %) 1 mortaliteta (visSe od 75 %) te jedan od
glavnih uzroka dugoro¢nih neuroloskih oStecenja prijevremeno rodene djece, predstavlja

znacajan globalni javnozdravstveni problem [4].

Unato¢ napretku u opstetriciji i razvoju zdravstvene skrbi, ucestalost PP-a ne pokazuje
znacajan pad u posljednjem desetljecu [5]. Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije
(WHO; engl. World Health Organization) donja granica prijevremenog poroda je 22+0 tjedna
gestacije, $to ujedno predstavlja i granicu izmedu poroda i pobacaja [1]. U Republici Hrvatskoj
ta je granica usvojena 2001. godine za potrebe vodenja vitalne statistike. Tijekom posljednja
dva desetljeCa, zahvaljuju¢i kvaliteti perinatalne skrbi u Republici Hrvatskoj, ucestalost
prijevremenih poroda iznosi oko 6,5 %, a 2020. godine prijevremeno je rodeno priblizno 2.500
djece [6].

1.1. Klasifikacija prijevremenog poroda

Prema gestacijskoj dobi, PP klasificira se u Cetiri skupine: izrazito ili ekstremno rani
(engl. extreme preterm birth), prije navrSenog 28. tjedna, vrlo rani (engl. very early preterm
birth), izmedu navrSenih 28 i 31+6 tjedana, rani (engl. moderate preterm birth), izmedu

navrSenih 32 i 33+6 tjedana te kasni (engl. late preterm birth), izmedu 34 i 36+6 tjedana [7,8].

Kasni PP-i ¢ine najveéi udio svih PP-ova, priblizno 60 - 70 %, zatim slijede umjereno
rani (oko 20 %), vrlo rani (oko 15 %) te ekstremno rani porodi, koji ¢ine otprilike 5 % slu¢ajeva
[9,10].

Obzirom na etiologiju, PP moze biti medicinski indiciran prijevremeni porod MIPP
(engl. medically indicated preterm birth) ili spontan prijevremeni porod SPP (engl.
spontaneous preterm birth) [11]. Medicinski indicirani porodi najCe$¢e su posljedica

patoloskih stanja majke, poput preeklampsije, predlezece posteljice ili abrupcije posteljice te



fetalnih komplikacija, ukljucujuci intrauterini zastoj rasta i fetalni distres [12]. S druge strane,
SPP zapocinje spontanim trudovima bez prsnu¢a vodenjaka ili nakon prijevremenog preranog
prsnuc¢a plodovih ovoja (PPROM; engl. preterm premature rupture of membranes), koje se
dogada najmanje jedan sat prije poCetka trudova [13,14]. SPP-i ¢ine heterogenu skupinu
razli¢itih etioloskih uzroka. Isklju¢ivanjem poznatih uzroka, odnosno kada se razlog
prijevremenog poroda ne moze utvrditi, takav se porod naziva idiopatskim spontanim
prijevremenim porodom ISPP (engl. idiopathic spontaneous preterm birth) [15]. ISPP-i ¢ine

50 % do 65 % svih spontanih prijevremenih poroda [16].

1.2. Patogeneza prijevremenog poroda

Terminski porod pocinje sloZzenim i uskladenim procesima koji uklju¢uju hormonske,
upalne i mehanicke signale [17]. Kljuéna je faza sazrijevanje cerviksa, $to ukljuuje promjene
u njegovoj strukturi 1 funkciji koje omogucuju omeksavanje i dilataciju cerviksa. Istovremeno,
dolazi do povecanja kontraktilnosti misSi¢a maternice, $to je rezultat promjena u ekspresiji
receptora za oksitocin i prostaglandine [18,19]. Prsnuc¢e plodovih ovoja naj¢esce se javlja

tijekom aktivne faze poroda te dodatno potice aktivaciju poroda [13,20].

S druge strane, prijevremeni porod je povezan s preranom aktivacijom ovih
mehanizama, ¢esto uzrokovanom patoloSkim stanjima [10,15,21,22]. Infekcije, upalne
reakcije, stres i vaskularni poremecaji mogu izazvati prerano otpustanje upalnih medijatora
koji stimuliraju kontrakcije i sazrijevanje cerviksa [23,24]. Takoder, mehanicki faktori poput
prekomjernog rastezanja maternice mogu potaknuti prijevremeni porod [8,10,21]. Za razliku
od terminskog poroda, prijevremeni porod Cesto je rezultat neadekvatne regulacije ovih

procesa, Sto dovodi do prijevremenog pocetka poroda.

Trudnoca se dijeli u 4 faze: faza 0, I, 11, III.

Nulta faza (tiha faza) je razdoblje tijekom koje maternica raste i priprema se za porod.
U ovoj fazi miometrij je relaksiran, a cerviks je zatvoren i ¢vrst. Tiha faza traje vec¢i dio
trudnoce, kada mnogobrojne bioloski aktivne komponente u cirkulaciji (npr. progesteron,
prostaciklin, dusi¢ni oksid, relaksin) djeluju na odrzavanje mirovanja maternice i sprjeCavanje

preranih kontrakcija. Imunoloski sustav majke djeluje kako bi sprijecio upalne reakcije koje bi



mogle potaknuti kontrakcije. Progesteron ima klju¢nu ulogu u odrzavanju ove faze, smanjujuéi

osjetljivost miometrija na kontraktilne podrazaje [25].

Faza | (faza aktivacije) oznacCava pocetak pripreme maternice za porod. Moze ju
pokrenuti mehanicko rastezanje maternice kao rezultat fetalnog rasta /ili aktivacija fetalne
hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlijezda osi (HPA,; engl. hypothalamic—pituitary—adrenal),
kao rezultat fetalne zrelosti. Ova faza ukljucuje kompleksne promjene na molekularnoj razini.
Dolazi do povecanja ekspresije receptora za oksitocin 1 prostaglandine u miometriju, Sto
maternicu ¢ini osjetljivijom na kontrakcijske signale [26]. Istovremeno, smanjuje se djelovanje
progesterona, a raste djelovanje estrogena, Sto zajedno potice sazrijevanje cerviksa i povecava
kontraktilnost misi¢a maternice [27-29]. Tijekom faze aktivacije, cerviks poc¢inje omeksavati i
gubiti svoju ¢vrstocu. Tkivo cerviksa se remodelira, kolagen se razgraduje, a voda se zadrzava
u njegovoj strukturi, $to omogucava njegovo Sirenje. Upalne stanice i citokini sve su prisutniji
u cerviksu, sudjeluju¢i u ovom procesu [30,31]. Ova faza moze trajati danima ili ¢ak tjednima

1 priprema uterus za nadolazecu fazu poroda.

U fazi I, poznatoj kao faza stimulacije miometrija, aktivira se niz dogadaja koji dovode
do pojacanih kontrakcija materni¢nog misica, skrac¢enja cerviksa i Sirenja us¢a maternice [32].
Ovaj proces najesce zapoCinje placentarnom proizvodnjom Kkortikotropin otpustajuceg
hormona (CRH; engl. Corticotropin-releasing hormone), ¢ija se koncentracija u trudnoci
eksponencijalno povecava i dostize vrhunac tijekom poroda. Cirkuliraju¢i CRH djeluje putem
receptora u miometriju, povecavajuéi kontraktilnu aktivnost misi¢nog sloja maternice [33-35].
Oksitocin, koji se luci iz hipofize, ima klju¢nu ulogu u iniciranju i odrzavanju ovih kontrakcija,
pojacavajuéi njihovu ucestalost i intenzitet [36]. Progesteron, s druge strane, tijekom ranih faza
trudnoce odrzava miometrij u relaksiranom stanju, ¢ime sprjecava prerani pocetak kontrakcija.
Njegova koncentracija postupno raste tijekom trudnoce [17], no istovremeno raste i razina
estrogena, hormona koji djeluje antagonisticki na progesteron. Estrogen potice ekspresiju
kontraktilnih proteina u maternici, mijenja elektri¢na svojstva miSi¢nih stanica te povecava
koncentraciju unutarstani¢nog kalcija, §to je klju¢no za kontrakcije [37]. Takoder, estrogen
povecava broj elektriénih spojeva (engl. gap junctions) izmedu glatkih miSi¢nih stanica,
omogucujuéi koordinirane i sinkrone kontrakcije miometrija. Omjer izmedu estrogena i
progesterona vazan je regulator sinteze prostaglandina, Sto dodatno utjece na kontraktilnost
maternice [38]. Prostaglandini predstavljaju klju¢éne molekule u pokretanju i napredovanju

poroda. Oni su derivati arahidonske kiseline i nastaju djelovanjem enzima prostaglandin H-



sintaze (PGHS; engl. Prostaglandin H synthase) [39,40]. Za razliku od toga, enzim
hidroksiprostaglandin dehidrogenaza (PGDH; engl. Hydroxyprostaglandin dehydrogenase)
razgraduje prostaglandine u inaktivne oblike [41]. Aktivnost PGHS stimuliraju estrogeni, CRH
i kortizol, dok proupalni citokini poput interleukina 1 (IL-1; engl Interleukin-1) i tumorskog
nekrotiziraju¢eg faktora alfa (TNFa; engl. Tumor necrosis factor alpha) povecavaju izrazaj
PGHS i istovremeno smanjuju aktivnost PGDH [42]. Ovaj mehanizam pojasnjava kako
infekcije mogu potaknuti proizvodnju prostaglandina i time izazvati prijevremeni porod.
Prostaglandini takoder igraju vaznu ulogu u sazrijevanju cerviksa, poti€u¢i razgradnju
kolagena i stvaranje medustani¢nih veza u miometriju [43]. To omogucuje uskladene i snazne

kontrakcije, koje su nuzne za efikasan tijek poroda.

Nakon zavrs$etka poroda nastupa faza 111 (faza involucije). Tijekom ove faze, maternica
se kontrahira kako bi zatvorila krvne Zile i smanjila gubitak krvi. Miometrij postupno prolazi
kroz proces strukturne i funkcionalne regresije, vracajuci se na pribliznu veli¢inu 1 morfolosko

stanje prije trudnoce [44].

Sve Cetiri faze trudnoce i poroda su uskladene i medusobno povezane. Svaka faza je
klju¢na za pravilan tijek trudnoce 1 fizioloski tijek poroda. Nepravilnosti ili poremecaji u bilo

kojoj od ovih faza mogu dovesti do komplikacija, poput prijevremenog poroda.

1.3. Cimbenici rizika za prijevremeni porod

Prijevremeni porod predstavlja kompleksan i multifaktorijalan entitet, ¢iji nastanak je
uvjetovan brojnim medusobno povezanim c¢imbenicima rizika [45-48]. Pravovremeno
prepoznavanje te ciljano lijeCenje imaju kljuénu ulogu u smanjenju incidencije prijevremenog
poroda 1 pridruzenih perinatalnih komplikacija. Obzirom na ucestale hospitalizacije
prijevremeno rodene novorodencadi u jedinicama intenzivne njege, kao i potencijalne
dugorocne negativne zdravstvene posljedice te visoku stopu smrtnosti, istrazuju se razliCiti

¢imbenici koji bi mogli doprinijeti boljem razumijevanju PP-a.

Cimbenici rizika najées¢e se svrstavaju u ovih 7 skupina: 1. demografski i socijalni
¢imbenici, 2. obiteljska i prethodna anamneza, 3. ¢imbenici trudnoce, 4. kirurski ¢imbenici, 5.
upalne 1 infektivne bolesti, 6. fizioloSki i anatomski ¢imbenici te 7. psiholoski i okoli$ni

¢imbenici.



Postoje ¢vrsti znanstveni dokazi 1 brojni znanstveni radovi koji potvrduju infekciju kao
jedan od vodec¢ih ¢imbenika rizika za PP [49-51]. Infekcije putem upalnih procesa poticu
preranu aktivaciju kontrakcija miometrija i dovode do skracenja cerviksa te prsnuca plodovih
ovoja. Mikroorganizmi mogu dospjeti u amnijsku Supljinu razli¢itim putovima: ascendentno
kroz vaginu 1 cervikalni kanal, hematogenim putem preko placente, sluc¢ajno tijekom
invazivnih postupaka te retrogradno preko jajovoda. Naj¢es$¢i na¢in infekcije je ascendentna
invazija, koja se naj¢e$¢e dogada tijekom drugog tromjese¢ja. Infekcije donjeg genitalnog
trakta, bakterijska vaginoza, ureaplazma i mikoplazma, kao i upalne bolesti plodovih ovoja -
korioamnionitis, predstavljaju vazan uzrok prijevremenog poroda, posebice u kontekstu
proupalnih citokina i pojaane sinteze prostaglandina [52]. Osim genitalnih i sistemske

infekcije kod trudnice mogu indirektno potaknuti preranu aktivaciju porodajnog procesa.

Postupci umjetne oplodnje povezani su s pove¢anom ucestalos¢u viseplodnih trudnoca,
koje su same po sebi znacajan ¢imbenik rizika za prijevremeni porod [53,54]. Viseplodna
trudnoc¢a znacajno povecava rizik od prijevremenog poroda zbog povecanog mehani¢kog
opterec¢enja maternice i cerviksa, Sto rezultira ranijim Sirenjem maternice i pove¢anim rizikom
od kontrakcija. Dodatno, u viSeplodnim trudno¢ama cesSée se javljaju komplikacije poput
preeklampsije i gestacijskog dijabetesa, koje putem mehanizama oksidativnog stresa, upale i

poremecaja placentarne perfuzije mogu pridonijeti prijevremenom porodu [55].

Kirurski zahvati na cerviksu, kao $to su konizacija i LLETZ (engl. Large Loop Excision
of the Transformation Zone) predstavljaju vazan ¢imbenik rizika jer mogu dovesti do oSte¢enja
cervikalne strukture, smanjenja mehaniCke otpornosti i skracenja cerviksa [56]. Takve
promjene olakSavaju preranu dilataciju us¢a maternice, dok osteCenje epitela i promjene u
lokalnoj mikrobioti povecavaju rizik od infekcija koje dodatno poti¢u upalne procese povezane

s prijevremenim porodom [57].

Socioekonomski ¢imbenici, poput niskog socijalnog statusa, povezani su s ograni¢enim
pristupom prenatalnoj skrbi, loSijom prehranom i povec¢anim psihosocijalnim stresom, Sto
kumulativno doprinosi riziku prijevremenog poroda [58,59]. Pusenje tijekom trudnoce potice
oksidativni stres te naruSava placentarnu perfuziju obzirom da nikotin i1 ugljiéni monoksid
imaju snazan vazokonstriktorni u¢inak, $to rezultira smanjenjem uteroplacentarnog protoka
krvi [60,61]. Konzumacija alkohola dodatno kompromitira placentarnu funkciju te je takoder
prepoznata kao rizi¢ni ¢imbenik [62]. Dob majke predstavlja vazan demografski ¢imbenik:

adolescentne trudnice Cesto se suocavaju s veéim rizikom zbog neadekvatnog razvoja
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reproduktivnog sustava i nepovoljnih socioekonomskih uvjeta, dok trudnice starije od 35
godina ¢eS¢e imaju kroni¢ne bolesti i komplikacije koje doprinose ¢eS¢em prijevremenom
porodu u toj dobnoj skupini. Dodatno, kroni¢ne bolesti majke, kao §to su hipertenzija, Secerna
bolest, autoimune bolesti i bubrezne bolesti te anatomske abnormalnosti maternice (npr.
septum, miomi) takoder povecavaju rizik od prijevremenog poroda [63]. Posljednjih godina

sve se vise istrazuje geneticka predispozicija kao klju¢ni ¢imbenik u razvoju ISPP-a.

1.4. Geneticka predispozicija za idiopatski spontani prijevremeni porod

Brojna epidemioloska istrazivanja potvrdila su da je geneticka predispozicija majke /ili
fetusa, jedan od klju¢nih rizi¢nih faktora za ISPP [64,65].

Pozitivna osobna 1/ili obiteljska anamneza predstavlja najsnazniji prediktor PP-a
[66,67]. Zene koje su i same rodene prijevremeno imaju gotovo dvostruko veéi rizik od
prijevremenog poroda u vlastitoj trudnoci, neovisno o drugim ¢imbenicima [68]. Nadalje Zene
koje imaju sestru koja je rodila prijevremeno imaju 80 % veci rizik za PP [69]. Studije koje su
temeljene na istrazivanjima blizanaca ukazuju da nasljedni ¢imbenici mogu doprinijeti do 40
% rizika [70]. Osim toga, Zene koje su rodile prijevremeno u prvoj trudnoc¢i imaju tri do sedam
puta vecirizik od PP-a u sljede¢im trudno¢ama u usporedbi sa zenama koje su prvo dijete rodile
u terminu [71]. Takoder je dokazano da se ucestalost PP-a znaCajno razlikuje ovisno o

geografskom i etniCkom podrijetlu [72].

Iako se danas najveca pazZnja posvecuje metodama sekvenciranja cijelog egzoma i
genoma, koje obecavaju najprecizniju identifikaciju funkcionalno znacajnih genetickih
varijanti odgovornih za ISPP [73], istrazivanja geneticke povezanosti (engl. Genetic
association studies) ostaju podjednako vazna za razumijevanje sloZene etiologije ovog stanja
[74]. Istrazivanjem genetiCke povezanosti proucava se povezanost odredenih genetickih
varijanti, poput polimorfizama jednog nukleotida (SNP; engl. Single nucleotide
polymorphisms), s pojavom odredene bolesti ili fenotipa u populaciji [75]. SNP-ovi Cine
najces¢i oblik intragenskih varijanti sekvence, a nastaju zamjenom jednog nukleotida [66,76].
Ako je SNP prisutan u kodiraju¢em dijelu gena, moze dovesti do promjene funkcije i/ili
strukture proteina, dok SNP-ovi u promotorskoj regiji, a ponekad i nekodiraju¢im slijedovima,
mogu dovesti do promijenjenog izrazaja pripadajuceg gena [77-79]. Istrazivanja geneticke

povezanosti u ISPP-u mogu biti sveobuhvatna, kao i ciljana. Ciljana istrazivanja usmjerena su



na prepoznavanje varijante sekvenci u potencijalnim kandidatima gena majke (poput TNFa,
IL-4, IL-6, VEGF, faktora Va) i fetusa (ukljucuju¢i TNFa, IL-1, IL-4, MMP1, MMP9, TLR4)
koje su povezane s rizikom od PP-a [80,81]. Jedan od gena od posebnog interesa u biologiji

reproduktivnog sustava jest gen za vitamin D receptor (VDR; engl. Vitamin D receptor).

1.5. Metabolizam i fiziologija vitamina D

Vitamin D je vitamin topiv u mastima, koji se danas smatra prohormonom.
Metabolizam vitamina D ukljucuje sloZen proces koji zapo€inje njegovim unosom ili sintezom,

a zavrSava nastankom bioloski aktivnog oblika hormona [82].

Glavni izvor vitamina D je endogena sinteza u kozi pod utjecajem UVB zracenja (valne
duljine 290 - 315 nm), pri ¢emu 7-dehidrokolesterol prelazi u previtamin D3, a zatim u vitamin
D3 (kolekalciferol) [83]. Vitamin D moZe se unijeti hranom, u obliku vitamina D2
(ergokalciferol) iz biljnih izvora i gljiva te vitamina D3 iz Zivotinjskih izvora (masna riba, jaja,

jetra) te suplementacijom u farmakoloSkim oblicima [84].

Jednom apsorbiran ili sintetiziran, vitamin D se veZe na vitamin D-vezni protein
(VDBP; engl. Vitamin D-binding protein) u plazmi i transportira do jetara [85]. U jetrima
prolazi prvu hidroksilaciju pomoc¢u enzima 25-hidroksilaze, pri ¢emu nastaje 25-
hidroksivitamin D3, glavni cirkuliraju¢i oblik i najbolji pokazatelj statusa vitamina D u

organizmu (Slika 1).

