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1. UVOD

1.1. Prirodene anomalije

Razvoj covjeka iznimno je slozen proces koji obuhvaca rast i diferencijaciju u
prenatalnom i postnatalnom razdoblju, a bilo kakvo odstupanje od normalnog razvojnog
procesa rezultira nastankom razvojnih anomalija. S obzirom na razdoblje klini¢ke ekspresije,
razvojne anomalije mogu se podijeliti na prenatalne i postnatalne (1). Anomalije koje se
ocituju prenatalno, prilikom rodenja, ili se otkrivaju tijekom prvih mjeseci zivota nazivaju se
prirodenim anomalijama (PA). Definiraju se kao slozena i heterogena skupina poremecaja u
embrijskom i/ili fetalnom razvoju ¢ovjeka (2). PA obuhvacaju tri velike skupine poremecaja,

ukljucujuéi prirodene strukturne, prirodene metabolicke i ostale genetske poremecaje (3).

Temeljem podataka Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) PA pojavljuju se u svim
rasama, kulturama i socioekonomskim klasama s incidencijama od 3-5% u novorodencadi,
dok medu mrtvorodenima incidencija raste na 20% (2,4,5). Incidencija PA je veéa u
multiplim trudnoéama i ima tendenciju rasta, a istrazivanja u blizanackim trudnoéama
pokazala su da monozigotni blizanaci imaju 2 puta viSe PA od dizogotnih (6-8). Incidencija
PA veca je u muskog spola, a u blizanackim trudno¢ama s djecom razli¢itog spola PA se oko
30% ceS¢e pojavljaju u djece muSkog spola nego u njihovih blizanackih sestara (7,8).
Epidemioloska istrazivanja pokazala su da rasna 1 etnicka pripadnost utjecu na razlike u
ucestalost PA, a objaSnjenje za to nije nadeno. PA su ucestalije u populaciji crne rase i u

Latinoamerikanca u odnosu na pripadnike bijele rase (9).

1.1.1. Etiologija, patogeneza i klasifikacija prirodenih anomalija

Opcenito se prirodene strukturne anomalije prema kliniCkom nalazu dijele na
izolirane, koje zahvacaju jedno podrucje i multiple, koje zahvacéaju vise tjelesnih podrucja (3).
Za vecinu izoliranih anomalija specificna etiologija nije poznata i smatra se da one nastaju
zbog multifaktorijalnih ¢imbenika, $to podrazumijeva da su posljedica interakcije genetickih
¢imbenika 1 ¢imbenika okoliSa (2). Za razliku od izoliranih anomalija, multiple anomalije

obi¢no imaju zajednicki uzrok i zahvacaju razli¢ita nepovezana anatomska podrucja (3).



Prema klinickom znacaju prirodene strukturne anomalije dijele se na velike (major) 1 male
(minor) (3).

Major anomalije su one anomalije koje uzrokuju velike disfunkcije ili su pak
nespojive sa zivotom (uzrokuju smrt ploda ili dojenceta u vise od 50% slu€ajeva). Vecéina
major PA nastaje u razdoblju od 4. do 8. tjedna trudnoce kada se odvija najintenzivnija
organogeneza.

Minor anomalije nemaju veceg klinickog znacenja (osim estetskog), no imaju iznimnu
dijagnosticku vrijednost. Multiple anomalije ¢ini kombinacija viSe major i minor anomalija
(3).

Od svih perinatalno umrlih, a ukljucuje sve mrtvorodene nakon 28. tjedna trudnoce,
kao i umrle u prvom tjednu Zzivota, 25-30% su posljedica teskih strukturnih prirodenih
anomalija razli¢itih organa (10). Djeca s PA imaju vecu vjerojatnost da se prijevremo rode
(nedonoscad) 1 vecu vjerojatnost niske porodajne tezine (nedostas¢ad) Sto Cine dodatne
¢imbenike rizika za perinatalnu smrt (11,12). Specificnost PA osim S$to se povezuje s
povecanim perinatalnim morbiditetom i mortalitetom, povezuje se i s prijevremeno rodenom
djecom (12).

Perinatalna obdukcija Cesto otkriva razli¢ite vrste PA koje ukljucuju jedan (izolirane)
ili viSe organskih sustava (multiple razvojne anomalije). Obje mogu imati genetsku i
negenetsku osnovu. Jedan od genetskih uzroka prepoznatljivih prirodenih malformacija,
narocito u djece umrle u fetalnom i neonatalnom razdoblju, jesu kromosomske aberacije.
Incidencija kromosomskih aberacija u perinatalno umrlih pri slu¢ajnom odabiru ispitanika je
od 6-12%, a rezultati su dobiveni klasi¢nom citogenetikom, odnosno odredivanjem kariotipa
(13-15). Incidencija kromosomskih aberacija u selektivnoj skupini fetusa s morfoloskim
anomalijama iznosi 38% (16).

Poznato je da ista anomalija u razli¢itih osoba moZe imati razli¢itu patogenezu. Prema
patogenezi nastanaka PA mogu se podijeliti na malformacije, disrupcije, deformacije i
poremecaje displazije (2). U klinickoj stvarnosti ¢esto postoje preklapanja izmedu razliCitih
vrsta prirodenih anomalija. Klasifikacija PA nije sveobuhvatna stoga su donesene specificne

definicije koje kombiniraju klinicku i etiolosku klasifikaciju (2).



1.1.2. Klasifikacija prirodenih anomalija prema klinicko etioloSkim karakteristikama

Malformacija je primarni strukturni defekt organa ili dijela organa, a posljedica je
specificne promjene u genetskom materijalu ploda, Sto daje naslutiti da je razvoj odredenog
organa bio zaustavljen ili krivo usmjeren. Definira se kao rani poremecaj embriogeneze
(morfogeneze). Vecina malformacija koja ukljucuje jedan organ ima multifaktorsku etiologiju
dok su multiple malformacije ¢eS¢e uzrokovane kromosomskim aberacijama, ali mogu nastati
1 zbog mutacija u jednom genu. Vecéina malformacija pripada anomalijama razvojnih polja.
Razvojno polje je podrucje ili dio embrija koje pripada funkcionalno integriranoj jedinici i
interakciji izmedu razliCitih procesa tijekom embriogeneze. Malformacije zato CcCesto
zahvacaju mnoge razli¢ite anatomske strukture (2).