Nakon toga, u bubrezima se uz djelovanje enzima la-hidroksilaze provodi druga
hidroksilacija, ¢ime nastaje bioloski aktivan hormon 1,25-dihidroksivitamin D, poznat i kao
kalcitriol. Aktivnost la-hidroksilaze reguliraju paratiroidni hormon (PTH), koncentracije
kalcija i fosfata te fibroblastni faktor rasta 23 (FGF23 eng. Fibroblast growth factor 23) [86].
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Kalcitriol djeluje putem VDR-a u ciljnim tkivima, regulirajuci ekspresiju brojnih gena
ukljucenih u homeostazu kalcija i fosfata, mineralizaciju kosti, imunolosku funkciju i druge
bioloske procese [88]. Prekomjerne koncentracije aktivnog oblika razgraduju seputem 24-

hidroksilaze, koja vodi do neaktivnih metabolita koji se potom izluc¢uju urinom i zuéi.

Uloga vitamina D u regulaciji metabolizma kalcija i fosfora dobro je poznata, vitamin
D odrzava mineralnu ravnotezu i zdravlje kostiju, poti¢uci apsorpciju kalcija u crijevima te
reapsorpciju u bubrezima [89]. Medutim, njegovi bioloski uc¢inci nadilaze klasi¢nu ulogu u
mineralnom metabolizmu [90]. Vitamin D djeluje kao steroidni hormon koji, vezujuci se na
nuklearni VDR, regulira ekspresiju vise od 200 gena uklju€enih u proliferaciju, diferencijaciju
I apoptozu stanica [91]. Ima vaznu imunomodulatornu ulogu, poticuci diferencijaciju monocita
u makrofage, pojaCavaju¢i fagocitozu te stimulirajuci sintezu antimikrobnih peptida poput
katelicidina i defensina [92] Istodobno, vitamin D smanjuje produkciju proupalnih citokina
(npr. IL-6, TNF-a) i povecava sintezu protuupalnih citokina, ¢ime modulira upalni odgovor
[93]. Njegovo protuupalno djelovanje posebno je znacajno u prevenciji i modulaciji kroni¢nih
upalnih bolesti te u odrzavanju imunoloske homeostaze tijekom trudnoc¢e. Osim toga, vitamin
D ima ulogu u regulaciji funkcije glatkih miSi¢nih stanica, angiogenezi, inzulinskoj osjetljivosti
i kardiovaskularnom zdravlju. Neadekvatni status vitamina D povezuje se s pove¢anim rizikom
od kroni¢nih bolesti, uklju¢ujuci maligne bolesti, autoimune i upalne bolesti, Se¢ernu bolest
tipa 2, neurokognitivne poremecaje te povecanu smrtnost [86,94]. Buduéi da vitamin D, osim
uloge u metabolizmu kalcija i fosfora, posjeduje znacajne u¢inke u regulaciji imunoloskog
odgovora, protuupalne uc¢inke te regulira ekspresiju brojnih gena, sve se viSe istrazuje njegova

potencijalna uloga u etiologiji i prevenciji prijevremenog poroda.

1.5.1. Uloga vitamina D u trudnod¢i

Vitamin D i njegove funkcije posredovane vezanjem za vitamin D receptor imaju
znacajnu ulogu tijekom implantacije, placentacije i odrzavanja normalne trudnoce [95-97].

Vitamin D ima klju¢nu ulogu u odrzavanju uredne trudnoce, ponajprije kroz regulaciju
homeostaze kalcija i fosfata, ¢ime podrzava mineralizaciju fetalnog skeleta i normalan razvoj
zuba [98]. Osim toga, djeluje na imunoloski sustav trudnice, poti¢uci toleranciju prema fetusu
te smanjujuéi rizik od prekomjernog proupalnog odgovora [99]. Vitamin D sudjeluje u
regulaciji angiogeneze i formiranja posteljice, Sto je vazno za adekvatan uteroplacentarni

protok krvi [100]. Njegova sposobnost modulacije ekspresije brojnih gena moze doprinijeti
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pravilnom rastu i sazrijevanju fetalnih organa. Optimalne koncentracije vitamina D povezane
su s manjim rizikom od komplikacija poput preeklampsije i gestacijskog dijabetesa [101-103].

Koncentracija aktivnog oblika vitamina D u cirkulaciji kontinuirano raste tijekom
trudnoce te u terminu poroda doseze dvostruko do trostruko visu koncentraciju u usporedbi sa

zenama koje nisu trudne [101].

Prema Institutu za medicinu (IOM; engl. Institute of Medicine), optimalne, odnosno
zadovoljavajuce vrijednosti vitamina D smatra se koncentracija 50 nmol/L (20 ng/mL) 1 viSe.
Insuficijencija, odnosno nedostatak vitamina D definira se kao koncentracija 30 - 50 nmol/L
(12 - 20 ng/mL), dok se deficijencija odnosno manjak vitamina D smatraju koncentracije ispod
30 nmol/L (12 ng/mL) [104]. Gotovo 50 % svjetske populacije pati od insuficijencije vitamina
D [105].

Smjernice Americkog kolegija opstetricara i ginekologa (ACOG; engl. American
College of Obstetricians and Gynecologists) i Kraljevskog kolegija opstetri¢ara i ginekologa
(RCOG; engl. Royal College of Obstetricians and Gynaecologists) preporu¢uju odrzavanje
razina vitamina D iznad 50 nmol/L (20 ng/mL) u trudno¢i, uz standardnu suplementaciju od
400-600 TU dnevno, a kod manjka vitamina D mogu se primijeniti i ve¢e doze [106,107].
Neadekvatne serumske koncentracije vitamina D u trudnica povezane su s brojnim
komplikacijama trudnoce i lo$ijim perinatalnim ishodom [108]. Osim toga, prijevremeno
rodena djeca pokazuju nize razine vitamina D u cirkulaciji [99], a nekoliko je studija jasno

potvrdilo i uzro¢nu povezanost izmedu statusa vitamina D u trudnica i rizika od PP-a [96-98].

1.5.2. Vitamin D i prijevremeni porod

Metabolizam vitamina D tijekom trudnoée i njegova povezanost s PP-om predmet je
intenzivnih istrazivanja.

U kontekstu globalne pandemije nedostatka vitamina D, procjenjuje se da izmedu 30 %
i 80 % trudnica diljem svijeta ima neadekvatne koncentracije vitamina D tijekom trudnoce,
ovisno o geografskom podrudju, izlozenosti Suncu, prehrambenim navikama i drugim
¢imbenicima [109]. Za europsku populaciju, taj postotak iznosi oko 40 - 60 % trudnica [110].
Neodgovarajuce koncentracije vitamina D u serumu trudnica povezane su s brojnim
komplikacijama trudnoce i loSijim perinatalnim ishodima, poput gestacijskog dijabetesa,

preeklampsije, primarnog carskog reza i intrauterinog zastoja u rastu.
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Obzirom na to da koncentracija vitamina D u plodu u potpunosti ovisi 0 statusu
maj¢inog cirkuliraju¢eg vitamina D, neadekvatne koncentracije u trudnica mogu imati
posljedice na ishod trudnoée i zdravlje djece. Tako je dokazano da su neadekvatne
koncentracije vitamina D tijekom trudno¢e povezane s brojnim komplikacijama i loSijim
perinatalnim ishodom, kao $§to su preeklampsija, gestacijski dijebetes melitus (GDM; engl.
Gestational diabetes mellitus), intrauterini zastoj rasta ploda i PP [111]. lako su rezultati
pojedina¢nih prethodnih istrazivanja opreéni te uvelike ovise o uklju¢nim i iskljuénim
kriterijima za ispitanike, kao i laboratorijskim metodama za odredivanje vitamina D,
metaanalize upucuju na to da trudnice s neadekvatnim serumskim koncentracijama vitamina D
imaju poviseni rizik za PP [112-116]. Nadalje, rezultati randomiziranih kontroliranih

istrazivanja upucuju na to da suplementacija vitaminom D smanjuje rizik za PP [115].

1.6.  Vitamin D receptor

Vitamin D receptor spada u superporodicu receptora u jezgri i kao transkripcijski
¢imbenik posrednik je u metabolickom putu vitamina D. To je proteinska molekula sastavljena
od nekoliko funkcionalnih domena: DNA-vezne domene (DBD; engl. DNA-binding domain),
koja se veZe na specifi¢ne sekvence DNA poznate kao vitamin D-odgovorni elementi (VDRE),
te ligandom vezne domene (LBD; engl. ligand-binding domain), koja prepoznaje i veZe aktivni
oblik vitamina D, kalcitriol (1,25-dihidroksivitamin D3). Nakon vezanja liganda, VDR tvori
heterodimer s retinoidnim X receptorom (RXR), §to omogucuje regulaciju transkripcije ciljnih
gena. VDR je prisutan u gotovo svim tkivima organizma, ukljucujuci kost, crijeva, bubrege,
posteljicu 1 stanice imunoloSkog sustava, Sto objasnjava Sirok spektar bioloskih ucinaka
vitamina D.

Vitamin D receptor je izrazen na maj¢ino - fetalnom spoju te potice transkripciju gena
¢iji proizvodi promicu apsorpciju kalcija, sekreciju hormona, migraciju, diferencijaciju i

proliferaciju stanica [117,118].
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1.7.

Polimorfizmi gena za vitamin D receptor

Polimorfizmi u genu za VDR mogu utjecati na funkcionalnu aktivnost receptora i

povezani su s povecanim rizikom za razli¢ite bolesti, ukljucujuci PP.

Metabolicko djelovanje vitamina D ostvaruje se vezanjem za VDR, koji je kodiran VDR

genom. VDR gen nalazi se na 12. kromosomu, a unutar njega je otkriveno vise od 60 varijanti

sekvence, pri ¢emu su najistrazeniji i najbolje opisani SNP-ovi: rs11568820 (Cdx2) u

promotorskoj regiji, rs2228570 (Fokl) u drugom egzonu te SNP-ovi smjesteni u blizini 3'
nekodirajuée regije (engl. untranslated region, UTR), rs1544410 (Bsml), rs7975232 (Apal) i

rs731236 (Taql) (Slika 2). Ove genske varijante povezane su s promjenama u ekspresiji gena

te izmijenjenom strukturom i/ili funkcijom VDR mRNA i proteina [119]. Obzirom na to da je

vitamin D receptor izrazen na sucelju majka - plod, polimorfizmi u VDR genu mogu imati

znaCajan utjecaj na tijek trudnoce. Povezanost ovih SNP-ova u VDR genu s pojavom SPP

ispitivana je u nekoliko genetskih studija, no rezultati su bili kontradiktorni.

Tablica 1. Utjecaj polimorfizama Fokl (rs2228570), Apal (rs7975232), Cdx2
(rs11568820), Bsml (rs1544410), Taql (rs731236) VDR gena na gensku ekspresiju

Polimorfizam | Alel Utjecaj na gensku ekspresiju
T kodira duzu varijantu VDR proteina (427 aminokiselina), koja ima nizu
Fokl transkripcijsku aktivnost
rs2228570 C kodira kracu varijantu VDR proteina (424 aminokiseline), koja ima veéu
transkripcijsku aktivnost
Apal T niza stabilnost mRNA i manja ekspresija VDR gena
rs7975232 G veca stabilnost mRNA i vec¢a ekspresija VDR gena
Cdx2 A slabije vezivanje CDX2 faktora, $to dovodi do manje ekspresije VDR gena
rs11568820 G efikasno vezivanje CDX2 faktora, Sto dovodi do vece ekspresije VDR gena
Bsml A veca stabilnost mRNA 1 veca ekspresija VDR gena
rs1544410 G niza stabilnost mRNA i manja ekspresija VDR gena
T moze biti povezan sa smanjenom ekspresijom VDR gena
Tadl C moze biti povezan sa povecanom stabilnos¢u mRNA, koja dovodi do vece
rs731236

koli¢ine VDR proteina i vece ekspresije ciljnih gena
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Cdx2 Fokl Bsml Apal Taql

EFIKASNO VEZIVANJE CdX2 FAKTOR KRAGA VARIJANTA PROTEINA (424 ak)| | VECA STABILNOSTmRNA | [VECA STABILNOST mRNA UTJEGE NA FUNKCLU
T t ILI STABILNOST VDR

EKSPRESIJA VDR GENA TRANSKRIPCLSKA AKTIVNOST TEKSPRESIJA VDR GENA EKSPRESLJA VDR GENA PROTEINA

Slika 2. Struktura gena za vitamin D receptor

VDR - vitamin D receptor, UTR - nekodirajuca regija (engl; Untranslated Region), Cdx2 faktor -
transkripcijski faktor caudal-type homeobox 2 (engl; Caudal-type homeobox transcription factor 2),

ak - aminokiseline, mMRNA - glasni¢ka ribonukleinska kiselina (engl; messenger ribonucleic acid)
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1.8.  Vitamin D receptor i prijevremeni porod

Povezanost navedenih polimorfizama VDR gena u majki s SPP-om ispitana je u svega
nekoliko istrazivanja geneticke povezanosti, a rezultati su opre¢ni [120-124]. U pojedina¢nim
istrazivanjima utvrdena je povezanost SPP-a s Fokl i Cdx2 polimorfizmima gena za vitamin D
receptor, kao i s odredenim genotipskim kombinacijama polimorfizama Bsml, Apal i Taql
[120-123]. Rosenfield i sur. dokazali su da maj¢in i fetalni VDR genotip utjeCu na trajanje
trudnoce [124].

lako povezanost navedenih polimorfizama VDR gena i serumske razine D vitamina u
etiologiji SPP dosad nije istrazivana u europskoj populaciji, brojna istrazivanja drugih
poremecaja upucuju na to da geneticka struktura VDR gena utjece na serumske koncentracije

vitamina D [125,126].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj bio je istraziti jesu li SNP-ovi u VDR genu te neadekvatna serumska
koncentracija 25-hidroksivitamina D3 u majki i njihove novorodene djece, samostalno ili u
Osnovna pretpostavka je da SNP-ovi u VDR genu te neadekvatna serumska
koncentracija 25-hidroksivitamina D3 u majki i njihove novorodene djece, samostalno ili u

kombinaciji, predstavljaju ¢cimbenike predispozicije za ISPP.

Specificni ciljevi istrazivanja bili su sljedeci:

1. Odrediti 1 usporediti frekvencije genotipova 1 alela sljede¢ih SNP-ova u VDR genu
izmedu ispitivane skupine i kontrola (majke s ISPP-om vs. majke s terminskim
porodom; prijevremeno rodena djeca vs. terminski rodena djeca):

- s 2228570 C<T (Fokil),

- 15 11568820 G<A (Cdx2),

- 15 7975232 T<G (Apal), a dodatno su ucinjene i sljedece analize:
- 1s 1544410 G<A (Bsml),

-rs 731236 T<C (Taql)

2. Utvrditi genetiCku povezanost genotipova 1 alela SNP-ova u VDR genu s
predispozicijom za ISPP zasebno u majki i djece.

3. Odrediti i usporediti serumsku koncentraciju 25-hidroksivitamina D3 izmedu ispitivane
skupine i kontrola (majke s ISPP-om vs. majke s terminskim porodom; prijevremeno
rodena djeca vs. terminski rodena djeca).

4. Utvrditi povezanost izmedu serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3 majki i
njihove novorodene djece zasebno u ispitivanoj i kontrolnoj skupini.

5. Usporediti serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3 ovisno o genotipu
pojedinih SNP-ova u VDR genu u ispitivanoj skupini (zasebno majke s ISPP-om i
prijevremeno rodena djeca) i kontrola (zasebno majke s terminskim porodom i
terminski rodena djeca).

6. Utvrditi medusobnu povezanost izmedu genotipova SNP-ova u VDR genu, serumskih
koncentracija 25-hidroksivitamina D3 i porodajne mase novorodene djece zasebno u
ispitivanoj i kontrolnoj skupini.

7. Ispitati utjecaj dodatnih pridruzenih ¢imbenika na ISPP i njihovo medusobno djelovanje

na ISPP, kao §to su starosna dob majke pri porodu, indeks tjelesne mase prije trudnoce.
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3.

ISPITANICI | METODE

3.1. Lokacije istraZivanja

Istrazivanje je provedeno na:

1.

Zavodu za medicinsku biologiju i genetiku Medicinskog fakulteta u Rijeci (pohrana
uzoraka, izolacija genomske DNA, genotipizacija polimorfizama VDR gena)
Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku, Klini¢kog bolnickog centra
Rijeka (biokemijska analiza serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3)
Klinici za ginekologiju 1 porodnistvo, Klinickog bolnickog centra Rijeka
(prikupljanje uzoraka)

Klini¢kom institutu za genomsku medicinu Univerzitetnog klinickog centra u

Ljubljani (prikupljanje uzoraka, izolacija genomske DNA)

Svi materijali prikupljeni su prilikom poroda na:

1. Klinici za ginekologiju 1 porodniStvo Klinickog bolnickog centra Rijeka. Uzorci

pripadaju Biobanci TransMedRi - Banka biouzoraka u sklopu istrazivanja
prijevremenih poroda (voditelj: prof. dr. sc. Sasa Ostoji¢, dr. med.; EU-FP7 Regpot-
2010-5, Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci). Prikupljanje bioloSkih uzoraka
trajalo je od 2017. do 2019. godine.

2. Klinickom institutu za genomsku medicinu Univerzitetnog klinickog centra u
Ljubljani, Slovenija. Prikupljanje bioloSkih uzoraka trajalo je 2010. do 2019 godine.
3.2. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno kao istrazivanje parova (engl. case-control study), pri cemu

su ukljuc¢ene dvije skupine sudionika: skupina ispitanika s ISPP-om te kontrolna skupina.

Ukupno je prikupljeno 175 uzoraka krvi ispitanica s ISPP-om te isti broj u kontrolnoj

skupini s terminskim porodom za provodenje istrazivanja geneticke povezanosti te odredivanje
koncentracije 25-hidroksivitamina D3. Medutim, kvantifikacija 25-hidroksivitamina D3 nije
bila moguca kod dijela uzoraka zbog neadekvatne kvalitete kromatograma. Dodatno, odredeni
uzorci nisu pravilno pohranjeni pri -20 °C, §to je dovelo do njihove degradacije. Ukoliko je i
jedan uzorak para majka - dijete bio neadekvatan za analizu, cijeli par je iskljucen iz daljnjeg

istrazivanja. Nakon primjene ovih kriterija kvalitete, za daljnju analizu ukljuc¢ene su 162
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ispitanice s ISPP-om te 163 majke s terminskim porodom. Ovaj pristup osigurao je pouzdanost
i to¢nost dobivenih rezultata.

U skupini ispitanica s ISPP-om od ukupno 162 majke, 118 je bilo slovenskih sudionica
te 44 hrvatskih sudionica, zajedno s njihovih 44 prijevremeno rodene djece (Slika 3). Uklju¢ni
kriterij za SPP definiran je kao porod prije navrSenog 37. tjedna gestacije, a zapoceo je
spontano, bez medicinske indukcije. Sukladno strogo odredenim isklju¢nim kriterijima, iz
istrazivanja su iskljuene sve ispitanice s poznatim etioloskim ¢imbenicima prijevremenog
poroda, ukljucujuci trudnoce ostvarene medicinski potpomognutom oplodnjom, viseplodne
trudnoce, bubrezne bolesti, prethodne kirurske zahvate na vratu maternice (npr. konizacija i
LLETZ), dokazane infekcije donjeg genitalnog trakta te komplikacije tijekom trudnoce kao Sto
su gestacijska hipertenzija 1 GDM. Iz istraZivanja su iskljuene sve ispitanice koje su rodile
mrtvorodeno dijete, kao i one ¢ija su novorodencad imala dijagnosticirane kongenitalne
anomalije ili potvrdene infekcije.