Disrupcija je abnormalan strukturni defekt organa ili tkiva, a nastaje kao rezultat
vanjskih ¢imbenika (ishemije, infekcije i ozljede) koji remete normalan razvojni proces. Za
razliku od malformacije, razvojni potencijal zahva¢enog organa je normalan. lako disrupcija
ne nastaje zbog promjena u genetskom materijalu ploda, genetiCka predispozicija moze
utjecati na nastanak pojedine disrupcije (primjerice, uzimanje folne kiseline prevenira
nastanak poremecaja zatvaranja neuralne cijevi i1 rascjepa nepca samo u nekih Zena). Isto tako,
pojedini vanjski ¢imbenici djeluju izravno na DNA molekulu i time mijenjaju genetski
materijal ploda (2).

Deformacija je anomalija oblika, smjeStaja ili strukture dijela tijela koja nastaje
djelovanjem vanjskih ili unutarnjih mehanickih sila na prethodno normalno oblikovan dio
tijela. Deformacije naj¢eSce zahvacaju miSi¢no-koStani sustav 1 ovisno o teZini deformacije
postnatalno mogu biti reverzibilne (2).

Displazija je abnormalna organizacija stanica u tkivu, veéinom je uzrokovana
mutacijama u jednom genu, a posljedice su vidljive gdje god je prisutno tkivo pogodeno
specificnom mutacijom pa mogu biti lokalizirane 1 generalizirane. Displazije mogu biti
geneticke etiologije (npr. skeletne displazije) ili mogu nastati zbog moguce disrupcije. Mogu
ukljucivati strukture jednog zametnog listi¢a (ektodermalna displazija) ili viSe zametnih listic¢a
(neurofibromatoza) (1,2).

Sekvencija je obrazac multiplih anomalija koja nastaje kao posljedica inicijalne
primarne anomalije koja uzrokuje nastanak sekundarnih i tercijarnih pogresaka u morfogenezi
kroz kaskadu zbivanja. U Potterovoj sekvenciji plod stvara manje mokrace, posljedi¢no
uzrokuje oligohidroamnion S§to rezultira spljoStenim crtama lica, iScaSenjem kukova,

uvrtanjem stopala i hipoplazijom pluca te ¢esto i smréu u neonatalnoj dobi (2).



Asocijacija je skupina PA koja nije povezana niti etiologijom niti patogenezom nego
pokazuje sklonost c¢eS¢em pojavljivanju nego bi se moglo ocekivati temeljem obi¢ne
sluc¢ajnosti. Glavna razlika u odnosu na sindrom jest izostanak dosljednog pojavljivanja
anomalija u zahvacenih osoba i nedostatak zadovoljavaju¢eg objasnjenja osnovnog uzroka.
Nazive asocijacija ¢esto oznacavaju akronimi (npr. VATER asocijacija oznacuje vertebralne,
analne, traheoezofagusne i renalne anomalije). Asocijacije obi¢no nose mali rizik za
ponavljanje i etioloski su vjerojatno heterogene. Za neke asocijacije kao §to je npr. VATER
asocijacija vjeruje se da su genetski uvjetovane (2).

Sindrom se definira kao klini¢ki prepoznatljiv model viSe anomalija za koje znamo
uzrok 1 varijabilnosti u njihovoj prezentaciji. Broj definiranih kromosomskih sindroma raste, a
klinicko znanje o pojedinom sindromu je nedostatno zbog malog broja bolesnika. Mnoge

anomalije nemaju klini¢ki prepoznatljiv fenotip sindroma (17).

1.1.3. Geneticki ¢imbenici u patogenezi prirodenih malformacija

Geneticki ¢imbenici koji reguliraju temeljne embrioloske procese poput indukcije,
segmentacije, migracije, diferencijacije i apoptoze nisu potpuno istrazeni (18). Razvoj
molekularne biologije doveo je do otkri¢a visoko oCuvanih obitelji razvojnih gena koji imaju
kljuénu ulogu u ranoj embriogenezi. Obitelji razvojnih gena identificirane u kraljezaka,
obicno pokazuju veliku homolognost sekvencije s genima koji reguliraju razvoj u vinske
musice (lat. Drosophila melanogaster) (2). Proucavanja na ljudima otkrila su da mutacije
razlicitih ¢lanova tih genskih obitelji mogu rezultirati ili izoliranim ili multiplim PA. Neki od
tih gena su regulatori jer kodiraju transkripcijske ¢imbenike ili komponente signalnih puteva
dok drugi geni koji takoder imaju vaznu ulogu u razvoju kodiraju strukturne komponente
stanica ili ekstracelularnog matriksa i metabolicke enzime, a njihove mutacije otkrivaju vazne
fenotipove morfoloskih anomalija (18).

Mnogi geni ukljuéeni u razvoj kodiraju proteine nazvane transkripcijskim
¢imbenicima, a oni kontroliraju proces transkripcije RNA s kalupa DNA vezu¢i se za
specificne regulatorne sekvencije na DNA 1 tako stvaraju kompleks koji zapocinje
transkripciju RNA polimerazom. Oni mogu ukljuciti ili iskljuciti gene aktivirajuéi ili
suprimiraju¢i njihovu ekspresiju. Takoder kontroliraju i mnoge druge gene koordiniranom
kaskadnom reakcijom, ukljucujuc¢i i mehanizme povratne sprege, reguliraju¢i tako temeljne
embrioloske procese. Vjeruje se da su ovi procesi posredovani ¢imbenicima rasta, staniénim

receptorima i molekulama poznatim kao morfogeni. Signalne molekule vrlo su slicne medu
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razli¢itim vrstama. Uz to, jasno je da se u svakom organizmu isti molekularni signalni putevi
rabe viSe puta u razli¢itim podruc¢jima razvoja. Takoder je postalo jasno da su ti signalni
putevi blisko povezani jedan s drugim, s mnogo ,,medusobnih razgovora“- u razli¢itim

razvojnim poljima (2).

1.1.4. Kontrola transkripcije i ekspresije gena

Regulacija genske ekspresije tijekom humane embriogeneze kontrolirana je izmedu
ostalog transkripcijskim ¢imbenicima koji direktno utjeCu na ekspresiju gena, stoga su
predstavljali interes za ovu doktorsku disertaciju (18).

Transkripcijski ¢imbenici su regulatorni proteini koji su ukljuceni u regulaciju genske

ekspresije. Imaju transkripcijsku aktivnu domenu i DNA-vezuéu domenu. DNA-vezuéom

domenom vezu se za kratke nukleotidne sljedove na DNA molekuli, a posredovanjem
proteinskih motiva uzvojnice. Razlikuju se cCetiri tipa DNA-vezu¢e domene, a najcesca je
uzvojnica-okret-uzvojnica, gradena od dviju oa-uzvojnica povezanih kratkim lancem
aminokiselina koji ¢ini ,,okret”. Preostala tri tipa DNA-vezuéih domena su cinkovi prsti,
leucinski zatvarac, ili uzvojnica — omc¢a - uzvojnica motivi, nazvani zbog svoje specifi¢ne
strukture (2).