Kontrolnu skupinu ¢inile su 163 majke s urednim terminskim porodom, 119 slovenskih
sudionica te 44 hrvatskih sudionica te njihovo 44 novorodencadi rodene u terminu (Slika 4).
Ukljucni kriterij za terminski porod definiran je kao dovrSenje trudnoce izmedu 37. 142. tjedna
gestacije. Svi porodi su dovrSeni spontanim vaginalnim porodom, nakon nekomplicirane
trudnoce. U skladu sa strogim uklju¢nim kriterijima, u istrazivanje su uklju¢ene sudionice istog
pariteta, usporedive dobi, etnicke pripadnosti, socioekonomskog 1 demografskog statusa, s
istog geografskog podrucja, koje su imale jednak pristup antenatalnoj skrbi te moguénost
poroda u ustanovi tercijarne zdravstvene zastite, a porodaji su se dogodili u istom godisSnjem
znacajkama kao skupina ispitanica s ISPP-om, ¢ime je znaCajno smanjen utjecaj varijabilnosti
populacijskih parametara na rezultate istrazivanja. Iskljucni kriteriji za kontrolnu skupinu bili
su identi¢ni onima primijenjenima na skupinu ispitanica s ISPP-om. 1z istrazivanja su stoga
iskljuéene sve trudnice kod kojih je trudnoéa rezultat potpomognute oplodnje, one s
viseplodnom trudno¢om, bubreznim bolestima, prethodnim zahvatima na cerviksu (npr.
konizacija ili LLETZ), kao i1 one s potvrdenim infekcijama donjeg genitalnog trakta ili
komplikacijama tijekom trudnoce, poput gestacijske hipertenzije i GDM. Dodatno, isklju¢ene
su sve zene koje su rodile mrtvorodeno dijete ili ¢ija su novorodencad imala prirodene
malformacije ili potvrdene infekcije.

U obje skupine, skupini ispitanica s ISPP-om i kontrolnoj skupini, gestacijska dob
odredena je na temelju prvog dana posljednjeg menstruacijskog ciklusa, a potvrdena

ultrazvuénim pregledom tijekom prvog tromjesecja. U slucajevima nesukladnosti izmedu
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datuma izraCunatog prema menstruacijskom ciklusu i ultrazvunog nalaza, za konacnu
procjenu gestacijske dobi uzet je ultrazvucni nalaz kao relevantniji pokazatel;.

Sve sudionice uklju¢ene u istrazivanje prethodno su detaljno informirane o ciljevima i
metodologiji istrazivanja, a njihov informirani pristanak za sudjelovanje te suglasnost za
koriStenje pohranjenih uzoraka krvi i DNA potvrdeni su potpisivanjem pisanog obrasca
informiranog pristanka. Prikupljanje anamnestickih i klini¢kih podataka provedeno je putem
strukturiranih upitnika, posebno izradenih za skupinu ispitanica s ISPP-om i kontrolnu skupinu

(Prilozi 1 1 2). Upitnici su ispunjavani uz stru¢nu pomoc¢ lije¢nika na dan poroda.
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Slika 3. Shematski prikaz skupine ispitanika i primjenjenih istrazivanja
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Slika 4. Shematski prikaz kontrolne skupine i primjenjenih istrazivanja
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3.3. Metode
3.3.1. IstraZivanje geneticke povezanosti

U istrazivanje geneticke povezanosti ukljuéeni su svi sudionici, odnosno 162 majke s
ISPP-om i 44 prijevremeno rodene djece te 163 majke s urednim terminskim porodom i 44

terminski rodene djece.

3.3.1.1.  lzolacija genomske DNA

Izolacija genomske DNA molekule provedena je na Zavodu za medicinsku biologiju i
genetiku Medicinskog fakulteta u Rijeci 1 KliniCkom institutu za medicinsku genetiku
Univerzitetnog klini¢kog centra u Ljubljani uz pomo¢ komercijalno dostupnih kitova za
izolaciju DNA, prema standardnom postupniku proizvodaca (Qiagen FlexiGene DNA Kkit,
Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka). Koncentracija i €istoc¢a izolirane genomske DNA molekule
odredena je spektrofotometrom prema postupniku proizvodaca (Nanodrop 2000, Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE, Sjedinjene Americke Drzave). Navedeni uzorci krvi i
genomske DNA molekule pohranjeni su na -20 °C na Zavodu za medicinsku biologiju i
genetiku Medicinskog fakulteta u Rijeci.

Genomska DNA izolirana je iz leukocita periferne venske krvi majki, prikupljene
venepunkcijom (10 mL) u epruvetu s EDTA antikoagulansom, tijekom poroda. Takoder, DNA
je izolirana iz leukocita krvi pupkovine novorodencadi (10 mL), prikupljene neposredno nakon

rodenja djeteta, a prije porodaja posteljice.

3.3.1.2.  Genotipizacija polimorfizama VDR gena

Za genotipizaciju Fokl rs2228570, Cdx2 rs11568820, Apal rs7975232, Bsml
rs1544410, Tagl rs731236 polimorfizama koriStena je kombinacija metoda lancane reakcije
polimerazom (PCR; engl. polymerase chain reaction) i polimorfizma duljine restrikcijskih
fragmenata (RFLP; engl. restriction fragment length polymorphism). Uvjeti za PCR-RFLP
reakcije, ukljucujuéi pocetnice, temperaturne cikluse i vrste restrikcijskih endonukleaza
preuzeti su iz standardnog protokola [127]. Sljedovi nukleotida specifi¢nih pocetnica i veli¢ine
PCR produkata koristenih za analizu VDR polimorfizama prikazani su u Tablici 2, a uvjeti PCR

reakcija u Tablici 3.

Amplifikacija ciljnih sekvenci DNA provedena je pomo¢u PCR uredaja (Mastercycler
personal, Eppendorf, Hamburg, Njemacka, i 2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems,
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Carlsbad, CA, SAD), u ukupnom reakcijskom volumenu od 10 pL. Za kontrolu moguée

kontaminacije PCR smjese koriStene su negativne kontrole.

Nakon PCR-a, proizvodi reakcije podvrgnuti su enzimskom cijepanju koristenjem
specificnih restrikcijskih enzima, sukladno protokolima proizvodaca (New England Biolabs,
Ipswich, MA, SAD). Sastav smjesa za restrikcijsku analizu VDR polimorfizama, koriSteni

enzimi, uvjeti provedbe restrikcije te veli¢ine dobivenih fragmenata prikazani su u Tablici 4.

Razdvajanje amplificiranih PCR produkata i njihovih restrikcijskih fragmenata
izvedeno je elektroforezom, pri naponu od 85 V tijekom 45 minuta, na agaroznim gelovima
koncentracije 1 % i 3 %, uz dodatak 15 uL boje GelRed™ (Olerup SSP®, Saltsjobaden,
Svedska). Vizualizacija rezultata izvrSena je pomoéu transiluminatora pod UV svjetlom. Za

procjenu veliine fragmenata koriSteni su DNA standardi veli¢ine 50 1 100 bp.

Tablica 2. Slijedovi nukleotida specifi¢nih pocetnica i veli¢ine PCR produkata

koriStenih za analizu polimorfizama VDR gena

Polimorfizam Pocetnice PCR produkt
Fokl 5’-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT -3’ 267 bp
rs2228570 5’-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC -3’

Cdx2 5’-GGATCCCAAAAGGAAAGGAA-3’ 396 bp
rs1156882 5’-TGTTCCAGATGGTAAAAATAGAATGA-3’

Apal 5’-GGATCCTAAATGCACGGAGA-3’ 265 bp
rs7975232 5’-ACGTCTGCAGTGTGTTGGAC-3’

Bsml 5’-CCTCACTGCCCTTAGCTCTG-3’ 247 bp
rs1544410 5’-TGCCTCCAAAATCAATCAGG-3’

Tagql 5’-CAGAGCATGGACAGGGAGCAA-3’ 501 bp
rs731236 5’-CACTTCGAGCACAAGGGGCGTTAGC-3’

PCR produkt - produkt lan¢ane reakcije polimeraze (engl; Polymerase Chain Reaction product), bp -

bazni parovi
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Tablica 3. Uvjeti PCR reakcija koriStenih za analizu polimorfizama VDR gena

Fokl Cdx2 Apal Bsml Taq
Korak rs2228570 rs1156882 rs7975232 rs1544410 rs731236
Temperatura “C / Vrijeme trajanja
1. pocetna . . . . .
B 94°C/5min | 95°C/5min | 95°C/5min | 95°C/5min | 95°C/5min
denaturacija
2. denaturacija 94°C/35sec | 95°C/60sec | 95°C/60sec | 95°C/60sec | 95°C /60 sec
3. sparivanje
] 61°C/35sec | 55°C/60sec | 55°C/60sec | 55°C/60sec | 55°C/60 sec
pocetnica
4. produljivanje ]
72°C/1min | 72°C/60sec | 72°C/60sec | 72°C/60sec | 72 °C/ 60 sec
lanaca
broj ponavljanja
P Jan 35 35 35 35 35
koraka 2. - 4.
5. zavr$no
o 72°Cl7 72°C/10 72°C/10 72°C/10 72°C/10
produljivanje ) ] ] . )
min min min min min
lanaca

°C - stupnjeva Celzija, min - minuta, sec - sekunda

Tablica 4. Vrste restrikcijskih enzima, uvjeti restrikcije i veli¢ine restrikcijskih

fragmenata KoriStenih za analizu polimorfizama VDR gena [127]

Polimorfizam Restrikcijski enzim Restrikcijski fragmenti (bp)
Fokl rs2228570 Fokl C alel: 267
T alel: 195 + 72
Cdx2 rs1156882 HpyCHA4llI Aalel: 316 + 80
G alel: 265 + 80 + 51
Apal rs7975232 Apal T alel: 265
G alel: 146 + 119
Bsml rs1544410 Bsml A alel: 247
G alel: 144 + 103
Taql rs731236 Tagql T alel: 495 + 6
Calel: 294 + 201 + 6

bp - bazni parovi

23




3.3.2.  Biokemijska analiza serumske koncentracije 25-hidroskivitamina D3

U istrazivanje biokemijske analize serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3 bilo
je ukupno uklju¢eno 176 sudionika, od toga 44 majke s ISPP-om i njihova 44 prijevremeno
rodena djeca te 44 majke s urednim terminskim porodom i njihova 44 terminski rodena djeca.
Uzorci krvi prikupljeni su na Zavodu za ginekologiju i porodnistvo Klinickog bolni¢kog centra
Rijeka, na dan poroda. Uzorci periferne venske krvi ispitanica dobivene venepunkcijom te krvi
iz pupkovine djeteta, prikupljeni su u epruvetu s heparinskim gelom. Krv iz pupkovine
uzorkovana je neposredno nakon rodenja djeteta, a prije porodaja posteljice. Uzorci prikupljene
krvi za biokemijsku analizu koncentracija 25-hidroksivitamina D3 centrifugirani su na 1500
okretaja u minuti, tijekom 10 minuta. Dobiveni uzorci seruma su oprezno izdvojeni,

alikvotirani u mikroepruvete 1 zamrznuti na -20 °C do daljnjih analiza.

Laboratorijske analize koncentracija 25-hidroksivitamina D3 u serumu provedene su na
Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Rijeka.
Koncentracije 25-hidroskivitamina D3 u serumu odredene su metodom tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC; engl. High Performance Liquid

Chromatography) na uredaju Nexera X2 (Shimadzu, Kyoto, Japan).

Priprema uzoraka provedena je ruc¢no, koriStenjem komponenata iz komercijalnog
HPLC kompleta za 25-hidroksivitamin D3 (Recipe, Miinchen, Njemacka). Postupak pripreme
obuhvacao je sljedece korake: 500 puL reagensa Precipitat p pomijeSano je s 400 puL seruma, a
zatim je dodano 400 pL unutarnjeg standarda te je smjesa homogenizirana 30 sekundi. Nakon
mijesanja, uzorci su centrifugirani 5 minuta pri 10.000 g, pri ¢emu su nastale dvije tekuce faze.

Gornja faza (supernatant) koristena je za HPLC analizu.

Pripremljeni uzorci analizirani su na Nexera X2 modularnom tekuc¢inskom
kromatografu visoke djelotvornosti, koriste¢i komercijalni HPLC komplet za 25-
hidroksivitamin D3 (Recipe, Miinchen, Njemacka). Sustav Nexera X2 bio je opremljen S dva
LC-30AD modula za isporuku otapala, SIL-30A autosamplerom, CTO-30A kolonskom

pec¢nicom i SPD-M30A detektorom s fotodiodnim nizom.

Uvjeti HPLC analize bili su sljedeci: protok 0,9 mL/min, temperatura 40 °C, volumen
injekcije 30 uL, vrijeme trajanja analize 12 minuta, a detektor je bio postavljen na valnu duljinu
od 264 nm. Linearnost metode bila je u rasponu od 7,3 do 1210 nmol/L, a donja granica

kvantifikacije iznosila je 2,7 nmol/L za 25-hidroksivitamin D3, dok je za drugi analizirani
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parametar linearan raspon bio od 6,5 do 1250 nmol/L. Koncentracije 25-hidroksivitamin D3

izrazene su u nmol/L.

3.4. Eticki aspekti istraZzivanja

U ovom istrazivanju postivani su temeljni eticki i bioeticki principi 1 standardi,
ukljucujuéi osobni integritet - autonomnost, pravednost, dobro¢instvo i neskodljivost, koji su
u skladu s NiinberSkim kodeksom 1 najnovijom revizijom Helsinske deklaracije. Nadalje,
medicinski podaci prikupljeni su u skladu s bioeti€¢kim standardima te je osigurana privatnost
(medicinska tajna) ispitanika ukljuenih u istrazivanje i zastita tajnosti podataka. Identitet
sudionika uvijek ¢e ostati anoniman, s obzirom na to da ispitanici prilikom uklju¢ivanja u
istrazivanje dobiju pripadajucu Sifru. Ispitanice su upoznate s cjelokupnim istraZzivanjem te su
dale svoj pristanak na istrazivane potpisivanjem informirane suglasnosti.

Prikupljanje bioloskog materijala 1 medicinskih podataka odobrili su Eticko
povjerenstvo za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta u Rijeci, Eticko
povijerenstvo Klinickog bolnickog centra Rijeka te su Drzavna komisija za biomedicinsku etiku
Republike Slovenije. Provodenje predlozenih istrazivanja u sklopu znanstveno-istrazivackih
projekata odobrilo je Eticko povjerenstvo za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta
u Rijeci (003-08/19-01/5; 2170-24-24-3-19-3), i Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog
centra Rijeka (003-05/19-1/21; 2170-29-02/1-19-2).

3.5. Statisticka obrada podataka

Prikupljeni podaci statisticki su obradeni u programu Microsoft Excel (Microsoft
Office), a statisticka analiza provedena je u programu Statistica for Windows, inalica
14.0.0.15 (StatSoft Inc., Tulsa Oklahoma, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave) i MedCalc v12.1.3. i
MedCalc, inacica 12.1.3. (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgija). Statisticka snaga testa
izracunata je pomocu DSS Researcher’s Toolkit
(https://www.dssresearch.com/resources/calculators/statistical-power-calculator-percentage/).

Analiza genotipova prema Hardy-Weinbergovom principu provedena je koriStenjem
Simple Hardy-Weinberg Calculator-a Court Lab (Washington State University College of
Veterinary Medicine, Pullman, WA, SAD).
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Epidemioloski podaci sudionika prikazani su deskriptivnom statistikom. Normalnost
distribucije numerickih varijabli testirana je Kolmogorov-Smirnovljev testom. Ucestalosti
kategorijskih varijabli prikazane su apsolutnim i relativnim frekvencijama, dok su numericke
varijable prikazane prikladnim mjerama srediSnjice (aritmeticka sredina ili medijan) i
rasprSenjima  (standardna devijacija ili interkvartilni raspon). U epidemioloskim
karakteristikama, dob i indeksa tjelesne mase (BMI; engl. body mass index) ispitanica prikazani
su kao srednje vrijednosti i standardna devijacija, a razlike izmedu skupina testirane su t-testom
za nezavisne uzorke. Porodajna masa 1 duljina prikazani su kao medijani i interkvartilni rasponi

(IKR), a razlike izmedu skupina testirane su Mann-Whitneyjevim testom.

Za usporedbu frekvencija genotipova i alela ispitivanih polimorfizma VDR gena, kao i
nihovih kombinacija izmedu skupina ispitanika i kontrola (zasebno majke s ISPP-om i majke
s terminskim porodom te prijevremeno i terminski rodene djece) koristen je Pearsonov hi-
kvadrat test. Nadalje, za analizu geneticke povezanosti genotipova i alela ispitivanih SNP-ova
u VDR genu prema dominantnom, recesivnom i kodominantnom modelu zasebno u Zena i djece
koristen je omjer izgleda (OR; engl. odds ratio) i pripadaju¢i 95 % intervali pouzdanosti (ClI;
engl. confidence interval).

Jednosmijerna i dvosmjerna analiza varijance (ANOVA) s faktorijskim dizajnom i post-
hoc Scheffé testom koriStene su za usporedbu u¢inka genotipova VDR gena na porodajnu masu
novorodencadi (jednostavna ANOVA za pojedinatne SNP-ove, dvostruka ANOVA za
interakciju izmedu SNP-ova).

Serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3 prikazane su kao srednje vrijednosti s
pripadaju¢im standardnim devijacijama. Za usporedbu serumskih koncentracija 25-
hidroksivitamina D3 izmedu ispitivane skupine i kontrola (zasebno izmedu majki s ISPP-om i
terminskim porodom, kao i prijevremeno i terminski rodene djece) koriSten je t-test za
nezavisne uzorke. Za analizu povezanost koncentracija 25-hidroksivitamina D3 izmedu majki
i njihove novorodene djece koriSten je Pearsonov test korelacije.

Multipla linearna regresija koristena je za analizu korelacija izmedu kombinacija
genotipova, serumskih koncentracija 25-hidroksivitamina D3 i klinickih karakteristika u
razlicitim skupinama ispitanika. Svi koristeni testovi bili su dvosmjerni, a P vrijednost od 5 %
ili manja smatrala se statisticki znacajnom.

Osim toga, razlike u koncentracijama 25-hidroksivitamina D3 izmedu razli¢itih
genotipova testirane su jednosmjernom ANOVOM.

Razina statistiCke znacajnosti za sve analize procijenjena je na P < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Epidemioloske znacajke ispitanika

Od ukupno 162 ispitanica s ISPP-om, 118 (72,8 %) su bile slovenske sudionice, a 44
(27,2 %) hrvatske sudionice, u kontrolnoj skupini 119 (73,0 %) su bile slovenske sudionice,
dok su 44 (27,0 %) bile hrvatske sudionice. Svi ispitanici u skupini novorodencadi, ukljucujuci
skupinu prijevremeno rodene i terminski rodene djece (44 djece u svakoj skupini, 100 %),
pripadali su hrvatskim sudionicima.

Epidemioloske znacajke sudionica te njihove novorodencadi prikazane su u Tablici 5.
Prosje¢na dob majki u skupini s ISPP-om iznosila je 30,3 £5,1 godina, dok je u kontrolnoj
skupini bila 30,6 + 4,3 godine. Razlika srednjih vrijednosti dobi izmedu skupina iznosila je 0,3
godine i nije bila statisticki znacajna (P = 0,561). Najmlada ispitanica s ISPP-om imala je 17
godina, dok je u kontrolnoj skupini najmlada sudionica imala 20 godina. Najstarija ispitanica
s ISPP-om imala je 43 godine, a u kontrolnoj skupini 42 godine. Kada podijelimo dob sudionica
u 5 podskupina: mlade od 25, od 26 do 30 godina, od 31 do 35 godina, od 36 do 40 godina te
starije od 41 godinu dobivamo sljedece rezultate za ispitivanu skupinu: 18 (12,1 %), 55 (36,9
%), 50 (33,5 %), 21 (14,1 %), 5 (3,4 %) te u skupini kontrola 7 (6,5 %), 46 (42,6 %), 40 (37,0
%), 12 (11,1 %), 3 (2,8 %) (%= 3,25, P =0,517).

Distribucija PP-a prema trajanju gestacije bila je u skladu s prethodno objavljenim
podacima [8]: kasni prijevremeni porod bio je zastupljen s udjelom od 83,2 %, srednje rani s
9,7 %, aranisa 7,1 %.