Transkripcijskom aktivnom domenom kontroliraju transkripciju RNA s kalupa DNA i

tako stvaraju komplekse koji zapocinju transkripciju s RNA polimerazom. Dakle, sinteza
mRNA zapocinje s RNA polimerazom koja djeluje zajedno s brojnim proteinima
(transkripcijski ¢imbenici) na promotoru. Polimeraza i transkripcijski ¢imbenici veZu se za
kratke sekvencije DNA unutar promotora. U eukariota se dodatni transkripcijski ¢imbenici
koji pojacavaju transkripciju vezu selektivno 1 na druge regulatorne sekvencije DNA kao $to
su GC i CAAT-slogovi, poznati kao pojacivaci (engl. enghancers). Postoje i negativni
regulatori transkripcije ili utiSivaci (engl. silencers) na koje se vezu represori i inhibiraju
transkripciju (2). Represori su proteini koji se veZzu na DNA sekvenciju i vrSe inhibiciju
transkripcije.

Transkripcijski ¢imbenici, poznati kao aktivatori, veZu se na pojacivac, podruc¢ja DNA koja se

nalazi i tisu¢e parova baza daleko od gena koje kontroliraju (slika 1).



Pojacivaé ("enhancer”)

Protein koji s veZe za pojadivaé

Slika 1. Regulacija transkripcije odvija se uz pomo¢ transkripcijskih ¢imbenika i
pojacivackih regija na DNA. TF- transkripcijski faktor. (Preuzeto iz geneticke baze podataka:
Gene Regulation in Eukaryotes; dostupno na:

http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/P/Promoter.html)

Vezanje povecava brzinu transkripcije gena. Pojafiva¢i mogu biti smjeSteni uzvodno,
nizvodno, ili ¢ak i unutar gena koji kontroliraju. Postoje tisu¢e pojacivaca u genomu, a

djelovanje im ovisi o vrsti stanice i signalima koje primaju.

Posttranskripcijska kontrola ekspresije gena

Regulacija ekspresije vecine gena zbiva se za vrijeme transkripcije, ali takoder mozZe biti
na razini doradbe RNA, prijenosa RNA, translacije i stabilnosti mRNA (degradacija mRNA).
Zivotni vijek mRNA molekule u citoplazmi je takoder vazan ¢imbenik kontrole proteinske

sinteze (2).

1.2. Uloga gena ukljucenih u razvoj u patogenezi prirodenih malformacija

Slabo je poznata patogeneza abnormalnog razvoja pojedinog organa tijekom embrijskog
razvoja Covjeka. Nije poznato je li slozeni klini¢ki fenotip u bolesnika s kromosomskim
aberacijama nastao zbog neravnoteZe normalne doze gena bilo veceg broja kopija cijelih
kromosoma ili njegovih manjih dijelova, ili je rezultat razvojne nestabilnosti uzrokovane
velikim brojem abnormalnih produkata razvojnih gena (19). Tako npr. trisomija 21
kromosoma u sindromu Down nije dovoljna za nastanak najce$¢e prirodene malformacije,
prirodene sréane greske (PSG) (20). Dodatne nepoznate varijante u ostatku genoma i/ili
¢imbenici okoliSa vjerojatno doprinose riziku nastanka PSG-a u sindromu Down (21-24).

Nekoliko je velikih studija nedavno dalo novi uvid kako geni ukljuceni u razvoj sudjeluju u
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pojedinim fazama razvoja srca i bubrega (25,26). Gen za hepatocitni nuklearni ¢imbenik 13
(engl. Hepatocyte Nuclear Factorl - HNF1p) kljucan je u razvoju bubrega. Pretpostavlja se
da dodatne geneticke mutacije imaju ulogu u pojacavanju fenotipskih varijabilnosti i da
modificiraju efekt mutacija specifi€nih gena ukljucenih u razvoj bubrega te zbog toga imaju
vaznu ulogu u patogenezi anomalija mokra¢nog sustava (AMS). Obiteljske studije provedene
u istrazivanju AMS-a otkrile su tockaste mutacija u viSe razli¢itih gena ukljucenih u razvoj u
jedne osobe koje doprinose povecanom riziku ponavljana anomalije unutar obitelji (25).
Humane genske studije identificirale su brojne gene koji su odgovorni za nasljednu i
sporadi¢nu formu PSG-a, ali patogenetski mehanizmi su joS uvijek nepoznati. Mnoge od njih
kodiraju transkripcijske ¢imbenike koji reguliraju specifi¢nu fazu u razvoju srca, kao $to je
septacija ventrikula ili morfogeneza izlaznog trakta srca pa polimorfizmi ovih gena doprinose

razvoju PSG-a (26).

1.2.1. Gen HOXA1 i polimorfizam gena HOXAI: rs10951154

Covjek ima 39 homeotickih gena (engl. Homeo Box, HOX) rasporedenih u &etiri
skupine A, B, C, 1 D. Svaka skupina sadrZava niz blisko vezanih gena. U svakoj skupini HOX-
a postoji izravna linearna korelacija izmedu polozZaja gena 1 njegove vremenske i prostorne
ekspresije. Ova zapazanja upucuju na to da ti geni imaju klju¢nu ulogu u ranoj morfogenezi.
Proteini kodirani genima HOX-a vazni su transkripcijski ¢imbenici koji aktiviraju ili

suprimiraju Citave baterije nizvodnih gena (2).

Gen HOXAI (engl. Homeo Box Al) je visoko konzerviran, pokazuje veliku
homolognost sekvence s genom Hoxal kod misa koji se prvi eksprimira 1 pokrece kaskadu
regulacije ekspresije gena tijekom embrijskog razvoja od sljedec¢ih gena: Foxd3 (engl.
Forkhead box D3), Lhx5 (engl. LIM homeobox protein 5), Hnflb (engl. Hnfl homeobox B),
Zicl (engl. Zinc finger protein of the cerebellum I), Pax8 (engl. Paired box 8) i gena za
receptor fibroblasnog faktora rasta 3 (engl. Fibroblast growth factor receptor 3, Fgfr3), a svi

su oni odgovorni za razvoj rhombomere (slika 2) (27).
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Slika 2. Kaskada regulacije gena HoxAl. U sredini dijagrama je gen HoxAl, a geni na Ciju
regulaciju utjeCe prikazani su u crvenoj i zelenoj boji. Divergirajuce strelice u sredini od gena

HoxAl pokazuju anatomska podruc¢ja koja su regulirana tijekom embrjskog razvoja misa.

Osnova straZnjeg mozga

Unutarnje uho

(Preuzeto 1 prilagodeno prema referenciji 27.)

Gen HOXAI je dio A skupine, lociran na kromosomu 7pl5.3. Grafi¢ki prikaz
smjestaja gena na kromosomu 7 moze se vidjeti na slici 3. Sastoji se od 2 egzona i kodira
DNA-vezu¢i ¢imbenik koji je ukljuen u regulaciju genske ekspresije 1 tako utjeCe na

morfogenezu i diferencijaciju (28). Ima vaznu ulogu u pravilanom razvoju mozdanog debla,

unutarnjeg uha 1 srca u ¢ovjeka i misa (27).

}
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Slika 3. Smjestaj gena HOXAI na kromosomu 7. (Preuzeto iz genomske baze podataka:

UCSC; dostupno na: http://genome.ucsc.edu/)

Homozigotne mutacije gena HOXAI pronadene su u rijetkom recesivnom
naslijedenom sindromu Bosley-Salih-Alorainy ¢ije su znacajke: anomalije srediSnjeg
Zivéanog sustava (SZS), gluhoéa, kardiovaskularne i laringotrahealne anomalije (29,30).
Najvise istrazivan polimorfizam ovog gena, rs10951154, nalazi se u kodiraju¢em podrucju
gena HOXAI u egzonu 1, na 218 nukleotidnom mjestu, a nastao je zbog supstitucija
nukleotida A s G pa se oznacava i kao A218G. Ovaj polimorfizam posljedicno uzrokuje
promjenu aminokiseline histidina (H) u arginin (R) na 73 poziciji u proteinu (H73R) 1i tako
remeti seriju (niz) od 10 histidinskih ponavljanja koja su evolucijski o€uvana u proteinu (slika
4). Pretpostavlja se da prekid histidinskog niza s argininom na 73 mjestu modulira protein-

protein interakciju iako za to ne postoje ¢vrsti dokazi (31).

Dosada$nja istraZivanja pokazala su da je polimorfizam gena HOXAI (A218G,
rs10951154) povezan s klinickim spektrom autistiCkih poremecaja 1 razvojem mozdanog
debla (31). Concatori i sur. u svojoj su studiji pokazali da ovaj polimorfizam modulira opseg
glave u djece sa spektrom autistickih poremecaja (32). Nasuprot tomu Muscarella i sur. u
svojoj studiji pokazuju nedostatak povezanosti izmedu polimorfizma A218G 1 opsega glave u
zdravih odraslih osoba, ali ukazuju da se odnos izmedu ovog polimorfizma i anatomije mozga
moze promijeniti tijekom razvoja (33). Tu hipotezu podupiru nedavna istrazivanja o ekspresiji
gena HOXAI u tkivu mozga koja se dramati¢no razlikuju ovisno o starosnoj dobi (34). U
svojoj studiji Raznahan 1 sur. varijantu A218G povezuju s razvojem cerebelarnog sustava, a
koji je upleten u neurobiologiju spektra autistiCkog poremecaja (35). Utvrdeno je da se gen
HOXAI prvi eksprimira u atriju i izlaznom traktu srca za vrijeme embrijskog razvoja pa se
pretpostavlja da je potencijalno povezan s razvojem srca i to posebno ventrikularnog septuma
(27). U istrazivanju Liu i sur. u bolesnika s ventrikularnim septalnim defektom (VSD), nakon

Sto je provedeno sekvenciranje gena HOXA nisu pronadene potencijalno patogene mutacije u


http://genome.ucsc.edu/

genu HOXAI koje bi se povezale s razvojnom anomalijom ventrikularnog septuma. U istom
istrazivanju pronadene su varijante u kodiraju¢oj sekvenciji gena za HOXAI (egzonu 1), koje
ometaju seriju od 10 histidinskih ponavljanja na pozicijama proteinskog proizvoda od 65 do

74 aminokiseline, ali statisticki neznacajne (36).

HHHHHHHHHH
Intron
eqgzon 1 = jpesssscss eqzon 2
Polihistidin homeotitka domena

His1 His2 His3 His4 HisS His6 His¥ HisB His9 His10
N N E VT T LY E

Slika 4. Shematski prikaz humanog gena HOXA1 i polozaja polihistidina u HOXAT1 proteinu.

(Preuzeto 1 prilagodeno prema referenciji 36.)

1.2.2. Gen OSRI i polimorfizam gena OSRI1: rs12329305

Gen OSRI (engl. Odd-Skipped Related 1) lociran je na 2p24.1 kromosomu, ima 3
egzona i kodira protein sa 266 aminokiselina koji ima ulogu transkripcijskog ¢imbenika.
Graficki prikaz drugog kromosoma s oznacenom lokacijom gena OSRI moZe se vidjeti na

slici 5.

cire (o) |0 B TRREMBIGE WSSV B THW G5

Slika 5. Smjestaj gena OSRI na kromosomu 2. (Preuzeto iz genomske baze podataka: UCSC;

dostupno na: http://genome.ucsc.edu/)
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Rani embrijski razvoj srca i bubrega ovisi o ekspresiji Osr/ u miSeva, a homozigotne
mutacije ovog gena uzrokuju letalne malformacije bubrega i srca na misjem modelu (38).
Mutacije gena OSRI nisu do sada povezane s poznatim klinickim fenotipom u Covjeka.
Glasnicka ili mRNA gena OSR]I je pronadena u tkivu fetalnih pluca i u tkivu odraslih ljudi i to
u prostati, testisima debelom i tankom crijevu (37).

OSRI1 protein ima vaznu ulogu u formiranju i diferencijaciji prekursorskih stanica
bubrega, regulira njihovu diferencijaciju u tubularno tkivo i potreban je da ogranici
diferencijaciju mezoderma u endoderm (39,40).

Osrl je transkripcijski ¢imbenik s 3 cinkova prstena, a njegova ekspresija u misa
regulirana je s glavnim genima odgovornim za hematopoezu genom Runx2 (engl. Runt related
transcription factor 2) i genom lkzfl (engl. IKAROS family zinc finger 1) odgovornim za
osteogenezu (41).

Gen OSRI je evolucijski o¢uvan pa se pretpostavlja da je kljuan za nefrogenezu u
ljudi kao §to je to i u miSeva (38).