U pogledu konzumacije duhanskih proizvoda, 27,4 % ispitanice iz skupine s ISPP-om
navelo je izloZenost duhanskom dimu tijekom trudnoce, u usporedbi s 15,2 % u kontrolnoj
skupini. Nasuprot tome, 72,6 % ispitanica u skupini s ISPP-om i 84,8 % u kontrolnoj skupini
izjavilo je da ne konzumira duhanske proizvode. Ova razlika bila je statisti¢ki znacajna (P =
0,018).

Osobna anamneza barem jednog prethodnog PP-a zabiljezena je kod 10,8 % ispitanica
te kod niti jedne sudionice u kontrolnoj skupini.

Obiteljska anamneza PP-a (majka, sestra) prisutna je kod 28,6 % ispitanica, dok u
kontrolnoj skupini nitko nije naveo pozitivni obiteljski status.

Medijan porodajne mase prijevremeno rodene djece iznosio je 2490 g (interkvartilni
raspon: 2060 - 2850 g), a terminski rodene djece 3477 g (interkvartilni raspon: 3185 - 3665 Q).
Podijelom porodajne mase novorodencadi u podskupine izrazito niske porodajne mase < 1000

g, Jako niske porodajne mase 1000 - 1499 g, niske porodajne mase 1500 - 2499 g, normalne

27



porodajne mase 2499 - 3999 g te visoke porodajne mase > 4000 g dobivamo sljedecée rezultate
za grupu pacijenata 7 (4,5 %), 8 (5,1 %), 65 (41,4 %), 77 (49,0 %), 0 (0,0 %). Za kontrolnu
grupu rezultati su: 0 (0,0 %), 0 (0,0 %), 2 (1.8 %), 102 (91,1 %), 8 (7.1 %) (x>= 80,45, P <
0,001).
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Tablica 5. Odabrane epidemioloske znacajke ispitanika (N=162) i kontrola (N=163)

slovenske i hrvatske populacije

ZNACAJKE Ispitanice Kontrole
MAJKI s ISPP-om
Starosna dob pri Razlika srednjih
. AS £SD 3 . P
porodu (godine) vrijednosti (95% CI)
30,3+5,1 30,6 +4,3 0,30 (-1,69 - 2,29) 0,764
N (%) 21’ P
Gestacijska dob (tjedni)
<28 12 (7,1) 0
28-31 16 (9,7) 0
32-36 134 (83,2) 0
37-41 0 163 (100)
Konzumacija duhanskih proizvoda
Da 43 (27,4) 17 (15,2)
5,62 0,018
Ne 114 (72,6) 95 (84,8)
Prethodni PP
Da 17 (10,8) 0
18,58 < 0,001
Ne 140 (89,2) 163 (100)
Obiteljski PP
Da 44 (28,6) 0
54,08 < 0,001
Ne 110 (71,4) 163 (100)
ZNACAJKE Prijevremeno Kontrole
NOVORODENCADI rodena djeca
Porodajna masa (Q) Medijan (IKR) Razlika medijana
2490 3477
987 < 0,001
(2060 - 2850) (3185 - 3665)

ISPP - idiopatski spontani prijevremeni porod, PP - prijevremeni porod, IKR - interkvartilni raspon,
AS - aritmeticka sredina, SD - standardna devijacija, Cl - interval pouzdanosti (engl; Confidence
Interval), P - p-vrijednost statisti¢ke znacajnosti, g - grami, KoriStena statisticka analiza: Studentov t-

test za nezavisne uzorke; Pearsonov hi-kvadrat test; Mann-Whitney U test
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Za hrvatske sudionice bili su dostupni i sljede¢i epidemioloski podaci prikazani u
Tablici 6.

lIako je prosjecna vrijednost BMI-a u obje skupine bila unutar granica normalnog,
skupina s ISPP-om je imala prosje¢an BMI 23,9 + 3,9 kg/m?, dok je u kontrolnoj skupini
iznosio 22,4 + 3,1 kg/m?. Razlika srednjih vrijednosti BMI-a izmedu skupina bila je 1,5 kg/m?
i bila je statisti¢ki znacajna (P = 0,048).

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u stru¢noj spremi izmedu skupine s ISPP-om i
kontrola (x? = 4,54, P = 0,209).

Niti jedna ispitanica u skupini s ISPP-om i kontroloj skupini nije navela konzumaciju
alkohola tijekom trudnoce.

Suplementaciju vitaminom D tijekom trudnoc¢e navelo je 59,1 % ispitanica s ISPP-om
te 68,2 % u kontrolnoj skupini (2= 0,79, P = 0,375).

Broj poroda nije se znacajno razlikovao izmedu skupine s ISPP-om i kontrolne skupine
(x> =4,27,P =0,371).

Nekontroliranu trudno¢u (definiranu kao manje od jednog antenatalnog pregleda
tijekom trudnoc¢e) imale su dvije ispitanice u skupini s ISPP-om te jedna u kontrolnoj skupini.
Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika medu skupinama niti u broju antenatalnih pregleda
(x> = 0,58; P =0,747) ni u razini obrazovanja (y*> = 4,54, P = 0,209).

Medijan porodajne duzine iznosio je 46,5 cm (interkvartilni raspon: 33 - 52 cm) za
prijevremeno rodenu djecu te 51,5 cm (interkvartilni raspon: 47 - 57 cm) za djecu terminski
rodenu djecu (P < 0,001).

Procjena vitalnih funkcija novorodencadi po porodu ocjenjuje se Apgar indeksom u 1.
I U 5. minuti Zivota. Vrijednosti Apgar indeksa u 1. i u 5. minuti bile su statisticki znacajno
razli¢ite izmedu prijevremeno rodene novorodencadi i kontrolne skupine (P < 0,001) §to je 1

ocekivano obzirom na razliku u gestacijskoj dobi.
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Tablica 6. Odabrane epidemioloske znacajke ispitanika (N = 44) i kontrola (N = 44)

hrvatske populacije

ZNACAJKE Ispitanice Kontrole
MAJKI s ISPP-om
Indeks tjelesne mase Razlika srednjih
3 AS +SD B ] P
prije trudnodée (kg/m?) vrijednosti (95 % ClI)
239+3)9 22,4+3,1 1,5 (0,01 - 2,99) 0,048
N (%) 21’ P
Strucéna sprema
Niska stru¢na sprema 3(6,82) 0
Srednja stru¢na sprema 19 (43,18) 23 (52,27)
4,54 0,209
Visa stru¢na sprema 9 (20,45) 12 (27,27)
Visoka stru¢na sprema 13 (29,55) 9 (20,45)
Suplementacija vitaminom D
Da 26 (59,1) 30 (68,2)
0,79 0,375
Ne 18 (40,9) 14 (31,8)
Broj poroda
1 20 (45,4) 17 (38,6)
2 19 (43,2) 20 (45,5)
4,27 0,371
3 2 (4,6) 6 (13,6)
>3 3(6,8) 1(2,3)
Broj pregleda u trudnodi
>6 39 (88,64) 41 (93,18)
1-6 3(6,82) 2 (4,55) 0,58 0,747
<1 2 (4,55) 1(2,27)
ZNACAJKE Prijevremeno Kontrole
NOVORODENCADI rodena djeca
Porodajna duZina (cm) Medijan (IKR) Razlika medijana P
46,5 (33-52) 51,5 (47 - 57) 5 <0,001
Spol N (%) 1’ P
Musko 27 (61,4) 16 (36,4)
. 4,55 0,033
Zensko 17 (38,6) 28 (63,6)
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API1 u 1. minuti

10 22 (50,0) 42 (95,4)

9 12 (27,3) 2 (4,6)

8 4(9,1) 0 (0)

- 7 @5) 0] 23,39 < 0,001
6 1(2,3) 0 (0)

5 3(6,8) 0 (0)

API1 u 5. minuti

10 25 (56,8) 44 (100)

9 11 (25,0) 0 (0)

8 2 (4,6) 0 (0)

- 368 0] 24,23 <0,001
6 2 (4,6) 0 (0)

5 1(2,2) 0 (0)

ISPP - idiopatski spontani prijevremeni porod, AS - aritmeticka sredina, SD - standardna devijacija,
IKR - interkvartilni raspon, CI - interval pouzdanosti (engl; Confidence Interval), P - p-vrijednost
statisti¢ke znacajnosti (engl; P-value), API - Apgar indeks, Koristena statisticka analiza: Studentov t-

test za nezavisne uzorke; Pearsonov hi-kvadrat test; Mann-Whitney U test

4.2. Analiza geneticke povezanosti
4.2.1. Ucestalost polimorfizama u genu za vitamin D receptor
4.2.1.1 Analiza pojedinac¢nih polimorfizam

Kod majki analizirano je svih pet polimorfizama VDR gena: Fokl (rs2228570), Apal
(rs7975232), Cdx2 (rs11568820), Bsml (rs1544410) i Taqgl (rs731236). Polimorfizmi Fokl
(rs2228570), Apal (rs7975232), Cdx2 (rs11568820) VDR gena analizirani su na uzorcima
genomske DNA svih ispitanica s ISPP-om (N=162) i kontrola (N=163), dok su polimorfizmi
Bsml (rs1544410) i Taql (rs731236) VDR gena analizirani na 118 ispitanica s ISPP-om i 119
kontrola.

U novorodencadi su u analizu ukljuc¢eni Fokl (rs2228570), Apal (rs7975232) i Cdx2
(rs11568820) polimorfizmi VDR gena, koji su ispitani na uzorcima genomske DNA 44

prijevremeno rodene i 44 terminski rodene djece. U analizu uzoraka novorodencadi nisu bili
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ukljuceni polimorfizami Bsml (rs1544410) i Tagl (rs731236) VDR gena jer Fokl (rs2228570),
Apal (rs7975232) i Cdx2 (rs11568820) polimorfizmi VDR gena imaju vecu funkcionalnu
vaznost, buduéi da izravno utjeCu na ekspresiju i aktivnost VDR proteina te razine 25-
hidroksivitamina D3, §to moze biti povezano s predispozicijom za PP. Nasuprot tome,
polimorfizmi Bsml (rs1544410) i Taqgl (rs731236) VDR gena smjesSteni su u nekodiraju¢im
regijama i uglavnom djeluju posredno, zbog ¢ega njihova analiza kod novorodencadi nije

ucinjena.

Ucestalost genotipova i alela polimorfizama VDR gena u ispitanica s ISPP-om i
kontrolnoj skupini prikazana je u Tablicama 7 - 10. Raspodjela genotipskih frekvencija za sve
analizirane polimorfizme VDR gena bila je u skladu s ocekivanjima prema Hardy-
Weinbergovoj ravnoteZi u obje ispitivane skupine (P > 0,05). Statisticka snaga bila je dovoljna
za otkrivanje 1,5 puta povecCane ucestalosti T alela Fokl (rs2228570), G alela Apal
(rs7975232), A alela Bsml (rs1544410), A alela Cdx2 (rs11568820) i C alela Taql (rs731236)
polimorfizama (rezultati nisu prikazani) [128].

Analizom ucestalosti genotipova i alela nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu
skupine ispitanica s ISPP-om i kontrolne skupine niti za jedan polimorfizam VDR gena (P >
0,05).
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Tablica 7. Ucestalost genotipova i alela Fokl rs2228570, Apal rs7975232, Cdx2
rs1156882 polimorfizama VDR gena u ispitanica s ISPP-om (N = 162) i kontrola (N =

163) hrvatske i slovenske populacije

Ispitanice s
Kontrole / ) OR
ISPP-om / Y P P
N (%) (95 % CI)
N (%)
CcC 58 (35,8) 50 (30,7) referentni
o 0,72
2 |CcT 78 (48,2) 94 (57,7) 0,173
Q o 2,91 | 0,233 | (0,44 -1,16)
n
© |3 1,18
N TT 26 (16,0) 19 (11,6) 0,645
% (0,58 - 2,38)
é C 194 (59,9) 194 (40,5) referentni
< 0,01 | 0,938 0,99
< |7 130 (40,1) 132 (40,1) 0,938
(0,72 - 1,35)
TG 89 (54,9) 94 (57,7) referentni
1,14
2 | GG 39 (24,1) 36 (22,1) 0,623
& Q 0,26 | 0,877 | (0,67 - 1,95)
L3 1,09
2 TT 34 (21,0) 33(20,2) 0,763
2 (0,62 - 1,91)
§ T 157 (48,5) 160 (49,1) referentni
< 0,03 | 0,875 1,02
< |G 167 (51,5) 166 (50,9) 0,875
(0,75 - 1,39)
GG 107 (66,0) 106 (65,0) referentni
o 0,97
S | AG 45 (27,8) 46 (28,2) 0,903
% S 0,07 | 0,967 | (0,59 -1,58)
2 |6 0,90
‘_i 1
S AA 10 (6,2) 11 (6,8) 0,819
e (0,37 - 2,21)
(QV]
-g G 259 (79,9) 258 (79,1) referentni
< 0,05 | 0,816 0,95
< (A 65 (20,1) 68 (20,9) 0,801
(0,65 - 1,39)

ISPP - idiopatski spontani prijevremeni porod, ¥*- hi-kvadrat test (engl; Chi-square test), OR omjer
izgleda (engl. Odds Ratio), Cl interval pouzdanosti (engl. Confidence interval), P - p-vrijednost
statisticke znacajnosti (engl; P-value), Koristena statisticka analiza: Pearsonov hi-kvadrat test, OR (95

% CI) izracunat logistickom regresijom
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Tablica 8. Ucestalost genotipova i alela Fokl rs2228570, Apal rs7975232, Cdx2
rs1156882 polimorfizama VDR gena u ispitanica s ISPP-om (N = 118) i kontrola (N =

119) slovenske populacije

Ispitanice s
Kontrole / ) OR
ISPP-om/ Y P P
N (%) (95 % CI)
N (%)
CcC 41 (34,7) 36 (30,2) referentni
1,31
S | CT 59 (50) 68 (57,1) 0,347
o S 1,23 | 0,540 | (0,74 -1,34)
Lo
& & 1,95
N TT 18 (15,2) 15 (12,6) 0,900
@ (0,42 - 2,15)
§ C 141 (59,7) 140 (58,8) referentni
o 0,01 | 0,912 1,04
< |T 95 (40,3) 98 (41,2) 0,838
(0,72 - 1,50)
TG 63 (53,4) 63 (52,9) referentni
1,13
2 | GG 30 (25,4) 34 (28,6) 0,684
& S 0,44 | 0,803 | (0,62 - 2,07)
[¢b]
e | O 0,88
2 TT 25 (21,2) 22 (18,5) 0,709
% (045-1,72)
§ T 113 (47,9) 107 (45,0) referentni
) 2,03 | 0,155 0,77
< |G 123 (52,1) 131 (55,0) 0,131
(0,54 - 1,08)
GG 80 (67,8) 84 (70,6) referentni
1,92
2 | AG 33(27,9) 32 (23,9) 0,786
% e 0,61 | 0,737 | (0,52 -1,64)
[¢b]
8 |0 0,57
g AA 5 (4,2) 3(2,5) 0,454
2 (0,13 - 2,47)
(QV]
-g G 193 (81,8) 200 (84,0) referentni
] 0,28 | 0,596 0,85
< |A 43 (18,2) 38 (15,9) 0,515
(0,53 - 1,38)

ISPP - idiopatski spontani prijevremeni porod , y*- hi-kvadrat test (engl; Chi-square test), ), OR omjer
izgleda (engl. Odds Ratio), Cl interval pouzdanosti (engl. Confidence interval), P - p-vrijednost
statisticke znacajnosti (engl; P-value), Koristena statisticka analiza: Pearsonov hi-kvadrat test, OR (95

% CI) izracunat logistickom regresijom
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Tablica 9. Ucestalost genotipova i alela Bsml rs1544410 i Taq rs731236 polimorfizama
VDR gena u ispitanica s ISPP-om (N = 118) i kontrola (N = 119) slovenske populacije

Ispitanice s
e Kontrole ) 5 OR 5
-om
N (%) x (95 % CI)
N (%)
GG 47 (39,8) 45 (37,8) referentni
1,13
S | AG 58 (49,1) 63 (52,0) 0,788
g.r o 0,41 | 0,813 | (0,66 - 1,95)
I |0 0,88
Ln 1
— y y 1]
= AA 13 (11,0) 11 (9,2) (0,36 - 2.17) 0,648
g A 84 (35.6) 85 (35,3) referentni
< 0,00 | 0,955 1,00
< |G 152 (64,4) 153 (64,3) (0.68-1.45) 0,978
TT 53 (44,9) 56 (47,0) referentni
0,98
S | CT 52 (44,0) 54 (45,4) 0,949
© Q 0,84 | 0,655 | (0,57 -1,68)
[¢B]
S | © 0,65
~ cc 13 (11,0) 9 (7,6) (0,26 - 1.66) 0,370
U 1 - 1
A T 158 (66,9) 166 (69,7) referentni
< 0,31 | 0,578 0,88
< |C 78 (33,0) 72 (30,2) (0,60 - 1.2 0,512

ISPP - idiopatski spontani prijevremeni porod, ¥*hi-kvadrat test (engl; Chi-square test), ), OR omjer
izgleda (engl. Odds Ratio), Cl interval pouzdanosti (engl. Confidence interval), P - p-vrijednost
statistiCke znacajnosti (engl; P-value), Koristena statisti¢ka analiza: Pearsonov hi-kvadrat test, OR (95

% CI) izracunat logistickom regresijom
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Tablica 10. Ucestalost genotipova i alela Fokl rs2228570, Apal rs7975232, Cdx2
rs1156882 polimorfizama VDR gena u ispitanica s ISPP-om (N = 44) i kontrola (N = 44)

hrvatske populacije

0 Ispitanice s
Kontrole ) OR
ISPP-om X P P
N (%0) (95 % ClI)
N (%)
CcC 17 (38,6) 14 (31,8) referentni
0,60
2 |CcT 19 (43,2) 26 (59,1) 0,277
o § 2,28 | 0,319 | (0,24-1,51)
2 |8 1,65
N TT 8 (18,2) 4(9,1) 0,481
3 (0,41 - 6,65)
~ C 53 (60,2) 54 (61,4) referentni
LL
T 0,21 | 0,647 1,05
< | T 35(39,8) 34 (38,6) 0,879
(0,57 - 1,92)
GG 9 (20,5) 2 (4,5) referentni
0,19
2 | TG 26 (59,0) 31 (70,5) 0,041
N *é’ 1,17 0,558 | (0,04 -0,94)
% 6 TT 9 (20,5) 11 (25,0) 0.18 0,059
' ' ’ (0.03-1,07) |
g_ G 44 (50,0) 35 (39,8) referentni
> 1,02 | 0,879 0,66
< | T 44 (50,0) 53 (60,2) 0,174
(0,36 -1,20)
GG 27 (61,4) 22 (50,0) referentni
0,70
2 | AG 12 (27,3) 14 (31,8) 0,460
~ *é’ 1,36 0,507 | (0,27 - 1,81)
[o0]
L |6 0,51
0 AA 5(11,3) 8 (18,2) 0,290
4% (0,15-1,78)
1
< A 22 (25,0) 30 (34,1) referentni
8 B 1,75 0,186
P ’ ’ 1,55
G 66 (75,0) 58 (65,9) 0,190
(0,81 - 2,98)

ISPP - idiopatski spontani prijevremeni porod, *- hi-kvadrat test (engl; Chi-square test), ), OR omjer
izgleda (engl. Odds Ratio), Cl interval pouzdanosti (engl. Confidence interval), P - p-vrijednost
statistiCke znacajnosti (engl; P-value), KoriStena statisti¢ka analiza: Pearsonov hi-kvadrat test, OR (95