Polimorfizam rs12329305 u genu OSR! utje¢e na morfogenezu i funkciju bubrega. Na
molekularnoj razini polimorfizam rs12329305 humanog gena OSRI, nalazi se u kodiraju¢em
podrucju gena (egzon 2), a nastao je zbog supstitucija nukleotida C s T. Do sada je opisan
posljedi¢ni fenotip ove varijante samo na heterozigotima (CT). Dokazano je da ovaj
polimorfizam ometa remodeliranje mRNA gena OSRI i uzrokuje smanjenu stabilnost njene
tercijarne strukture (slika 6) (42). Posljedi¢no tomu smanjena je stabilnost proteina i bitno
promijenjena njegova tercijarna struktura stoga ima utjecaj na morfogenezu 1 funkciju
bubrega. Istrazivanje Zhanga i sur. pokazalo je da doprinosi prirodenim varijacijama broja

nefrona u ljudi 1 utjece na lucenje cistatina C (42).
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Slika 6. Predvidena sekundarna struktura mRNA gena OSR]I pri supstituciji nukleotida C s T

na polimorfnom mjestu rs12329305. (Preuzeto i prilagodeno prema referenciji 42.)

1.2.3. Gen FOXF1 i polimorfizam u blizini gena FOXF1: rs9936833

Gen FOXF1 (engl. Forkhead Box F) pripada obitelji gena FOX (engl. Forkhead Box),
lociran je na kromosomskoj poziciji 1624, (Slika 7) i ima 2 egzona (43). FOX proteini su
transkripcijski faktori neophodni za normalan razvoj gastrointestinalnog sustava u misSeva

(44).

chrdf (o2d 1) [Tapl3, S0 B DRRR RN pil.2 SR il | ERLTECZ N e

Slika 7. Smjestaj gena FOXFI na kromosomu 16. (Preuzeto iz genomske baze podataka
UCSC,; dostupno na: http://genome.ucsc.edu/)

Brojne studije su pokazale da gen FOXFI svojom transkripcijskom aktivnoscéu
modulira ekspresiju gena specificnih tkiva (npr. pluca, crijeva) (45,46). Homozigotne
mutacije Foxfl gena uzrokuju u miSeva intrauterinu smrt varijabilnim fenotipom ukljucujuci

anomaliju pluca, suZenje jednjaka i traheje, atreziju jednjaka i traheo-ezofagusnu fistulu (46).

12


http://genome.ucsc.edu/

Heterozigotne mutacije FOXF1 gena nadene su u bolesnika s alveolo-kapilarnom displazijom
s nepravilnim utokom pulmonalnih vena (engl. Alveolar Capillary Dysplasia with
Misalignment of Pulmonary Veins - ACD/MPV), koja je uvijek udruZzenu s malformacijama
drugih organa (srca, gastrointestinalnog i urogenitalnog sustava) (47). Istrazivanja su pokazala
da perinatalno umrla djeca s multiplim malformacijama imaju heterozigotne mutacije gena

FOXFI (48).

Nedavno objavljena cijelogenomska studija povezanosti (engl. Genome-Wide
Association Study - GWAS) povezala je pojavu Barettovog jednjaka s polimorfizmom
1s9936833, u kojem je nukleotid T supstituiran s C. Ovaj polimorfizam je mapiran na 16q24.1
u nekodiraju¢em, intergenskom podrucju DNA u blizini gena FOXF1 (16q24), a poznato je da
je protein FOXF1 ukljucen u razvoj i strukturu jednjaka (49). Spomenuti polimorfizam
sadrzava vise DNA-vezucih mjesta za odredene transkripcijske ¢imbenike kao Sto je FOXP2

(engl. Forkhead Box Protein P2), koji kontrolira ekspresiju gena FOXF1 (49).

1.2.4. Gen MTRR i polimorfizam gena MTRR: rs326119

Gen metionin sintetaza (engl. Methionine Synthase Reductse - MTRR) kodira istoimeni
enzim metaboli¢kog puta folata i homocisteina. Humani gen MTRR smjeSten je na petom
kromosomu (5p15.2-15.3), veli¢ine je oko 34 kb 1 sastoji se od 15 egzona i 14 introna (50).
Tijekom proteklih 20 godina, niz klinickih studija pokazao je da folna kiselina ima vaZznu
ulogu za vrijeme embrijskog razvoja i da adekvatan unos folata prije i tijekom trudnoce
smanjuje rizik nastanka PSG-a, iako osnovni molekularni mehanizam jo$ uvijek nije poznat
(51,52). Utjecaj folne kiseline na smanjenu prevalenciju rascjepa neuralne cijevi, PSG i
rascjepa nepca povezuje se s individualnom genetskom podloznosti, a §to je pokazano u
istrazivanjima brojnih polimorfnih varijanti (polimorfizama) razli¢itih gena ukljucenih u
folatni metabolizam (53-57). Dokazano je da prekoncepcijska primjena folata smanjuje rizik
nastanka anomalija neuralne cijevi i posebno PSG za 40-60% (58,59). Siroko je prihvaéeno
misljenje da pojava PSG-a, rascjepa usne i nepca ne ovisi samo o nedostatku folne kiseline,
ve¢ tome znatno doprinosi i poviSena razina homocisteina (engl. homocysteinaemia - Hcy)
koja nastaje kao posljedica genetskog poremecaja u metabolizmu folata, a ¢emu takoder
doprinose polimorfne varijante u genima za enzime uklju¢enim u metabolizam folata (60-62).

Na mi§jem modelu dokazano je da mutacije u genu Mtrr mogu poremetit razvoj fetusa zbog
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promijenjenih koncentracija Hcy, metionina, 5-metiltetrahidrofolata i tetrahidrofolne kiseline

(63).

Enzim MTRR Kkatalizira konverziju neaktivnhog oblika enzima metionin sintetaze
(engl. Methionine Synthase - MTR) u aktivno stanje koji onda katalizira remetilaciju Hcy u
metionin. Ako taj proces nije adekvatan, smanjena koli¢ina MTRR smanjuje koncentraciju
MTR, pa se posljedi¢no snizava plazmatska koncentracija metionina, a raste koncentracija
Hcy. Pretpostavlja se da u kriticnom razdoblju embrijskog razvoja srca (izmedu 15 i 32 dana)
smanjena koli¢ina esencijalne aminokiseline metionina i povecana koli¢ina Hcy utjeCe na

nastanak PSG-a (64,65).

Najucestaliji polimorfizam gena MTRR u opc¢oj populaciji, nastaje supstitucijom
adenina u gvanin u kodonu 66 (A66G) uzrokuje zamjenu aminokiseline izoleucin u metionin
(I22M), a povezuje se s povisSenom koncentracijom Hcy u plazmi (66). Shematski prikaz

razgradnje folata i sinteza metionina iz homocisteina prikazana je na slici 8 (67).

DNAcintera +— dTI\éP dUMP

Timidilat sintetaza

MTHFR

‘
folate — DHF— THF—* 5,10-MTHF —* 5-MTHF
MTR/MTRR

‘DNA metilacija +— SAM < metionin homocistein

Slika 8. Shematski prikaz razgradnje folata i sinteze metionina iz homocisteina. DHF,
dihidrotetrafolna  kiselina; THF, tetrahidrofolna  kiselina; 5,10-MTHF, 5,10-
metilenetetrahidrofolat; 5-MTHF, 5-metiltetrahidrofolat; SAM, S-adenozilmetionin; MTHFR,
metilenetetrahidrofolat reduktaza; MTR, metionin sintaza; MTRR, metionom sintazna

reduktaza. (Preuzeto i prilagodeno prema referenciji 67.)
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Nedavna istrazivanja su pokazala da funkcionalni polimorfizam rs326119 (c.56+781
A>C) gena MTRR unutar prvog introna mijenja njegovu transkripcijsku aktivnost S§to uzrokuje
smanjenje sinteze enzima, pa se posljedi¢no akumulira Hcy, dok se koncentracija metionina
smanjuje. Prisutnost polimorfizma rs326119 gena MTRR gdje je alel A supstituiran alelom C,
uzrokuje slabljenje afiniteta prema specificnom transkripcijskom ¢imbeniku CEBPa (engl.
CCAAT/Enhancer Binding Protein, alpha) jer potonji izgubi izvorno mjesto za vezanje unutar
prvog introna gena MTRR (slika 9) (65). Pretpostavka je da se MTRR dostatno prepisuje samo
ako se vezu transkripcijski aktivatori. Prisustvo rjedeg C alela smanjuje afinitet vezanja

aktivatora te posljedi¢no uzrokuje smanjenu transkripcijsku aktivnost gena MTRR (65).

Alel A tZgecggttoattcacogaaagocaagattttggtitggegtitoagttt

Alel C 1

gLEcEEtitcattcaccgaaagccaagottitggtttgggtttcagttt

Slika 9. Shematski prikaz polimorfizma rs326119 gena MTRR; alel A je supstituiran alelom C

(Preuzeto 1 prilagodeno prema referenciji 65.)

Postojanje spomenutog polimorfizma u fetusa povezuje se sa sklonoSéu prema
hipometioninemiji 1 hiperhomocisteinemiji kao nezavisnim ¢imbenicima rizika u razvoju
PSG-a, ali povecava i njithovu individualnu genetsku podloznost za razvoj drugih ved

spomenutih PA uz postojanje prehrambenog manjka folne kiseline u majke.

Studija koja je ukljucila 2340 bolesnika s PSG-om pokazala je da je polimorfizam
rs326119 (¢.56+781 A>C), gena MTRR, ucestaliji u bolesnika u odnosu na kontrolnu skupinu
(2270 zdravih ispitanika) u kineskoj populaciji, dok istrazivanja u drugim populacijama nisu

provedena (65).
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rs326119
c.56-781 A>C

MTRR gen T55 = |r— ATG

Egzon-1 Intron-1

Egzon-2

Intron-2

>

Slika 10. Shematski prikaz polimorfizma rs326119 (c.56+781 A>C) unutar gena MTRR s

oznacenim transkripcijskim startnim mjestom (TSS) 1 startnim kodonom (ATG). (Preuzeto i

prilagodeno prema referenciji 65.)
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1.3.  Geneti€ki pristupi u istrazivanju etiologije sloZenog fenotipa

Ljudski genom ima 3,2 milijarde parova nukleotida u molekuli DNA. Protein-kodirajuce
sekvence (egzoni) ¢ine manje od 1,5% ljudskog genoma (68). Osim toga, oko 26% ljudskog
genoma Cine introni (69). Osim gena (egzona i introna) i poznatih regulatornih sekvenci (8-
20%), ljudski genom sadrzi nekodiraju¢e regije DNA. Udio nekodiraju¢e DNA koji ima
vaznu ulogu u fiziologiji stanica je jo$ uvijek predmet rasprave. Nedavna analiza ENCODE
projekta pokazuje da 80,4% ukupnog ljudskog genoma pokazuje neki vid funkcionalne

aktivnosti u najmanje jednom tipu stanica (70).

Ljudi se medusobno razlikuju u oko 0,1% genoma (71). Napretkom DNA tehnologija
sekvenciranjem cijelog genoma ili samo egzona otkriven je veliki broj rijetkih varijanti u
genomu koje se nazivaju DNA sekvencijske varijante (engl. DNA Sequence Variants — DSV),
a koje mogu imati snazan ucinak na fenotip slozene bolesti. Svaki genom sadrzava oko 4
milijuna DSV-ova koji zajedno utjecu na pola gena u genomu a mnoge od njih su i privatni
(pronadeni samo u jednoj obitelji ili maloj populaciji) (71). Uobi€ajeno su varijante svrstane u
tri skupine prema ucestalosti rjedeg alela (engl. Minor Allele Frequency - MAF) u populaciji.
Varijanta je ucestala u populaciju ako je njen MAF veci od 5%, a rijetka ako je manji od 1%.
Varijante s frekvencijom u populaciji izmedu 1% 1 5% smatraju se varijantama smanjene
ucestalosti (72). Velika ve¢ina DSV-ova u genomu su polimorfizmi u jednom nukleotidu
(engl. Single Nucleotide Polymorphism - SNP), a ima ih oko 3.5 milijuna u svakom genomu.
U SNP-ovoj baza podataka (dbSNP) navodi se viSe od 37 milijuna varijanti (polimorfizama)
medu ljudima. SNP-ovi unutar kodiraju¢eg podruc¢ja gena dijele se u dvije glavne skupine
prema utjecaju na polipeptidni slijed kodiraju¢eg proteina, na sinonimne SNP-ove (sSNP)
(engl. synonymous) ili nesinonimne (nsSNP) (engl. non-synonymous), a svega 10,000 SNP-
ova su nesinonimni SNP-ovi i1 smatra se da imaju potencijalni efekt na fenotip (72). Ako SNP
ne mijenja polipeptidni produkt gena, naziva se sinonimnim i nema utjecaj na funkciju
proteina. Ako SNP uzrokuje promjene u kodiraju¢em polipeptidu, naziva se nesinonimnim
SNP-om, moZe utjecati na funkciju proteina koji je ¢esto povezan s boles¢u. SNP-ovi mogu
biti locirani u intronima i regulatornim podrucjima gena pa mogu utjecati na razinu genske

ekspresije, transkripcijsku aktivnost gena i prekrajanjac mRNA (72).

Slozeni klini¢ki fenotip je rezultat djelovanja i interakcije izmedu multiplih uzro¢nih
alela s razli¢itom stanicnom genomikom i vanjskih ¢imbenika. U slozenom fenotipu ocekuje
se da ucinak ukljucenog alela varira od minimalnog do nerazumljivo velikog i znacajnog
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ucinka (slika 11). DanaSnje studije otkrivaju alele s velikim u€inkom. Veliki broj alela
pokazuje skroman ucinak, a koji se ne moze utvrditi pristupom koji se danas primjenjuje u

genetickim studijama (73).