% CI) izracunat logistickom regresijom
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Ucestalost genotipova i alela Fokl rs2228570, Apal rs7975232, Cdx2 rs1156882
polimorfizama VDR gena u novorodenc¢adi rodenoj prijevremeno (N = 44) i kontrolnoj skupini
novorodencadi (N = 44) prikazana je u Tablici 11. Analizom raspodjele genotipova i alela Fokl
i Apal polimorfizama VDR gena nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu skupine
prijevremeno rodene djece i kontrolne skupine (P > 0,05) te nije potvrdena povezanost
navedenih varijanti s pove¢anim rizikom za ISPP. Suprotno tome, za VDR Cdx2 polimorfizam
(rs11568820) dokazana je statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova izmedu dviju
skupina. Genotip GG 1 alel G bili su znacajno ¢es¢i u skupini prijevremeno rodene djece u
usporedbi s kontrolnom skupinom (P < 0,001). Analiza omjera izgleda (OR) pokazala je da je
prisutnost G alela povezana s 3,63 puta ve¢im rizikom za ISPP (OR = 3,63, 95 % CI = 1,88 -
7,01, P <0,001).
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Tablica 11. Ucestalost genotipova i alela Fokl rs2228570, Apal rs7975232, Cdx2

rs1156882 polimorfizama VDR gena u prijevremeno rodene djece (N =44) i kontrola

(N = 44) hrvatske populacije

Prijevremeno
Kontrole ) OR
rodena djeca X P P
N (%) (95 % CI)
N (%0)
CT 16 (36,4) 23 (52,3) referentni
1,99
S | cc 18 (40,9) 13 (29,5) 0,158
2 e 2,28 0,320 (0,77 - 5,18)
Lo 9]
S O 1,80
N TT 10 (22,7) 8 (18,2) 0,308
@ (0,58 - 5,56)
é C 52 (59,1) 49 (55,7) referentni
< 0,21 | 0,647 0,87
< | T 36 (40,9) 39 (44,3) 0,647
(0,48 - 1,58)
GG 9 (20,5) 11 (25,0) referentni
a 1,60
= | TG 21 (47,7) 16 (36,4) 0,400
& S 1,17 | 0558 | (0,54 -4,78)
N )
e | O 1,01
~ TT 14 (31,8) 17 (38,6) 0,987
2 (0.33-3,12)
§. T 49 (55,7) 50 (56,8) referentni
K} 0,02 | 0,977 1,05
< |G 39 (44,3) 38 (43,2) 0,874
(0,58 - 1,91)
AG 19 (43,2) 24 (54,6) referentni
a 3,16
2 |GG 25 (56,8) 10 (22,7) | 17,0 0,017
& S <0,001 | (1,22-8,17)
e [} 1
0 o 0,0
g AA 0 (0,0) 10 (22,7) 0,057
2 (0,00 -1,09)
N
= G 69 (78,4) 44 (50,0) referentni
) - 15,4
< < 0,001 0,28
< | A 19 (21,6) 44 (50,0) 5 < 0,001
(0,14 - 0,53)

% - hi-kvadrat test (engl; Chi-square test), ), OR omjer izgleda (engl. Odds Ratio) Cl interval

pouzdanosti (engl. Confidence interval), P - p-vrijednost statisticke znacajnosti (engl; P-value),

Koristena statistiCka analiza: Pearsonov hi-kvadrat test, OR (95 % CI) izracunat logistickom

regresijom
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4.2.1.2 Analiza kombinacije polimorfizama

Dodatno su analizirane kombinacije genotipova te je izmedu skupine ispitanica s ISPP-
om i kontrolne skupine dokazana statistiCki znacajna razlika u raspodjeli ucestalosti
kombinacija genotipova VDR Fokl rs2228570 i Apal rs7975232 (P = 0,049, P = 0,035), iako
su P vrijednosti blizu grani¢noj (Tablica 12). Ostale kombinacije genotipova polimorfizma
VDR gena nisu se statisticki znac¢ajno razlikovale izmedu skupina (P > 0,05) (Tablice 13-14).

Tablica 12. Udestalost kombinacija genotipova FoklI rs2228570 i Apal rs7975232
polimorfizama VDR gena u ispitanica s ISPP-om (N = 162) i kontrola (N = 163)

VDR Fokl | VDR Apal
rs2228570 | rs7975232
Ispitanice s
] Kontrole OR
Genotip ISPP-om P
N (%) (95 % CI)
N (%)
CcC GG 17 (29,3) 8 (16,0) referenca -
CcC TG 27 (46,6) 34 (68,0) 0,37 (0,14 - 0,99) 0,049
CcC TT 14 (24,1) 8 (16,0) 0,82 (0,24 - 2,75) 0,753
CT GG 14 (18.0) 21 (22,3) 0,31 (0,11 - 0,92) 0,035
CT TG 48 (61,5) 53 (56,5) 0,43 (0,17 - 1,08) 0,071
CT TT 16 (20,5) 20 (21,3) 0,38 (0,13 - 1,09) 0,073
TT GG 8 (30,8) 7 (36,8) 0,54 (0,14 - 2,00) 0,356
TT TG 14 (53,8) 7 (36,8) 0,94 (0,27 - 3,24) 0,923
TT TT 4 (15,4) 5 (26,4) 0,38 (0,09 - 1,79) 0,220

ISPP - idiopatski spontani prijevremeni porod, VDR - vitamin D receptor, ), OR omjer izgleda (engl.
Odds Ratio), Cl interval pouzdanosti (engl. Confidence interval), P - p-vrijednost statisticke
znacajnosti (engl; P-value), KoriStena statisticka analiza: Pearsonov hi-kvadrat test; OR (95 % CI)

izraCunat logistickom regresijom

40



Tablica 13. U¢estalost kombinacija genotipova Cdx2 rs1156882 i Apal rs7975232
polimorfizama VDR gena u ispitanica s ISPP-om (N = 162) i kontrola (N = 163)

VDR Cdx2 | VDR Apal
rs1156882 | rs7975232
Ispitanice
] Kontrole OR
Genotip s ISPP-om P
N (%) (95 % CI)
N (%)
AA GG 3(30,0) 1(9,1) referenca -
AA TG 4 (40,0) 8 (72,7) 0,17 (0,01 - 2,16) 0,170
AA TT 3(30,0) 2 (10,1) 0,50 (0,03 - 8,95) 0,638
AG GG 7 (15,6) 8 (17,4) 0,29 (0,02 - 3,48) 0,330
AG TG 27 (60,0) 28 (60,9) 0,32 (0,03 - 3,28) 0,338
AG TT 11 (24,4) 10 (21,7) 0,37 (0,03 - 4,12) 0,416
GG GG 29 (27,1) 27 (25,5) 0,36 (0,04 - 3,65) 0,386
GG TG 58 (54,2) 58 (54,7) 0,33 (0,03 - 3,30) 0,348
GG TT 20 (18,7) 21 (19,8) 0,32 (0,03 - 3,31) 0,337

VDR - vitamin D receptor, OR omijer izgleda (engl. Odds Ratio), Cl interval pouzdanosti (engl.
Confidence interval), P - p-vrijednost statistiCke znacajnosti (engl; P-value), Koristena statisticka

analiza: Pearsonov hi-kvadrat test; OR (95 % CI) izracunat logistickom regresijom
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Tablica 14. U¢estalost kombinacija genotipova Fokl rs2228570 i Cdx2 rs1156882
polimorfizama VDR gena u ispitanica s ISPP-om (N = 162) i kontrola (N = 163)

VDR Fokl | VDR Cdx2
rs2228570 | rs1156882
Ispitanice
] Kontrole OR
Genotip s ISPP-om P
N (%0) (95 % CI)
N (%)
CcC AA 6 (10,4) 3 (6,0) referenca -
CcC AG 18 (31,0) 18 (36,0) 0,50 (0,10 - 2,31) 0,375
CcC GG 34 (58,6) 29 (58,0) 0,5(0,13 - 2,55) 0,477
CT AA 4 (5,1) 7(7,5) 0,29(0,04 - 1,82) 0,185
CT AG 20 (25,7) 25 (26,6) 0,40 (0,09 - 1,80) 0,233
CT GG 54 (69,2) 62 (65,9) 0,43(0,10 - 1,82) 0,256
TT AA 0 (0) 1(5,3) - -
TT AG 7 (26,9) 3(15,8) 1,17(0,17 - 8,09) 0,876
TT GG 19 (73,1) 15 (78,9) 0,63(0,13 - 2,96) 0,562

VDR - vitamin D receptor, OR omijer izgleda (engl. Odds Ratio), ClI interval pouzdanosti (engl.
Confidence interval), P - p-vrijednost statistiCke znacajnosti (engl; P-value), Koristena statisticka

analiza: Pearsonov hi-kvadrat test; OR (95 % CI) izracunat logistickom regresijom

Analizom kombinacija genotipova izmedu skupine prijevremeno rodene djece i
terminski rodene djece nije pronadena statisticki znaajna razlika u raspodjeli ucestalosti

kombinacija genotipova (Tablice 15-17).
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Tablica 15. U¢estalost kombinacija genotipova Fokl rs2228570 i Apal rs7975232

polimorfizama VDR gena u prijevremeno rodene djece (N = 44) i kontrola (N = 44)

VDR Fokl | VDR Apal
rs2228570 | rs7975232
Prijevremeno
] Kontrole OR
Genotip rodena djeca P
N (%) (95 % CI)
N (%)
CcC GG 4(22,2) 4 (30,8) refrenca -
CcC TG 7 (38,9) 4 (30,8) 1,75 (0,27 - 11,15) 0,554
CcC TT 7 (38,9) 5 (38,4) 1,40 (0,23 - 8,46) 0,714
CT GG 3(18,7) 6 (26,1) 0,50 (0,07 - 3,54) 0,488
CT TG 7 (43,8) 10 (43,5) 0,70 (0,12 - 3,79) 0,679
CT TT 6 (37,5) 7 (30,4) 0,85 (0,14 - 4,99) 0,864
TT GG 2 (20,0) 1(12,5) 2,00 (0,12 - 31,97) 0,624
TT TG 7 (70.0) 2 (25,0) 3,50 (0,43 - 28,44) 0,241
TT TT 1 (10.0) 5 (62,5) 0,20 (0,01 - 2,57) 0,217

VDR - vitamin D receptor, OR omijer izgleda (engl. Odds Ratio), ClI interval pouzdanosti (engl.
Confidence interval), P - p-vrijednost statistiCke znac¢ajnosti (engl; P-value), Koristena statisticka

analiza: Pearsonov hi-kvadrat test; OR (95 % CI) izracunat logistickom regresijom
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Tablica 16. U¢estalost kombinacija genotipova Apal rs7975232 i Cdx2 rs1156882
polimorfizama VDR gena u prijevremeno rodene djece (N = 44) i kontrola (N = 44)

VDR Cdx2 | VDR Apal
rs1156882 | rs7975232
Prijevremeno
) Kontrole OR
Genotip rodena djeca P
N (%) (95 % CI)
N (%0)
AA GG 0 3(30,0) referenca -
AA TG 0 3(30,0) - -
AA TT 0 4 (40,0) - -
AG GG 5 (26,3) 6 (25,0) 0,52 (0,10 - 2,65) 0,433
AG TG 8 (42,1) 10 (41,7) 0,50 (0,11 - 2,13) 0,350
AG T 6 (31,6) 8 (33,3) 0,46 (0,10 - 2,18) 0,335
GG GG 4 (16,0) 2 (20,0) 1,25 (0,16 - 9,53) 0,830
GG TG 13 (52,0) 3(30,0) 2,70 (0,50 - 14,54) 0,245
GG TT 8 (32,0) 5 (50,0) - -

VDR - vitamin D receptor, OR omijer izgleda (engl. Odds Ratio), ClI interval pouzdanosti (engl.
Confidence interval), P - p-vrijednost statisti¢ke zna¢ajnosti (engl; P-value), KoriStena statisti¢ka

analiza: Pearsonov hi-kvadrat test; OR (95 % CI) izracunat logistickom regresijom
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Tablica 17. Uc€estalost kombinacija genotipova Cdx2 rs1156882 i Fokl rs2228570
polimorfizama VDR gena u prijevremeno rodene djece (N = 44) i kontrola (N = 44)

VDR Cdx2 | VDR Fokl
rs1156882 | rs2228570

Genotip Prijevremeno Kontrole OR P

rodena djeca N (%) (95 % CI)
N (%)

AA CC 0 4 (40,0) referenca -
AA CT 0 4 (40,0) - -
AA TT 0 2 (20,0) - -
AG CcC 7 (36,8) 7(29,1) - -
AG CT 9 (47,4) 13 (54,2) - -
AG TT 3 (15,0) 4 (16,7) 0,21 (0,02 - 1,87) 0,164
GG CC 11 (44,0) 2 (20,0) 1,57 (0,17 - 13,86) 0,684
GG CT 7 (28,0) 6 (60,0) 0,33 (0,04 - 2,25) 0,260
GG TT 7 (28,0) 2 (20,0) - -

VDR - vitamin D receptor, OR omijer izgleda (engl. Odds Ratio), ClI interval pouzdanosti (engl.
Confidence interval), P - p-vrijednost statisticke zna¢ajnosti (engl; P-value), KoriStena statisti¢ka

analiza: Pearsonov hi-kvadrat test; OR (95 % CI) izracunat logistickom regresijom

4.3. Povezanost polimorfizama VDR gena s klini¢kim zna¢ajkama ispitanica i

njihovih novorodencadi

Ispitana je povezanost polimorfizama VDR gena s klinickim znafajkama ispitanica,
ukljucujuéi porodajnu masu novorodenceta, konzumiranje duhanskih proizvoda i obiteljski
prisutan PP.

Analizirana je povezanost Fokl rs2228570, Apal rs7975232, Cdx2 rs1156882
polimorfizama VDR gena s porodajnom masom novorodencadi u skupini ispitanica slovenske
i hrvatske populacije. Rezultati su dokazali statisticki znacajan u¢inak FokI i Apal
polimorfizama na porodajnu masu novorodenc¢adi u skupini ispitanica s ISPP-om (P = 0,007,

P =0,034), dok takav ucinak nije zabiljeZzen u kontrolnoj skupini (Tablica 18).
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Tablica 18. Povezanost Fokl rs2228570, Apal rs7975232 i Cdx2 rs1156882
polimorfizama VDR gena i porodajne mase novorodencadi u skupini ispitanica s ISPP-

om i kontrolnoj skupini slovenske i hrvatske populacije

Polimorfizmi Skupina F P

Fokl ISPP 5,17 0,007
rs2228570 Kontrola 0,57 0,569
Apal ISPP 3,48 0,034
rs7975232 Kontrola 0,37 0,689
Cdx2 ISPP 2,12 0,347
rs1156882 Kontrola 1,09 0,581

F - F-statistika iz ANOVA testa, P - p-vrijednost statisticke znacajnosti (engl; P-value), Koristena

statistiCka analiza: jednosmjerna analiza varijance (one-way ANOVA)

Dvofaktorska ANOVA pokazala znacajnu interakciju izmedu FoklI rs2228570 i Apal
rs7975232 polimorfizma VDR gena (P = 0,007) (Tablica 19), post-hoc test pokazao je da su

novorodencad nositeljica FokI TT i Apal TT genotipa imala najnizu porodajnu masu (Tablica
20).

Tablica 19. Povezanost Fokl rs2228570 i Apal rs7975232 polimorfizama VDR gena i

porodajne mase novorodencadi u skupini ispitanica s ISPP-om i kontrolnoj skupini

VDR polimorfizmi F P

Fokl rs2228570 3,23 0,042
Apal rs7975232 0,14 0,867
Fokl xApal 3,70 0,007

VDR - vitamin D receptor, F - F-statistika iz ANOVA testa, P - p-vrijednost statisti¢ke znac¢ajnosti

(engl; P-value), Koristena statisticka analiza: dvofaktorska analiza varijance (two-way ANOVA)
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Tablica 20. Post-hoc analiza kombinacije Fokl rs2228570 i Apal rs7975232 genotipova

na porodajnu masu novorodencadi u skupini s ISPP-om

Fokl Apal Prosjecna Post-hoc P
rs2228570 rs7975232 porodajna masa (Q) usporedba

TT TT 2009 referenca

TT GT 2050 vsTT+TT 0,025
TT GG 2080 vsTT+TT 0,030
CT TT 2205 vsTT+TT 0,040
CT GT 2230 vsTT+TT 0,055
CT GG 2250 vsTT+TT 0,060
CcC TT 2300 vsTT+TT 0,015
CcC GT 2330 vsTT+TT 0,020
CcC GG 2350 vsTT+TT 0,035

P - p-vrijednost statisti¢ke znacajnosti (engl; P-value), Koristena statisti¢ka analiza: post-hoc test za

multiple usporedbe unutar dvofaktorske ANOVA

Analizom nije utvrdena statisti¢ki znac¢ajna razlika u u¢estalosti genotipova i alela FokI
rs2228570, Cdx2 rs11568820, Apal rs7975232 polimorfizma VDR gena izmedu ispitanica
koje su u anamnezi imale prisutan obiteljski PP i onih koje ga nisu imale. Takoder, nije
utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu pacijentica koje su tijekom trudnoée konzumirale

duhanske proizvode u odnosu na one koje nisu ¢inile (Tablice 21 i 22).
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Tablica 21. Ucestalost genotipova i alela Fokl rs2228570, Apal rs7975232 i Cdx2
rs11568820 polimorfizma VDR gena u ispitanica sa sporadi¢nim (N = 110) i obiteljskim
prijevremenim porodom (N = 44)

Sporadi¢ni PP Obiteljski PP ) 5
N (%) N (%) t

o | e cC 37 (33,64) 19 (43,18)
8 |8 CT 55 (50,00) 19 (43,18) 1,24 0,538
8§ |© [TT 18 (16,36) 6 (13,64)
= [_ [c 129 (58,64 57 (64,77
S | = (58.,64) (64.77) 0,99 0,319
L < |T 91 (41,36) 31 (35,23)

GG 28 (25,45) 10 (22,73)
8 | g
& 2 TG 58 (52,73) 24 (54,55) 0,13 0,939
2 O [TT 24 (21,82) 10 (22,73)
= | _ |G 114 (51,82 44 (50,00
S | = (51.82) (50,00 0,08 0,773
< | < |7 106 (48,18) 44 (50,00)
o | o [AA 7 (6,36) 3(6,82)
8 | & [AG 30 (27,27) 11 (25,00) 0,09 0,958
S | &
3 |© |66 73 (66,36) 30 (68,18)
S | _ |A 44 (20,00) 17 (19,32)
X |z 0,014 | 0,904
O | < |G 176 (80,00) 71 (80,68)

PP - prijevremeni porod, - hi-kvadrat test (engl; Chi-square test), P - p-vrijednost statisti¢ke

znacajnosti (engl; P-value), KoriStena statisticka analiza: Pearsonov hi-kvadrat test
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Tablica 22. Ucestalost genotipova i alela Fokl rs2228570, Apal rs7975232 i Cdx2
rs11568820 polimorfozma VDR gena u ispitanica prema statusu konzumacije

duhanskih proizvoda, konzumirale su duhanske proizvode (N = 43), nisu konzumirale
duhanske proizvode (N = 114)

Nisu konzumirale

Konzumirale su

duhanske proizvode duhanske proizvode x P
N (%) N (%)

- o |CC 40 (35,09) 16 (37,21)
% g cT 59 (51,75) 17 (39,53) 3,00 | 0,223
g) O T 15 (13,16) 10 (23,26)
= 139 (60,96 49 (56,98
S | = (60,%6) (6.98) 043 | 0,511
L < |7 89 (39,04) 37 (43,02)
N o |GG 30 (26,32) 8 (18,16)
3 2 TG 59 51,75) 26 (60,47) 1,22 | 0,544
> o TT 25 (21,93) 9 (20,93)
= G 119 (52,19 42 (48,84
g8 | = (2.19) (8.84) 029 | 0,590
< < T 109 (47,81) 44 (51,16)
S o | AA 7 (6,14) 3(6,98)
&3 S |AG 28 (24,56) 15 (34,88) 1,84 | 0,399
2 S
= O |GG 79 (69,30) 25 (58,14)
S | — |A 42 (18,42) 21 (24,42)
= 2 141 | 0,235
O < |G 186 (81,58) 65 (75,58)

¥*- hi-kvadrat test (engl; Chi-square test), P - p-vrijednost statisti¢ke znacajnosti (engl; P-

value), KoriStena statisti¢ka analiza: Pearsonov hi-kvadrat test
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4.4. Biokemijska analiza serumskih koncentracija 25-hidroksivitamina D3
4.4.1. Analiza serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3

U skupini hrvatskih sudionica, majke s ISPP-om (N = 44) i njihove prijevremeno rodene
djece (N = 44) te majke s terminskim porodom (N = 44) i njihove terminske novorodenc¢adi (N
= 44), odredivana je i serumska koncentracija 25-hidroksivitamin D3. Veli¢ina uzorka za
biokemijsku analizu odabrana je i uskladena prema prethodno objavljenoj literaturi o
istrazivanju uloge serumskih koncentracija vitamina D u PP-u [129-134].

Tablica 23 prikazuje serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3 u skupinama
ispitanica s ISPP-om i kontrola. Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika srednjih vrijednosti
izmedu ispitanica s ISPP-om i kontrolne skupine, niti izmedu prijevremeno rodene i terminski
rodene djece, iako su koncentracije 25-hidroksivitamina D3 kod prijevremeno rodenenih bile

nize nego kod terminske novorodencéadi (P = 0,383; P = 0,221).

Tablica 23. Koncentracije 25-hidroksivitamina D3 u serumu u skupini ispitanika i

kontrolnoj skupini.

Ispitanici (N = 44) Kontrole (N = 44) P
(AS £SD) (AS £SD)
Majke 90,38 +41,75 82,36 £ 43.92 0,383
Djeca 48,31 + 24,82 55,59 + 30,32 0,221

ISPP - idiopatski spontani prijevremeni porod, AS - aritmeti¢ka sredina, SD - standardna devijacija,
P - p-vrijednost statisticke znacajnosti (engl; P-value), KoriStena statisticka analiza: Studentov t-test

za nezavisne uzorke

Kako bi se detaljnije procijenio status vitamina D, skupine majki i djeca su podijeljene
u tri podskupine prema vrijednostima 25-hidroksivitamina D3; optimalne, odnosno
zadovoljavaju¢e koncentracije > 50 nmol/L (>20 ng/mL), insuficijencija vitamina D kao
koncentracija izmedu 30 - 50 nmol/L (12 - 20 ng/mL), te deficijencija ili manjak vitamina D
kao koncentracija < 30 nmol/L (< 12 ng/mL) (Tablice 24 i 25). Analiza distribucije majki i
novorodencadi u ovim kategorijama pokazala je da, unato¢ razli¢itim udjelima u pojedinim

podskupinama, niti tada nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu majki s ISPP-om i
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kontrolne skupine, kao ni izmedu prijevremeno rodene i donosene novorodencadi (x*= 0,78, P

= 0,676, odnosno x-= 2,86, P =0,239).

Tablica 24. Insuficijencija, deficijencija te optimalne vrijednosti 25-hidroksivitamina
D3 u serumu u skupini ispitanica s ISPP-om (N = 44) i kontrolnoj skupini (N = 44)

N Ispitanice s
Koncentracija Kontrole )
] o ISPP-om X P
25-hidroksivitamina D3 N (%)
N (%)
> 50 nmol/L 21 (47,7) 21 (47,7)
30 - 50 nmol/L 10 (22,7) 13 (29,6) 0,78 0,676
< 30 nmol/L 13 (29,6) 10 (22,7)

ISPP - idiopatski spontani prijevremeni porod, *- hi-kvadrat test (engl; Chi-square test), P - p-
vrijednost statistiGke znacajnosti (engl; P-value), Koristena statisticka analiza: Pearsonov hi-kvadrat

test

Tablica 25. Insuficijencija, deficijencija te optimalne vrijednosti 25-hidroksivitamina

D3 u serumu u skupini prijevremeno rodene djece (N = 44) i kontrolnoj skupini (N = 44)

- Prijevremeno
Koncentracija Kontrole )
] o rodena djeca X P
25-hidroksivitamina D3 N (%)
N (%)
> 50 nmol/L 37 (84,1) 31 (70,5)
30 - 50 nmol/L 5(11,4) 7 (15,9) 2,86 0,239
< 30 nmol/L 2 (4,5) 6 (13,6)

*- hi-kvadrat test (engl; Chi-square test), P - p-vrijednost statisti¢ke znagajnosti (engl; P-value),

KoriStena statisti¢ka analiza: Pearsonov hi-kvadrat test

Nadalje, dokazana je statisticki znacajna pozitivna korelacija koncentracija 25-
hidroksivitamina D3 izmedu majki i djece kako u skupini ispitanica s ISPP-om tako i u
kontrolnoj skupini (b = 0,771, P <0,001). Statickom analizom te koriStenim testom Pearsonove
korelacije utvrdeno je kako su majke s visim koncentracijama serumskog 25-hidroksivitamina
D3 radale djecu s viS§im koncentracijama, dok su majke s nizim koncentracijama radale djecu
s nizim koncentracijama. Utvrdena korelacija je statisticki zna¢ajna (R?= 0,589, P < 0,001)

(Slika 5).
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Slika 5. Povezanost koncentracija 25-hidroksivitamina D3 izmedu majki i njihove
novorodene djece

Koristena statisti¢ka analiza: Pearsonova korelacija (R?= 0,589, P < 0,001)
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4.5. Povezanost polimorfizma VDR gena sa serumskim koncentracijama 25-
hidroksivitamina D3

Analiza serumskih koncentracija 25-hidroksivitamina D3 prema genotipovima Fokl
(rs2228570), Apal (rs7975232) i Cdx2 (rs11568820) polimorfizama VDR gena nije dokazala
statisticki znacajnu povezanost navedenih polimorfizama VDR gena i serumske koncentracije
25-hidroksivitamina D3 u ispitanica s ISPP-om. (Fokl: F =0,19, P = 0,828; Apal: F =0,99, P
= 0,381; Cdx2: F = 1,71, P = 0,193). U kontrolnoj skupini majki s terminskim porodom
znacajna povezanost zabiljeZzena je za Cdx2 (rs11568820) genotip (F = 7,64, P = 0,001)
(Tablica 26).

Tablica 26. Usporedba serumskih koncentracija 25-hidroksivitamina D3 s Fokl
rs2228570, Apal rs7975232 i Cdx2 rs11568820 polimorfizmima VDR gena kod
ispitanica s ISPP-om (N=44) i kontrolne skupine (N=44)

VDR polimorfizmi | Skupina F P
Fokl Ispitanice 0,19 0,828
rs2228570 s ISPP-om

Kontrole 1,25 0,298
Apal Ispitanice 0,99 0,381
rs7975232 s ISPP-om

Kontrole 1,32 0,277
Cdx2 Ispitanice 1,71 0,193
rs11568820 s ISPP-om

Kontrole 7,64 0,001

F - F-statistika iz ANOVA testa, P - p-vrijednost statisticke znacajnosti (engl; P-value), Koristena

statisti¢ka analiza: jednosmjerna analiza varijance (one-way ANOVA)

Analiza serumskih koncentracija 25-hidroksivitamina D3 prema genotipovima Fokl
(rs2228570), Apal (rs7975232) i Cdx2 (rs11568820) polimorfizama VDR gena kod djece nije
dokazala statisticki znaCaju povezanost ispitivanin polimorfizama s razinom 25-
hidroksivitamina D3 (FokI: y>= 0,776, P = 0,678; Apal: ¥*> = 1,448, P = 0,485; Cdx2: x> = 0,225,
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P =0,636). U kontrolnoj skupini terminskih novorodencadi znacajna povezanost je zabiljezena

za Cdx2 (rs11568820) genotip (y* = 7,097, P =0,029) (Tablica 27).

Tablica 27. Usporedba serumskih koncentracija 25-hidroksivitamina D3 s Fokl
rs2228570, Apal rs7975232 i Cdx2 rs11568820 polimorfizmima VDR gena kod

prijevremeno rodene djece (N=44) i kontrolne skupine (N=44)

VDR polimorfizmi Skupina 1 P
Fokl Prijevremeno 0,776 0,678
rs2228570 rodena djeca

Kontrole 2,122 0,346
Apal Prijevremeno 1,448 0,485
rs7975232 rodena djeca

Kontrole 1,276 0,528
Cdx2 Prijevremeno 0,225 0,636
rs11568820 rodena djeca

Kontrole 7,097 0,029

% - hi-kvadrat test (engl; Chi-square test), P - p-vrijednost statisti¢ke zna¢ajnosti (engl; P-value),

Kori$tena statisti¢ka analiza: Pearsonov hi-kvadrat test

Analiza serumskih koncentracija 25-hidroksivitamina D3 i polimorfizama VDR gena
nije dokazala statisticki znac¢ajnu povezanost u skupini ispitanica s ISPP-om (F = 1,713; P =
0,193), dok je u kontrolnoj skupini majki AA genotip Cdx2 polimorfizam VDR gena bio
povezan sa znacajno viSim koncentracijama 25-hidroksivitamina D3 (F = 7,639; P = 0,001)
(Tablica 28).

U skupini prijevremeno rodene djece takoder nije dokazana statisticki znacajna razlika
(F=0,982; P =0,327), dok je terminska novoroden¢ad s AA genotip Cdx2 imala znacajno vise
koncentracije 25-hidroksivitamina D3 (F=4,200; P=0,022) (Tablica 29).
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Tablica 28. Korelacija AA genotipa Cdx2 VDR gena sa serumskim koncentracijama 25-
hidroksivitamina D3 u ispitanica s ISPP-om i kontrolnoj skupini

AA genotip Cdx2 F P
Ispitanice s ISPP-om 1,713 0,193
Kontrole 7,639 0,001

F - F-statistika iz ANOVA testa, P - p-vrijednost statisti¢ke znaCajnosti (engl; P-value), Koristena

statistiCka analiza: jednosmjerna analiza varijance (one-way ANOVA)

Tablica 29. Korelacija AA genotipa Cdx2 VDR gena sa serumskim koncentracijama 25-

hidroksivitamina D3 u prijevremeno rodene djece i kontrolnoj skupini

AA genotip Cdx2 F P
Prijevremeno rodena

) 0,982 0,327
djeca
Kontrole 4,200 0,022

F - F-statistika iz ANOVA testa, P - p-vrijednost statisticke znacajnosti (engl; P-value), Koristena

statistiCka analiza: jednosmjerna analiza varijance (one-way ANOVA)
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5. RASPRAVA

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi jesu li polimorfizmi gena za VDR,
neadekvatna serumska koncentracija 25-hidroksivitamina D3 te pridruzeni ¢imbenici (starosna
dob, konzumacija duhanskih proizvoda, BMI, prethodni i/ili obiteljski PP, suplementacija D
vitaminom) u majki i njihove novorodene djece, samostalno ili u kombinaciji, ¢imbenici
predispozicije za ISPP.

Ovim istrazivanjem prvi puta ispitan je utjecaj polimorfizama gena za VDR u majki i
njihove novorodene djece unutar europske populacije, s ciljem utvrdivanja njihove moguce
uloge u regulaciji ekspresije VDR gena i posljedi¢no koncentracije vitamina D u serumu.
Istrazivanje je provedeno na dvije strogo odabrane skupine ispitanica: skupini majki s
prijevremenim porodom nepoznatog uzroka te kontrolnoj skupini majki koje su rodile u
terminu, prirodnim putem, nakon fizioloSke trudnoce. Kao §to je prethodno naglaseno, skupine
su uparene radi smanjenja medusobne varijabilnosti na najmanju mogucu mjeru.

Provedenim istraZzivanjem dobiveni su sljedec¢i glavni rezultati: u skupini prijevremeno
rodene djece zabiljezena je statisticki znacajno veca ucestalost GG genotipa 1 G alela Cdx2
(rs11568820) polimorfizma VDR gena. Nadalje, homozigotni TT genotipovi polimorfizama
VDR gena, Fokl i Apal, u majki bili su statisticki znaajno povezani s porodajnom masom
novorodencadi. Takoder je utvrdena statisticki znacajna pozitivna korelacija koncentracija 25-
hidroksivitamina D3 izmedu majki i njihove novorodencéadi, dok je prisutnost GG genotipa
VDR Cdx2 polimorfizma bila povezana s nizim koncentracijama 25-hidroksivitamina D3 u

kontrolnoj skupini, kako u majki tako i u djece.

5.1. Epidemioloske znacajke ispitanica i kontrola

Dob majki nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu skupina. Ipak, najveca razlika
uocena je u podskupini sudionica mladih od 25 godina, pri ¢emu je u skupini ispitanica s ISPP-
om iznosila 12,08 %, a u kontrolnoj skupini 6,48 %. Mlade trudnice u pravilu imaju slabiju
antenatalnu skrb zbog kombinacije individualnih i drustveno - ekonomskih ¢imbenika [135].
U ovoj dobnoj skupini ¢esce se radi o nekontroliranim trudno¢ama, pri ¢emu je broj obavljenih
pregleda u trudno¢i Cesto ispod preporucenog. Osim toga, mlada dob majke povezana je s
nepovoljnim socioekonomskim okolnostima, uklju€ujué¢i niZzu razinu obrazovanja.
Kombinacija ovih ¢imbenika rezultira smanjenom kvalitetom antenatalne skrbi i pove¢anim

rizikom od komplikacija, ukljucujuéi prijevremeni porod.
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Utvrdena je statisticki znacajna razlika u konzumaciji duhanskih proizvoda izmedu
skupine ispitanica s ISPP-om i kontrolne skupine (P = 0,018), pri ¢emu su Zene koje su pusile
imale 2,11 puta vece izglede za SPP. Zene koje puse tijekom trudnoée imaju veéu incidenciju
SPP-a jer nikotin i toksi¢ne tvari iz duhanskog dima uzrokuju smanjen uteroplacentarni protok
krvi i time ogranicavaju opskrbu fetusa kisikom i hranjivim tvarima [136]. Pusenje takoder
povecava oksidativni stres i upalni odgovor, §to moze potaknuti prijevremeno sazrijevanje
cerviksa i kontrakcije maternice. Uz to, negativno utje¢e na funkciju posteljice i hormonalnu
regulaciju poroda, ¢ime dodatno poveéava rizik od prijevremenog poroda. Prema gestacijskoj
dobi raspodjela PP-a je bila je u skladu s prethodno objavljenim podacima odnosno kasni
prijevremeni porod bio je zastupljen s najvecom udjelom (83,2 %). Ispitanice s ISPP-om imale
su statisti¢ki znacajno vecu ucestalost prijevremenog poroda u osobnoj anamnezi, kao 1 u
obiteljskoj anamnezi (majka, sestra) (P < 0,001; P < 0,001), $to je u skladu s ranijim
istrazivanjima koja potvrduju geneticku predispoziciju kao vazan ¢imbenik rizika za SPP
[137]. Prijevremeno rodena novorodencad imala su statisti¢ki znacajno nizu porodajnu masu,
manju porodajnu duzinu te nize vrijednosti Apgar indeksa u usporedbi s novorodencadi iz
kontrolne skupine, $to je u skladu s o¢ekivanim rezultatima, s obzirom na poznati utjecaj kraceg
trajanja trudnoce na rast i fiziolosku prilagodbu novorodenceta. Izmedu skupine ispitanica s
ISPP-om i kontrolne skupine utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u BMI-ju (P = 0,048), pri
¢emu je svako povecanje BMI za 1 jedinicu povezano s 13,7 % viSom vjerojatnosS¢u za nastanak
spontanog prijevremenog poroda. Nije utvrdena statisticki zna¢ajna razlika izmedu ispitanica
s ISPP-om i kontrolne skupine u razini obrazovanja, konzumaciji alkohola, suplementaciji

vitaminom D, paritetu niti u broju antenatalnih pregleda.

5.2.  Analiza polimorfizama VDR gena

Polimorfizmi Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570), Cdx2 (rs11568820), Bsml
(rs1544410) i Taql (rs731236) VDR gena ukljuceni su u ovo istrazivanje zbog njihove uloge u
regulaciji ekspresije i funkcionalnosti VDR-a, ¢ime mogu neizravno utjecati na kljuéne
bioloske procese povezane s trudno¢om. Polimorfizam FokI (rs2228570) smjeSten je na
pocetku kodirajuce regije VDR gena i dovodi do promjene start kodona, rezultiraju¢i kraCom
ili duljom varijantom VDR proteina. Kraca varijanta ima pojacanu transkripcijsku aktivnost,
Sto moZe utjecati na imunoloske i1 protuupalne mehanizme vazne u prevenciji prijevremenog
poroda [138]. Apal (rs7975232) smjesten je Se u intronu blizu 3' kraja i, iako ne mijenja

strukturu proteina, moze modulirati stabilnost mRNA te posljedi¢no ekspresiju VDR-a, S
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mogucim utjecajem na funkciju placente i maternice [121]. Cdx2 (rs11568820) lokaliziran je
u promotorskoj regiji i utjeCe na vezanje transkripcijskog faktora CDX2, ¢ime regulira
ekspresiju VDR-a u posteljici i reproduktivnim tkivima Njegova aktivnost moze oblikovati
lokalni odgovor na vitamin D, vazan za implantaciju, imunosnu toleranciju i odrzavanje
trudnoce. Bsml (rs1544410) nalazi se u intronu blizu 3' kraja VDR gena i ne mijenja sekvencu
kodiranog proteina, ali moze utjecati na stabilnost mRNA, ¢ime modulira ekspresiju receptora
za vitamin D. Smanjena ekspresija VDR-a moze dovesti do poremecéaja u imunoloskoj
regulaciji 1 protuupalnom djelovanju vitamina D, §to moZe povecati rizik za prijevremeno
otvaranje cerviksa i upalne procese u posteljici [139]. Taql (rs731236) takoder je smjesten u 3'
regiji VDR gena i predstavlja tihi (silent) polimorfizam, koji ne mijenja aminokiselinski slijed
proteina, ali moZe utjecati na posttranskripcijske procese i funkcionalnu dostupnost receptora.
Ove promjene mogu narusiti signalizaciju vitamina D u decidui 1 miometriju, §to se povezuje
s povecanom osjetljivos¢u na upalne podrazaje 1 potencijalnim razvojem spontanog
prijevremenog poroda [140]. Ispitivanje navedenih polimorfizama omogucuje bolji uvid u
mogucu geneticku predispoziciju za ISPP te njithovu potencijalnu ulogu u njegovoj patogenezi.

U ovom istrazivanju je po prvi puta analizirana ucestalost genotipova i alela Apal
(rs7975232), Fokl (rs2228570), Cdx2 (rs11568820), Bsml (rs1544410) i Taqgl (rs731236) VDR
gena, pojedina¢no i u kombinacijama, u ispitanica s ISPP-om i njima pridruZenim kontrolama

u europskoj populaciji.

5.2.1. Pojedinacni polimorfizmi

Analizom udlestalosti genotipova Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570), Cdx2
(rs11568820), Bsml (rs1544410) i Taql (rs731236) VDR gena nije utvrdena statisti¢ki znac¢ajna
razlika u ucestalosti genotipova i alela izmedu ispitanica s ISPP-om i kontrolne skupine. Za
slovensku populaciju analizirano je svih pet polimorfizama, dok su za hrvatsku populaciju
analizirani Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570), Cdx2 (rs11568820) polimorfizmi. Nalaz je
bio konzistentan i kada su populacije promatrane zajedno, kao i kada su analizirane odvojeno
unutar hrvatske i slovenske podskupine, pri ¢emu ni u jednoj populaciji nije uocena statisticki

znacCajna razlika.

Takoder, nije uocena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova i alela Apal
(rs7975232), Fokl (rs2228570) VRD gena izmedu prijevremeno rodene djece i kontrolne

skupine.
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Medutim, zabiljezena je statisticki znac¢ajna razlika u ucestalosti VDR Cdx2 genotipova
ialela izmedu prijevremeno rodene djece i kontrolne skupine. Konkretno, genotip GG i alel G
za Cdx2 (rs11568820) bili su znac¢ajno ucestaliji u skupini prijevremeno rodene djece (P <
0,001), Sto ukazuje na moguéu genetsku predispoziciju za ISPP u hrvatskoj populaciji.
Prisutnost G alela povezana je s 3,63 puta ve¢im rizikom za ISPP (OR = 3,63, 95 % CI = 1,88
- 7,01, P <0,001).