UEestalost baolestl

- OLIGOGENSKE POLIGENSKE
MOHOGENSKE
BOLESTI BOLESTI BOLESTI

Braj i veliina uéinka odredenih alela

Slika 11. Odrednice sloZzenog fenotipa. Ucestalost bolesti i veli¢ina ucinka uzro¢nih alela.
Prikazana je ucestalost bolesti i broj odredenih DSV-ova s njihovom veli¢inom ucinka.
Monogenske bolesti koje slijede Mendelski tip nasljedivanja uzrokovane su rijetkom
varijantom s velikim u¢inkom. Na suprotnom kraju spektra su ucestale bolesti koje su dijelom
nastale kao kumulativni ucinak velikog broja DSV-ova, a svaka od njih sa skromnim
uc¢inkom. U oligogenskom fenotipu bolesti, nekoliko alela s u¢inkom srednje veli¢ine i veliki

broj alela s malim u¢inkom doprinose fenotipu. (Preuzeto 1 prilagodeno prema referenciji 73.)

Najces¢e primjenjivan pristup u genetickom istrazivanju slozenog fenotipa je
konvencionalni odabir kandidatnog gena. Ovaj pristup je temeljen na prethodnom znanju o
potencijalnoj ukljucenosti istrazivanog gena u patogenezi fenotipa. Isto tako SNP-ovi mogu
biti izabrani temeljem poznate ili ocekivane bioloSke funkcije, kao Sto je u slucaju

nesinonimnih ili regulatornih SNP-ova (tablica 1) (73).
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Alternativni pristup je nepristrano istrazivanje velikog broja gena i varijanata, a obi¢no
i cijelog genoma u identifikaciji alela povezanih sa slozenim fenotipom, kao $to je GWAS

(tablica 1) (73).

Tablica 1.  Geneticki pristupi u istrazivanjima slozenog fenotipa. (Preuzeto i prilagodeno

prema referenciji 73.)

Kandidatni pristup

e Kandidatni gen(i)

o Bioloska vjerojatnost

o Kromosomska pozicija mapirana analizom povezanosti ili GWAS-om
e Kandidatni SNP(ovi)

o Bioloska funkcija

o Lokus pozicija mapirana analizom povezanosti ili GWAS-om

o Neravnoteza vezanosti
e Novi i poznati SNP-ovi

Objektivan (nepristan) pristup

e Analiza lokusa za kvantitativna svojstva

e (iljano subgenomsko sekvenciranje

e Sekvenciranje svih egzona

e Sekvenciranje cijelog genoma

o Sekvenciranje sljedece generacije u kombinaciji s analizom povezanosti u
obiteljima

Geneticke studije slozenih fenotipova su obi¢no dizajnirane na hipotezama bilo kao
ucestala bolest — ucestala varijanta (eng. Common Disease — Common Variant - CD-CV) ili
rijetka varijanta — ucestala bolest (engl. Rare Variant — Common Disease - RV-CD). GWAS
se provodi na velikom broju ispitanika, a dizajniran je na hipotezi CD-CV 1 smatra se
najuspjesnijim modelom identifikacije ucestalih varijanti u oligogenskim 1 poligenskim
modelima nasljedivanja. GWAS je identificirao viSe od 8900 genetickih varijanti, uglavnom
SNP-ova povezanih sa stotinama ljudskih osobina i bolesti, a definiraju se kao rizik-povezani
lokus (engl. risk-associated loci) (74). Varijante koje utjeCu na funkciju proteina su mapirane

u kodiraju¢im podru¢jima gena, a mogu utjecati na sekvenciju proteina, brzinu translacije i
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alternativno prekrajanje. Medutim, vecina varijanti mapirana je u nekodirajué¢im intergenskim
i intronskim podruc¢jima. Procjena funkcionalnosti tih varijanti novi je izazov u molekularnoj
biologiji. Mnoge od njih utjecu na ekspresiju gena moduliraju¢i regulatorne elemente
promotorskog podrucja (cis-djelujuce podrucje), ometaju koordiniranu gensku ekspresiju, a
njihov fenotipski uc€inak se tesko procjenjuje (74). DSV-ovi mogu imati snazan ucinak na
fenotip slozene bolesti. Stoga su oni postali fokus istrazivanja novo postavljene hipoteze RV-
CD. Multiple rijetke varijante s velikim u¢inkom na fenotip glavne su odrednice nasljednosti
slozenog fenotipa. DSV-ovi utjeCu na ekspresiju slozenog fenotipa ne samo direktnim
utjecajem vec utjecu i na razli¢ite komponente genoma koje sudjeluju u regulaciji ekspresije
gena kao Sto je modifikacija histona, mikroRNA, na dugu-nekodiraju¢u RNA, epigenetiku, na
prekrajanje mRNA (engl. splicing), posttranslacijsku modifikaciju kodiraju¢ih proteina u

kombinaciji s ¢imbenicima okolisa (73).

Najces¢e studije kojima se pokuSava otkriti povezanost nekog polimorfizma s
slozenim fenotipom su tzv. case-control studije. U takvim studijama testira se razlika u
ucestalosti alela 1 genotipova kandidatnog gena izmedu dvije skupine oboljelih 1 kontrolne
skupine. Testira se je 1i se polimorfizam gena od interesa nalazi u vecoj ucestalosti u
populaciji bolesnih u odnosu na zdravu populaciju. Izbor gena kandidata case-control studije
usmjeren je na prethodno poznatoj umijeSanosti gena od interesa u patogenezu fenotipa
(tablica 1) (73). Sveobuhvatniji pristup analize istraZivanja velikog broja gena i njihovih
varijanata pokazuju case-contol GWAS studije koje se baziraju na analizi bez hipoteze o
kandidatnosti gena. PoZeljne ali skupe studije se baziraju na sekvenciranju cijelog genoma ili

ciljanih regija kod velikog broja ispitanika i kontrola (73).

Obiteljske studije (engl. family-based study) koje Cesto obuhvacaju samo tri ¢lana
obitelji (engl. parent-offspring trios) omogucavaju snazan pristup u otkrivanju varijanata koje
se povezuju sa slozenim fenotipom. Obiteljske studije pokazuju manju osjetljivost na
heterogenost strukture stanovnistva od case-control studija. U takvim studijama odreduje se

alel koji se preferencijalno nasljeduje s roditelja na oboljelo potomstvo (73).