Cdx2 polimorfizam VDR gena istrazivan je u brojnim bolestima, no rezultati razli¢itih
studija bili su nedosljedni [141,142]. U istrazivanju provedenom na oboljelima od psorijaze,
ucestalost GG genotipa i1 G alela bila je znacajno ve¢a u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu,
Sto upucuje na mogucu ulogu ovih genetskih varijanti u patogenezi autoimunih poremecaja
[143]. Nadalje, rezultati meta-analiza i istrazivanja u razli¢itim populacijama sugeriraju visu
zastupljenost GG genotipa 1 G alela medu oboljelima od viSe vrsta karcinoma, ukljucujuci
karcinom Zzeluca, rektuma, debelog crijeva, multipli mijelom i premenopauzalni karcinom
dojke, iako statisticka znacajnost nije dosljedno potvrdena [144,145]. Ovi nalazi upucuju na to
da GG genotip i G alel Cdx2 polimorfizma VDR gena mogu predstavljati zajednicki genetski

¢imbenik rizika za prijevremeni porod te niz autoimunih, infektivnih i malignih bolesti.

Prethodna istrazivanja sugeriraju da Cdx2 polimorfizam u VDR genu moze biti povezan
s reproduktivnim poremecajima. Studije su pokazale povecan rizik od neplodnosti, sindroma
policisti¢nih jajnika (PCOS; engl. Polycystic Ovary Syndrome) i spontanog pobacaja kod
ispitanica s AA genotipom Cdx2 polimorfizma, koji je povezan s pove¢anom transkripcijskom

aktivno$¢u VDR proteina [146].

Polimorfizam Cdx2 u promotorskoj regiji VDR gena moze modulirati vezivanje
transkripcijskih faktora i time utjecati na ekspresiju VDR receptora u tkivima kljuénim za
trudnocu, poput endometrija i1 posteljice. Smanjena ekspresija VDR-a moze dovesti do
oslabljene signalizacije vitamina D, §to negativno utjeCe na imunoloSku regulaciju i upalne
procese unutar maternice. Poremecaji imunoloske homeostaze i povecana upala mogu
potaknuti prerano sazrijevanje cerviksa i aktivaciju kontrakcija maternice. Time Cdx2
polimorfizam moze indirektno povecati rizik od spontanog prijevremenog poroda. Osim toga,
smanjena funkcija VDR-a moze poremetiti transport hranjivih tvari i hormona kroz placentu,
Sto dodatno ugrozava uspjeSan ishod trudnode. Zbog toga nositeljice odredenih Cdx2
genotipova mogu imati veéu predispoziciju za reproduktivne komplikacije, ukljucujuci
prijevremeni porod.
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5.2.2. Kombinacije polimorfizama

Broj studija koje su ispitivale povezanost polimorfizama VDR gena s prijevremenim
porodom je ograni¢en. Rezultati su ¢esto kontradiktorni i variraju ovisno o populaciji, veli¢ini
uzorka te analiziranim SNP-ovima. Najces¢e su proucavani Fokl (rs2228570), Apal
(rs7975232), Cdx2 (rs11568820), Bsml (rs1544410) i Taql (rs731236) polimorfizmi VDR gena

no rezultati se razlikuju izmedu razli¢itih populacija i studija.

U istraZzivanju koje je obuhvatilo 33 majke s prijevremenim porodom i njthovu
prijevremeno rodenu djecu, utvrdeno je da je C alel Fokl SNP-a zna¢ajno ¢es¢i, dok je T alel
Tagl SNP-a rjedi medu majkama s prijevremenim porodom u usporedbi s kontrolnom
skupinom. Nije uocena razlika u ucestalosti ovih polimorfizama u uzorcima djece. Na temelju
ovih nalaza, autori zakljucuju da Fokl polimorfizam moZe predstavljati rizi€ni ¢imbenik za PP

[120].

U studiji provedenoj na europskoj populaciji nije uocena statisticki znacajna razlika u
raspodjeli pojedinac¢nih genotipova ili alela (Apal, Taql, Bsml) izmedu zena s prijevremenim
porodom 1 kontrolne skupine. Medutim, odredene kombinacije genotipova BsmI-Apal-Taqgl
bile su znacajno ¢es¢e kod Zena s prijevremenim porodom u odnosu na kontrole, Sto upucuje
na to da kombinacija viSe polimorfizama moze imati ve¢i utjecaj na rizik od prijevremenog

poroda nego pojedina¢ni SNP-ovi [122].

Suprotno tome, Rosenfield i suradnici pokazali su da majke homozigoti za VDR Apal
(AA) genotip imaju dvostruko veéi rizik za prijevremeni porod u odnosu na heterozigote.
Takoder, kod novorodencadi je genotip Cdx2 pokazao znacajnu razliku izmedu prijevremeno

rodene djece i kontrolne skupine [124].

U istrazivanju provedenom na brazilskoj populaciji ispitivala se povezanost
polimorfizama Fokl (rs2228570 A>G) i Cdx-2 (rs11568820 T>C) u VDR genu s rizikom od
SPP-a. T alel i TT genotip Fokl polimorfizma bili su znacajno ¢e$¢i u skupini Zena s
prijevremenim porodom u odnosu na kontrolnu skupinu. Osim toga, TT genotip bio je povezan
i s GDM te korioamnionitisom. S druge strane, A alel i AA genotip Cdx2 polimorfizma bili su
znacajno ¢es¢i u skupini s prijevremenim porodom. Oba polimorfizma ukazuju na povecan

rizik za SPP [123].
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U istrazivanju provedenom na 187 parova majki i njihove prijevremeno rodene djece
europskog podrijetla, utvrdeno je da je AA genotip Fokl SNP-a u majki povezan s pove¢anim

rizikom od prijevremenog poroda [121].

Razlike izmedu naSeg i drugih istrazivanja za svih pet istrazivanih SNP-ova mogu se
pripisati nekoliko ¢imbenika. Prvo, populacije ukljucene u razli¢ita istrazivanja razlikuju se po
etnickoj i genetskoj pozadini, $to moze utjecati na ucestalost alela i genotipova. Drugo, kriteriji
selekcije sudionika u nasem istrazivanju bili su strozi, pri ¢emu su bile isklju¢ene trudnice s
poznatim ¢imbenicima rizika 1 komorbiditetima, dok su druga istrazivanja cesto obuhvacala
heterogenu populaciju. Trece, veli¢ina uzorka i raspodjela ispitanika po skupinama takoder
mogu utjecati na statisticku znacajnost rezultata. Sve ove razlike zajedno mogu objasniti

odstupanja u rezultatima izmedu nasSeg 1 prethodnih istrazivanja.

5.3.  Povezanost polimorfizama VDR gena s klini¢kim znacajkama ispitanica

Povezanost polimorfizama VDR gena s klini¢kim znacajkama ispitanica s ISPP-om i
kontrolne skupine ispitana je za porodajnu masu novorodenceta, konzumaciju duhanskih
proizvoda te sporadi¢ni i obiteljski PP.

U ovoj studiji, u skupini ispitanica s ISPP-om, utvrdeno je da su homozigotni TT
genotipovi Fokl i Apal polimorfizama VDR gena povezani s nizom porodajnom masom

novorodencadi.

Kompleksne molekularne i bioloske interakcije izmedu majke 1 fetusa nisu u potpunosti
razjasnjene. lako na porodajnu masu novorodenceta utjeCu brojni Cimbenici kao $to su maj¢in
nutritivni status, tjelesna masa prije trudnocCe, pusenje, placentarna funkcija, kroni¢ne bolesti
majke, najjaéi utjecaj imaju geneticki ¢imbenici [147]. Vitaminska aktivnost vitamina D, koja
ovisi 0 njegovom statusu u trudno¢i i1 funkcionalnosti VDR receptora, ima klju¢nu ulogu u
regulaciji fetalnog rasta. lako je uloga vitamina D u ljudskom rastu i sazrijevanju kostiju dobro
poznata, vitamin D ima i mnoge druge funkcije tijekom trudnoce, kao §to su utjecaj na
implantaciju, odrzavanje normalne trudnoce, potpora fetalnom rastu putem prijenosa kalcija,
lu¢enje brojnih hormona posteljice te smanjenje proizvodnje proinflamatornih citokina. VDR
je medijator pleiotropnih u€inaka vitamina D, a njegova smanjena ekspresija u posteljici

povezana je s razvojem komplikacija tijekom trudnoce. [148,149]. Ekspresija VDR-a u
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ljudskoj posteljici upucuje na to da vitamin D moze lokalno utjecati na razvoj posteljice i fetusa,

rast 1 diferencijaciju stanica, kao i na signalizaciju na spoju majke i fetusa [150].

lako je utjecaj VDR SNP-ova na funkciju VDR proteina i signalizaciju jo§ uvijek
uglavnom nejasan, neki polimorfizmi utjecu na razine vitamina D u krvi i njegovu biolosku
aktivnost [151]. Istrazivanja sugeriraju da VDR genotip utjeCe na optimalnu koncentraciju

vitamina D i smanjuje ucestalost nepovoljnih perinatalnih ishoda [152,153].

Fokl SNP smatra se neovisnim markerom u VDR genu jer ne pokazuje povezanost s
drugim polimorfizmima unutar gena. To je T-C SNP s dvije varijante proteina: dugom (T alel)
1 kratkom formom VDR proteina (C alel). Varijacije u sekvenci proteina znacajno utjecu na
funkciju proteina. KoriStenjem stani¢ne linije ljudskih fibroblasta pokazano je da FokI "f"
izoforma (T alel) pokazuje manje aktivhu formu endogenog VDR [154]. T alel Fokl
polimorfizma kodira duzu, manje funkcionalnu formu VDR proteina. Kao posljedica smanjene
funkcionalnosti receptora, vezanje vitamina D na ovaj receptor je slabije ili manje u¢inkovito,
§to moze rezultirati oslabljenim prijenosom signala potrebnog za pravilno djelovanje vitamina
D. Budu¢i da vitamin D ima vaznu ulogu u regulaciji fetalnog rasta, uklju¢uju¢i metabolizam
kalcija i razvoj kostiju, smanjena aktivnost VDR-a moze ograniciti njegove povoljne uéinke.
To moZe doprinijeti manjoj porodajnoj masi djece kod majki koje nose TT genotip (T alel)
Fokl polimorfizma. Budu¢i da je u ovoj studiji TT genotip bio povezan s nizom porodajnim
masom novorodenceta, pretpostavljamo da je to genetska varijanta odgovorna za niZu

porodajnu masu prijevremeno rodene djece.

Nekoliko studija istrazivalo je povezanost maj¢inog FokI polimorfizma VDR gena i
porodajne mase novorodencadi. Suprotno naSim rezultatima, u istrazivanju Barchitta i sur.
FokI A alel povezan s nizom porodajnom tezinom [121]. Pretpostavljamo da razlike medu
ovim studijama mogu biti posljedica odabira pacijenata i kontrolne skupine, veli¢ine uzorka,

etni¢ke pripadnosti, izloZzenosti Suncu i maj¢ina Zivotnog stila.

U studiji Karras 1 suradnika, Fokl polimorfizma FF genotip bio povezan s ve¢om
duljinom trupa dok je neonatalni opseg abdomena bio je veci kod novorodencadi s TT
genotipom Tagl polimorfizma VDR gena i niskim serumskim koncentracijama vitamina D (<
50 nmol/L). Studija takoder potvrduje da niZe razine vitamina D u trudno¢i dodatno negativno

utjeCu na neonatalni rast, osobito u kombinaciji s odredenim VDR genotipovima [152].
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lako Ustun i suradnici nisu izravno ispitivali porodajnu masu, njihove su studije
pokazale da VDR polimorfizmi mogu utjecati na perinatalni razvoj, §to moze imati implikacije

i na rast fetusa [155].

Ovi nalazi naglaSavaju vaznost genetske varijabilnosti u VDR genuna vaznost genetske
varijabilnosti u VDR genu, posebno Fokl polimorfizma, u modulaciji utjecaja vitamina D

tijekom trudnoce te posljedi¢no na porodajnu masu djeteta.

Nadalje, neki autori primijetili su zanimljiv u¢inak fetalnog VDR genotipa kod trudnica
s nizom koncentracijom vitamina D na antropometrijske mjere pri rodenju. Morley i suradnici
su primijetili da su varijante sekvence u VDR genu novorodenc¢adi modificirale u¢inak maj¢ine
nedostatnosti vitamina D na veli¢inu novorodenceta pri rodenju [156]. Niske koncentracije
vitamina D bile su povezane s niZom teZinom novorodenceta samo medu novorodencadi

homozigotnih za FokI glavni alel ili medu heterozigotima.

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da Apal polimorfizam VDR gena moze biti povezan
s povecanim rizikom od prijevremenog poroda, ali malo je podataka o njegovom izravnom
utjecaju na porodajnu masu novorodencadi kod Zena s ISPP-om [124]. Nekoliko studija je
analiziralo razli¢ite VDR polimorfizme, uklju¢ujuci Apal, u kontekstu prijevremenog poroda i
neonatalnih karakteristika, ali nisu pronadene znacajne razlike u porodajnoj masi povezane s

Apal varijantom.

lako su neki radovi povezali Apal polimorfizam s pove¢anim rizikom od prijevremenog
poroda i komplikacija kod prijevremeno rodene djece, poput bronhopulmonalne displazije i
nekrotizirajuéeg enterokolitisa [157], nije utvrdena izravna veza izmedu Apal polimorfizma i
porodajne mase. Polimorfizam Apal VDR gena mogao bi imati zna¢ajan utjecaj na porodajnu
masu novorodencadi kod pacijentica s ISPP-om. Homozigotni TT genotip Apal polimorfizma
mogao bi dovesti do smanjene ekspresije vitamina D receptora u placenti, ¢ime se ogranicava

dostupnost vitamina D za plod.

Funkcija drugih VDR SNP-ova — Bsml, Taql i Cdx2 — manje je jasna. Javorski i
suradnici su uo¢ili povezanost izmedu Cdx2 SNP-a i porodajne mase novorodencadi [123].
Djeca majki heterozigota za Apal takoder su imala nizu porodajnu tezinu [158]. Swamy i
suradnici su dokazali povezanost izmedu nekih drugih SNP-ova u maj¢inom VDR genu 1 nize

porodajne tezine novorodencadi kod ne-hispanickih crnkinja [159]. Razlike izmedu naSih i
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drugih studija za svih pet istrazivanih SNP-ova mogle bi se pripisati razlikama u populaciji,

kriterijima odabira sudionika i veli¢ini uzorka.

Budude studije trebale bi uzeti u obzir i ¢imbenike okolisa povezane s niskom
porodajnom tezinom, ukljucuju¢i pusenje. Prethodna istrazivanja su ukazala da dim cigarete

smanjuje proizvodnju vitamina D, $to bi moglo utjecati na razinu ekspresije VDR-a [160,161].

5.4. Analiza serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3 i povezanost
polimorfizma VDR gena sa serumskom koncentracijom 25-hidroksivitamina D3

Analizom serumske koncentracije 25-hidroksivitamina D3 nije potvrdena statisticki
znacajna razlika ni izmedu skupina majki (P = 0,383), ni izmedu skupina novorodencadi (P =
0,221). U nasem istrazivanju koncentracija 25-hidroksivitamina D3 kod prijevremeno rodene
djece bila je niza u usporedbi s kontrolnom skupinom, iako ta razlika nije bila statisticki
znacajna. Ipak, zabiljeZena je statisticki znacajna pozitivna korelacija u koncentracijama 25-
hidroksivitamina D3 izmedu majki i njihove djece (b=0,771, P< 0,001). Ovaj nalaz potvrduje
rezultate prethodnih istrazivanja koja su takoder pokazala da serumskih koncentracije 25-
hidroksivitamina D3 kod majke direktno odrazavaju razine kod novorodenc¢adi [162]. Sli¢na
povezanost izmedu majke i djeteta u koncentracijama 25-hidroksivitamina D3 dokumentirana

je u razli¢itim populacijama.

U naSem istraZivanju analizirali smo povezanost koncentracija 25-hidroksivitamina D3

u serumu i varijanti gena za VDR s rizikom od ISPP-a u hrvatskoj populaciji.

Prisustvo GG genotipa Cdx2 polimorfizma VDR gena dovodi do znaajno nizih
koncentracija 25-hidroksivitamina D3 u kontrolnim skupinama kako u Zena, tako i u djece

(P=0,001, odnosno P=0,022), no ne i u skupinama ispitanika s ISPP-om.

Uloga 25-hidroksivitamina D3 u ishodima trudnoée intenzivno se proucava tijekom
posljednja dva desetljeca, osobito zbog njegove vazne imunomodulatorne i antimikrobne uloge
u interakciji izmedu majke i fetusa. [29-31]. Koncentracija aktivnog oblika 25-
hidroksivitamina D3 u cirkulaciji postupno se povecava tijekom trudnoce, dosezuéi pri porodu
dvostruke do trostruke vrijednosti u usporedbi sa zenama koje nisu trudne. Koncentracija 25-
hidroksivitamina D3 u fetusu u potpunosti ovisi o statusu maj¢ine cirkulirajue razine 25-

hidroksivitamina D3, a nedostatne koncentracije kod trudnica mogu utjecati na ishode trudnoce
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i zdravlje novorodenceta [163]. Osim toga, cirkulirajuce razine 25-hidroksivitamina D3 mogu
biti pod utjecajem prisutnosti odredenih varijanti VDR gena. VDR pripada superobitelji
nuklearnih receptora i, kao transkripcijski faktor, vazan je posrednik u metabolickom putu 25-
hidroksivitamina D3. VDR potie transkripciju ciljnih gena ¢iji proizvodi poveéavaju

apsorpciju kalcija, lu¢enje hormona, migraciju stanica, diferencijaciju i proliferaciju [33,34].

Utjecaj polimorfizama VDR gena na razine 25-hidroksivitamina D3 u serumu jo$ uvijek
je predmet istrazivanja, no brojna su istrazivanja u drugim poremecajima pokazala da genetska
struktura VDR gena utjeCe na koncentracije 25-hidroksivitamina D3 u serumu [125,126].
Povezanost izmedu polimorfizama VDR gena 1 koncentracija 25-hidroksivitamina Ds u serumu
proucavana je u razli¢itim patoloskim stanjima, ukljuc¢ujuéi vitiligo, degeneraciju lumbalnog

diska i autizam. [164,165].

Cdx2 G alel je prethodno povezan s 30 % manjom transkripcijskom aktivnoséu u
usporedbi s A alelom [41], a nasa studija dodatno je potvrdila da je Cdx2 GG genotip povezan
s nizim koncentracijama 25-hidroksivitamina D3 u kontrolnim skupinama i majki i djece, ali
ne i u skupinama ispitanika. Sli¢cno nasoj studiji, Gwenzi i suradnici ispitali su status 25-
hidroksivitamina D3 i Cdx2 genotip u karcinomu debelog crijeva [42]. Cak 65 % pacijenata
imalo je GG genotip za Cdx2, a u njihovoj studiji razine seruma 25-hidroksivitamina D3 nisu
se razlikovale prema Cdx2 genotipu. Osim toga, kao i u naSem istrazivanju, Gwenzi i kolege
nisu potvrdili da su AA i AG genotipovi za Cdx2 povezani s boljim prezivljavanjem kod
karcinoma debelog crijeva. Stoga su potrebna daljnja istrazivanja o povezanosti izmedu
varijante gena VDR Cdx2, koncentracija 25-hidroksivitamina D3 i SPP-a, osobito u ve¢im

uzorcima.

GG genotip 1 G alel Cdx2 (rs11568820) bili su znacajno ucestaliji kod prijevremeno
rodene djece, Sto upucuje na mogucu ulogu ove varijante u predispoziciji za spontani
prijevremeni porod. GG genotip VDR Cdx2 SNP-a povezan je sa znacajno nizim
koncentracijama 25-hidroksivitamina D3 u kontrolnim skupinama, kako kod Zena, tako i kod
njihove djece. Ovi nalazi upucuju da Cdx2 polimorfizam moZe utjecati i na rizik od
prijevremenog poroda i na metabolizam vitamina D, pri ¢emu se fenotipski u€inci razlikuju: u
populaciji s ISPP-om varijanta je povezana s rizikom od prijevremenog poroda, dok u zdravim

kontrolama utjece na razine vitamina D bez povecanja rizika za prijevremeni porod.
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Prema na$im saznanjima, povezanost SNP-ova u VDR genu i razina 25-
hidroksivitamina D3 u serumu kod prijevremenog poroda dosad je ispitivana samo u brazilskoj
populaciji u istrazivanju koje su proveli Dutra i suradnici [153]. Razlika izmedu naSeg
istrazivanja i onog koje su proveli Dutra i suradnici jest u tome §to su nase ispitanice bile
pazljivo odabrane isptanice s ISPP-om, dok su u Dutrinom istrazivanju isklju¢eni samo
novorodencad sa znaCajnim malformacijama, genetskim sindromima ili teSkom neonatalnom
anoksijom, kao i slu¢ajevi u kojima nije bilo moguce izmjeriti razinu 25-hidroksivitamina D3.
U njihovoj istrazivackoj skupini ¢ak 45 % ispitanica imalo je hipertenzivne bolesti u trudnoci,
5 % gestacijski dijabetes, a 22,5 % infekciju mokra¢nog sustava. U naSoj skupini, sva su ova

stanja bila iskljucujuci kriteriji.

U studiji Dutra 1 suradnici, pokazano je da su odredeni Taq i Bsml genotipovi u majki,
kao 1 specifi¢ne haplotipske kombinacije, bili ¢e$¢i medu majkama s prijevremenim porodom,
te da su neki Taq, Apa i Fok genotipovi rezultirali nizim razinama 25-hidroksivitamina D3.
Odredeni genotipovi Bsml 1 Apal povezani su s deficitom 25-hidroksivitamina D3 1 viS§im
rizikom za prijevremeni porod. Medu prijevremeno rodenom djecom, takoder su bili Cesce
prisutni odredeni genotipovi i1 haplotipske kombinacije Bsml, Apa i Fok, pri ¢emu su djeca s

odredenim FokI genotipovima imala nize razine 25-hidroksivitamina D3.

Prednost naseg istrazivanja su strogi kriteriji iskljuenja, buduci da su nasi ispitanici
slucajevi idiopatskog spontanog prijevremenog poroda (ISPP), §to znaci da su svi poznati
uzroci prijevremenog poroda bili iskljuc¢eni. Takoder, u naSem istrazivanju koristena je HPLC
metoda, koja predstavlja zlatni standard za analizu 25-hidroksivitamina D3, dok su u Dutrinom
istrazivanju razine 25-hidroksivitamina D3 u serumu odredivane pomocu elektro-

kemiluminiscencije.

5.5. Prednosti i nedostaci istrazivanja

Rezultati ovog istrazivanja doprinose boljem razumijevanju povezanosti polimorfizama
VDR gena, serumskih koncentracija 25-hidroksivitamina D3 i povezanih ¢imbenika s ISPP-om
te obogacuju postojeca znanja o genetickim mehanizmima uklju¢enima u fiziolosku i patolosku
trudnocu. Posebno je vazna ¢injenica da su analizirani podaci koji dosad nisu bili dostupni za

hrvatsku populaciju, a koji su vazni za globalno sagledavanje patogeneze ISPP-a.
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Jedna od glavnih prednosti ovog istrazivanja jest uklju¢ivanje majéino-fetalnog para,
¢ime se pruza cjelovitiji uvid u genetske odnose medu sudionicima prijevremenog poroda. Za
razliku od prethodnih studija, koje su uglavnom bile usmjerene isklju¢ivo na majke ili

novorodencad, ovdje su istovremeno analizirani parovi majki i njihove novorodene djece.

Dodatna prednost istrazivanja proizlazi iz rigoroznog probira ispitanica sa spontanim
prijevremenim porodom, pri ¢emu su nakon detaljne dijagnosticke obrade iskljuceni svi
poznati uzroci prijevremenog poroda. Kontrolna skupina pazljivo je uparena s ispitanicama s
ISPP-om prema dobi, paritetu, socioekonomskom i demografskom statusu, mjestu stanovanja,
razini antenatalne skrbi te vremenu poroda, koje je odgovaralo istom godisnjem razdoblju kao
kod ispitanica s ISPP-om, ¢ime je znacajno smanjena vjerojatnost da varijacije u populacijskim
parametrima utjeCu na ishode istrazivanja. Svi sudionici pripadali su europskoj populaciji.

Takoder, istraZivanje je imalo dostatnu statistiCku snagu za provedene analize.

Analiza koncentracija 25-hidroksivitamina D3 provedena je HPLC metodom, zlatnim
standardom u ovoj vrsti mjerenja. Dobivene spoznaje o0 povezanosti genetskih varijanti VDR
gena i serumskih koncentracija 25-hidroksivitamina D3 upuéuju na mogucu vaznost pracenja
statusa vitamina D tijekom trudnoce. Identifikacija trudnica s niskim koncentracijama vitamina
D, osobito onih s genetskom predispozicijom za njegovu smanjenu bioraspolozivost, mogla bi
posluziti kao temelj za izradu ciljanih smjernica o suplementaciji vitaminom D. Pravovremena
i individualizirana nadoknada vitamina D potencijalno bi mogla smanjiti incidenciju ISPP-a,

osobito u populacijama s ve¢im rizikom.

Moguce ogranicenje studije proizlazi iz relativno malog uzorka, Sto je posljedica visoke
razine perinatalne skrbi i niske stope prijevremenih poroda u Republici Hrvatskoj, kao i
dodatno strogih uklju¢nih i isklju¢nih kriterija. Povecanje veli¢ine uzorka omoguéilo bi vecu
statisticku snagu 1 pouzdanost nalaza. Nadalje, ponavljanje istraZivanja u razli¢itim etnickim
skupinama i geografskim podru¢jima moglo bi pridonijeti potvrdivanju dobivenih rezultata i

utvrdivanju jesu li specifi¢ni za ovu populaciju ili imaju $iru primjenjivost.

Ovo istrazivanje pridonijelo je proSirenju spoznaja o ulozi serumskih koncentracija 25-
hidroksivitamina D3 u predispoziciji za ISPP, kao i o povezanosti pojedina¢nih polimorfizama
unutar VDR gena s rizikom za ISPP. Takoder, rezultati ukazuju na povezanost izmedu varijanti
VDR gena i koncentracija 25-hidroksivitamina D, ¢ime se dodatno pojasnjava kompleksna

interakcija izmedu genetickih i metabolic¢kih ¢imbenika u etiopatogenezi ISPP-a.
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Za potvrdu ovih nalaza potrebna su daljnja istrazivanja na ve¢im uzorcima. U
buduénosti bi bilo vrijedno provesti dodatna ispitivanja genetske povezanosti koja ukljucuju i
reproduktivnog partnera, kao 1 proSiriti istrazivanje na druge populacije, kako bi se
sveobuhvatnije razmotrila sloZzena problematika genetske predispozicije za ISPP. Osim toga,
epigenetske promjene, uklju¢ujuéi metilaciju promotorskih regija VDR gena, mogu modulirati
ekspresiju receptora i time utjecati na osjetljivost na 25-hidroksivitamin D3. Promjene u
metilaciji VDR gena povezane su s regulacijom imunoloskih i reproduktivnih procesa, $to
sugerira da epigenetski mehanizmi mogu dodatno doprinijeti riziku od ISPP. Daljnja
istrazivanja u podrucju epigenetike mogla bi pomo¢i u rasvjetljavanju kako interakcija izmedu

genetskih varijanti 1 epigenetskih modifikacija utjece na patofiziologiju PP-a.
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6. ZAKLJUCCI

Dobiveni rezultati potvrduju osnovnu pretpostavku ovog istrazivanja te omogucuju

donosenje sljede¢ih zakljucaka.

1. Statisticki znaCajno veéa ucestalost GG genotipa 1 G alela Cdx2 rs11568820
polimorfizma VDR gena u skupini prijevremeno rodene djece u usporedbi s kontrolama
upucuje da isti predstavljaju potencijalne cimbenike predispozicije za ISPP.

2. Statisticki znacajna povezanost TT genotipa Fokl te TT genotipa Apal polimorfizma
VDR gena u Zena s porodajnom masom novorodencadi, upucuje na njihovu
potencijalnu ulogu u regulaciji fetalnog rasta.

3. Statisticki znacajna pozitivna korelacija koncentracija 25-hidroksivitamina D3 izmedu
majki i njihove novorodencadi upucuje na to da majke s visim serumskim
koncentacijama 25-hidroksivitamina D3 radaju djecu s viSim serumskim
koncentacijama 25-hidroksivitamina D3, a majke s nizim razinama djecu s nizim
koncentracijama.

4. GG genotipa Cdx2 polimorfizma VDR gena dovodi do nizih koncentracija 25-
hidroksivitamina D3 u kontrolnoj skupini, kako kod majki, tako i kod njihove djece
upucuje na moguéi utjecaj polimorfizma VDR gena na gensku ekspresiju te,

posljedi¢no, koncentracije vitamina D.
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POPIS POKRATA

PP
WHO
MIPP
birth)
SPP
PPROM

prijevremeni porod (engl. preterm birth)
Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
medicinski induciran prijevremeni porod (engl. medically indicated preterm

spontani prijevremeni porod (engl. spontaneous preterm birth)

prijevremeno prerano prsnuca plodovih ovoja (engl. preterm premature rupture

of membranes)

ISPP idiopatski spontani prijevremeni porod (engl. idiopathic spontaneous preterm
birth)

HPA hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda (engl. hypothalamic—pituitary—
adrenal)

CRH kortikotropin otpustaju¢i hormon (engl. corticotropin-releasing hormone)
PGHS prostaglandin H-sintaze (engl. prostaglandin H synthase )

PGDH hidroksiprostaglandin dehidrogenaza (engl. hydroxyprostaglandin
dehydrogenase )

IL-1 interleukin 1 (engl. Interleukin-1)

TNFa tumorski nekrotizirajuci faktor alfa (engl. Tumor necrosis factor alpha)
LLETZ engl. Large Loop Excision of the Transformation Zone

SNP-s polimorfizmi jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphisms)

IL-4 interleukin 4 (engl. Interleukin-4)

IL-6 interleukin 6 (engl. Interleukin-6)

VEGF vaskularni endotelni faktor rasta (engl. Vascular Endothelial Growth Factor)
MMP1 matriks metaloproteinaza 1 (engl. Matrix metalloproteinase 1)

MMP9 matriks metaloproteinaza 9 (engl. Matrix metalloproteinase 9)

TLR4 toll-sli¢ni receptor 4 (engl. Toll-like receptor 4)

VDR vitamin D receptor (engl. Vitamin D receptor)

uvB UVB zrake (engl. Ultraviolet B)

VDBP vitamin D vezni protein (engl. Vitamin D Binding protein)

PTH paratiroidni hormon (engl. Parathyroid hormone)

FRG23 fibroblastni faktor rasta 23 (engl. Fibroblast Growth Factor 23)

IOM Institut za medicinu (engl. Institute of Medicine)
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ACOG Americki kolegij opstetricara i ginekologa (engl. American College of

Obstetricians and Gynecologists)

RCOG Kraljevski kolegij opstetriCara i ginekologa (engl. Royal College of
Obstetricians and Gynaecologists)

DBD DNA-vezna domena (engl. DNA-binding domain)

VDRE elementi odgovora vitamina D (engl. Vitamin D response elements)

LBD ligandom - vezna domena (engl. Ligand-binding domain)

RXR retinoidni X receptor (engl. Retinoid X receptor)

UTR nekodirajuc¢a regija (engl. untranslated region)

Cdx2 faktor transkripcijski faktor caudal-type homeobox 2 (engl. Caudal-type homeobox
transcription factor 2)

ak. aminokiseline

MRNA glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)
GDM gestacijski dijabetes melitus (engl. gestational diabetes mellitus)

PCR lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

RFLP polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (engl. restriction fragment

length polymorphism)

pL mikrolitar

bp bazni par (engl. base pair)

°C stupnjeva Celzija

min minuta

sec sekunda

HPLC tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High-Performance

Liquid Chromatography)

nmol/L nanomol po litri

ng/mL nanogram po mililitru

1 hi kvadrat test (engl. chi square)

OR omjer izgleda (engl. Odds Ratio)

Cl interval pouzdanosti (engl. Confidence interval)
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P p-vrijednost statistiCke znacajnosti (engl. P-value)

IKR interkvartilni raspon

AS aritmeticka sredina

SD standardna devijacija

g grami

PCOS sindrom policisti¢nih jajnika (engl. Polycystic Ovary Syndrome)
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PRILOZI

Prilog 1: Anketni upitnik (prijevremeni porod)

BAZA BANKE BIOUZORAKA U SKLOPU ISTRAZIVANJA PRIJEVREMENIH PORODA
(Prijevremeni porod)
. MAJKA

OSNOVNI PODACI:
1. Ime i prezime:
2. 1D broj Biobanke:
3. Datum uzimanja podataka i biouzoraka:
4. MBO:
5. 0IB:
6. Datum i mjesto rodenja:

7. Adresa prebivalista:
8. Zanimanje:

PODACI NEVEZANI ZA TRUDNOCU:

1. Socioekonomski status: a. ugrozen b. dobar

2. Strucna sprema: a. NSS b. SSS c. V3s d. VSS
3. Visina (cm):

4. Tezina prije trudnoce (kg):

5. Kronicne bolesti

a.NE b. DA: 1) hipertenzija 1) dijabetes m. tipa 1 IIl) ostalo:

6. Pusenje

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 trudnoca:
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 KOJESU ZAVRSILE PRIJEVREMENIM PORODOM:

1. PRIJEVREMENI POROD

2. PRIJEVREMENI POROD

3. PRIUEVREMENI POROD

1. Krv iz pupkovine
pohranjena u Biobanci

a.NE
b. DA / ID biobanke:

a.NE
b. DA/ ID biobanke:

a.NE
b. DA / ID biobanke:

2. Nacin zaceca

a. prirodno
b. asistirano / vrsta:

a. prirodno
b. asistirano / vrsta:

a. prirodno
. asistirano / vrsta:

o

3. Tjedan poroda

4. Redni broj / interval od
zadnje trudnoce

5. Medicinska indikacijaza | a. NE a.NE a.NE
porod b. DA / razlog: b. DA/ razlog: b. DA / razlog:
6. Blizanacka trudnoca a.NE b.DA a.NE b.DA a.NE b.DA
7. Mrtvorodstvo a.NE b.DA a.NE b.DA a.NE b.DA
8. Pocetak prijevremenog a.RVP a.RvP a.RvP
poroda b. trudovi b. trudovi b. trudovi
9. Ginekoloske kontrole a.NE a.NE a.NE

b. DA / broj: b. DA/ broj: b. DA / broj:
10. Psiholoski stres a.NE a.NE a.NE
(npr. razvod, smrt...) b. DA / vrsta: b. DA/ vrsta: b. DA / vrsta:
11. Uzimanje nadomjestaka | a. NE a.NE a.NE
prije / tijekom trudnocde b. DA / vrsta i razdoblje b. DA / vrsta i razdoblje b. DA / vrsta i razdoblje

(npr. folna kiselina, Zeljezo...)

uzimanja:

uzimanja:

uzimanja:

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

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

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

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

13. 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:

14. 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:

15. Komplikacije trudnoce a.NE a.NE a.NE
(npr.hipertenzija, b. DA / vrsta: b. DA/ vrsta: b. DA / vrsta:
krvarenje...)

16. Serklaza a.NE b.DA a.NE b.DA a.NE b.DA
17. Infekcije porodnog a.NE a.NE a.NE

kanala b. DA / vrsta: b. DA/ vrsta: b. DA / vrsta:
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18. Prijevremeni porod u obitelji: a. NE b.DA
1) srodnik/ca:

2) broj prijevremenih poroda:
3) tjedan trudnoce prilikom poroda:

4) starosna dob pri porodu:
5) bolesti:

6) napomene:
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Il. OTAC
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:

8. Prijevremeni porod u obitelji:a. NE  b. DA
1) srodnik/ca:

2) broj prijevremenih poroda:
3) tjedan trudnoce prilikom poroda:

4) starosna dob pri porodu:
5) bolesti:

6) napomene:

I1l. DUETE
OSNOVNI PODACI:
1. Ime i prezime:
2. 1D broj Biobanke (krv iz pupkovine):
3. ID broj Biobanke (tkivo posteljice):
4. Datum uzimanja podataka i biouzoraka:
5. 1D broj majke i oca u Biobanci:
6. Datum rodenja: 7. Spol:

8. Porodna tezina (g):
9. Porodna tezina (cm):
10. API:

11. Prirodene anomalije:

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

13. Patohistolo$ki nalaz posteljice: NE/DA
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Prilog 2: Anketni upitnik (terminski porod)

BAZA BANKE BIOUZORAKA U SKLOPU ISTRAZIVANJA PRIJEVREMENIH PORODA
(Terminski porod)
1. MAJKA

OSNOVNI PODACI:
1. Ime i prezime:
2. 1D broj Biobanke:
3. Datum uzimanja podataka i biouzoraka:
4. MBO:
5. OIB:
6. Datum i mjesto rodenja:
7. Adresa prebivalista:
8. Zanimanje:

PODACI NEVEZANI ZA TRUDNOCU:

1. Socioekonomski status: a. ugrozen b. dobar

2. Strucna sprema: a. NSS b. SSS VS d. VSS
3. Visina (cm):

4. Tezina prije trudnoce (kg):

5. Kronicne bolesti

a. NE b. DA: 1) hipertenzija 1) dijabetes m. tipa 1 IIl) ostalo:

6. Pusenje

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 trudnoca:
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:

1. POROD

2.POROD

3.POROD

1. Krv iz pupkovine
pohranjena u Biobanci

a. NE
b. DA/ ID biobanke:

a. NE
b. DA / ID biobanke:

NE
b. DA / ID biobanke:

[}

2. Nacin zaceca

a. prirodno
b. asistirano / vrsta:

a. prirodno
b. asistirano / vrsta:

V]

. prirodno
. asistirano / vrsta:

o

3. Tjedan poroda

4. Redni broj / interval
od zadnje trudnoce

5. Pocetak poroda a. RVP a.RvP a.RVP

b. trudovi b. trudovi b. trudovi
6. Ginekoloske kontrole | a. NE a. NE a. NE

b. DA / broj: b. DA / broj: b. DA / broj:
7. Psiholoski stres a. NE a. NE a. NE
(npr. razvod, smrt...) b. DA/ vrsta: b. DA / vrsta: b. DA / vrsta:
8. Uzimanje a. NE a.NE a. NE

nadomjestaka prije /
tijekom trudnoce
(npr. folna kiselina, Zeljezo...)

b. DA / vrsta i razdoblje
uzimanja:

b. DA / vrsta i razdoblje
uzimanja:

b. DA / vrsta i razdoblje
uzimanja:

9. Koristenje lijekova
(npr. tokolitici, antibiotici...)

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

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

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

10. Konzumacija
alkohola

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

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

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

11. 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 / dnevnakoli¢ina i
razdoblje uzimanja:

12. Komplikacije a. NE a. NE a.NE
trudnoée b. DA/ vrsta: b. DA / vrsta: b. DA / vrsta:
(npr.hipertenzija, krvarenje...)

13. Serklaza a.NE b.DA a.NE b.DA a.NE b.DA
14. Infekcije porodnog | a. NE a. NE a.NE

kanala b. DA / vrsta: b. DA / vrsta: b. DA / vrsta:
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Il. OTAC
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:

Ill. DUETE
OSNOVNI PODACI:
1. Ime i prezime:

2. 1D broj Biobanke (krv iz pupkovine):

3. ID broj Biobanke (tkivo posteljice):

4. Datum uzimanja podataka i biouzoraka:

5. ID broj majke i oca u Biobanci:
6. Datum rodenja: 7. Spol:

8. Porodna teZina (g):
9. Porodna tezina (cm):

10. API:

11. Prirodene anomalije:

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

13. Patohistoloski nalaz posteljice: NE/DA
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