Prospektivna studija je varijanta studije povezanosti alela (engl. prospective allelic
association study) u kojoj se genotipiziraju razli¢iti SNP-ovi ili ¢ak sekvencira genom kod
velikog broja ispitanika koji se potom prospektivno prate i fenotipiziraju. Prospektivna studija

ima vecu snagu u otkrivanju veli¢ine u¢inka uzrocnih alela (73).
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1.3.1. Pregled dosadasnjih istraZivanja u genima uklju¢enim u embrionalni razvoj

covjeka

Mutacije gena ukljuc¢enih u regulaciju morfogeneze i diferencijacije vrlo su rijetke,
Cesto letalne ili imaju plejotropni efekt na fenotip pa se ocCituju kao izolirane ili multiple
malformacije (28,29,37,38,47). Patogeneza abnormalnog razvoja pojedinog organa tijekom
embrijskog razvoja Covjeka nije poznata. Istrazivanje varijanti gena ukljuenih u razvoj i
njihov doprinos razvojnoj anomaliji/anomalijama novi je izazov suvremene genetike.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su povezanost izmedu polimorfizma gena za BMP4
(engl. Bone Morphogenetic Proteins) i AMS posebice sa specificnim malformacijama kao $to
su multicisticni bubrezi i opstrukcija ureteropelvicnog pripoja bubrega, ali ne i s
vezikoureteralnim refluksom u studiji povezanosti provedenoj u brazilskoj populaciji (75).
Istrazivanja McBride 1 sur. pokazala su povezanost varijante gena ERBB4 (engl. v-Erb-b2
Avian Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Homolog 4) u evolucijski ocuvanom podrucju
tog gena, s PSG-om i to s opstrukcijom izlaznog trakta lijeve klijetke u europskoj populaciji,
dok se rs2295418, SNP u genu LEFTY?2 (engl. Left-Right Determination Factor 2) povezuje s
PSG-om u kineskoj populaciji (76,77).

Polimorfizmi rs3758249 i rs4460498 gena FOXEI (engl. Forkhead Box EI)
transkripcijskog ¢imbenika snazno su povezane s nesindromskim rascjepom usne i nepca u
studiji provedenoj u europskoj populaciji (78). Neke od studija pokazale su povezanost
izmedu majcine varijante C677T gena MTHFR 1 povecanog rizika radanja djece s PSG-om u
kineskoj populaciji (79). Polimorfizmi transkripcijskog faktora gena PAX2 (engl. Paired Box
2) ¢imbenici su rizika u patogenezi vezikoureteralnog refluksa u pedijatrijskoj populaciji
Brazila (80).

Prethodno izneseno otvara pitanje kolika je stvarna vaznost varijanti (polimorfizama)

gena koji su ukljuceni u embrijski razvoj ¢ovjeka.
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1.3.2. Kiriteriji odabira kandidatnih polimorfizama u nasoj studiji

Polaze¢i od ve¢ davno poznate Cinjenice da ista PA u razli¢itih osoba moze imati
razliCitu etiologiju u ovoj smo studiji izabrali Cetiri gena HOXAI, OSRI, FOXF1 i MTRR koji
su ukljueni u patogenezu abnormalnog razvoja bilo Covjeka i/ili drugih vrsta (misa)
(2,27,28,38,44,51). Primjerice svi spomenuti geni uslijed disfunkcije svojih kodirajuéih
proteina mogu posljedi¢no uzrokovati PSG. Izabrani geni evolucijski su ocuvani $to znaci da
pokazuju veliku homolognost sekvencije s genima drugih vrsta, stoga nam istrazivanje
fenotipskog ucinka mutacija ovih gena u drugih vrsta moze pomo¢i u otkrivanju njihove uloge
u poremecajima embrijskog ili fetalnog razvoja covjeka (28,37,43,63,65). Mutacije svakog od
ovih gena (HOXAI, OSRI, FOXFI i MTRR) imaju plejotropan fenotipski ucinak koji se
o¢ituje PA-ma razlicitih organa, a koje nerijetko uzrokuju smrt ploda ili novorodenceta
(29,30,38,47,48,63). Mutacije gena HOXAI u ¢ovjeka uzrokuju anomalije SZS, gluhocu i
kardiovaskularne anomalije, dok mutacije gena OSRI do sada nisu povezane s klinickim
fenotipom u covjeka, ali mutacije ovog gena (Osrl) u misa uzrokuju letalne malformacije srca
i bubrega (29,30,38). Mutacije gena FOXFI posljedi¢no ostavljaju multiple malformacije na
viSe organskih sustava u ¢ovjeka (kardiopulmonalni, gastrointestinalni i urogenitalni sustav) s
velikim, uglavnom letalnim disfunkcijama tih organskih sustava, stoga su nadene isklju¢ivo u
mrtvorodene djece (47,48).

Mutacije gena MTRR koji kodira istoimeni enzim ukljuen u metabolicki put folata i
Hcy i u miSa 1 u covjeka posljedicno mjenjaju koncentracija Hcy, metionina, 5-
metilentetrahidrofolata i tetrahidrofolne kiseline u serumu stoga u fetusa mogu dovesti do
pojave PSG, rascjepa neuralne cijevi i rascjepa usne i nepca (53-57).

Selekcija kandidatnih polimorfizma istraZzivanih gena ukljucenih u prenatalni razvoj
covjeka temeljena je na njihovoj gore spomenutoj biloSkoj funkciji ili na povezanosti lokus
pozicije s odredenom anomalijom (31,42,49,65).

Polimorfizmi rs10951154 gena HOXAI i1 rs12329305 gena OSRI mapirani su u
kodiraju¢im regijama svojih gena i utjeCu na ekspresiju svojih proteina. Njihovi proteinski
produkti imaju funkciju transkripcijskih ¢imbenika pa tako direktno utjecu na regulaciju
ekspresije jednog ili viSe gena tijekom humane embriogeneze (31,42). Stoga smo pretpostavili
da smanjena koli¢ina ili disfunkcija spomenutih proteina s ulogom transkripcijskih ¢imbenika
za vrijeme embrijskog/i fetalnog razvoja Covjeka moze uzrokovati heterogenu skupinu

poremecaja kao §to je razvojna anomalija/e jednog ili viSe organa.
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Do sada ni jedan od spomenutih polimorfizama nije ispitivan u studijama povezanosti
u perinatalno/neonatalno umrlih ispitanika zbog razlicitih PA.

Od ovog istrazivanja ocekivali smo da se polimorfni alel G polimorfizma rs10951154
gena HOXA ucestalije pojavljuje u ispitanika s razvojnih anomalija srca, mozga i posljedicno
neurokranija, a s druge strane i da se polimorfni alel T polimorfizma rs12329305 gena OSRI

ucestalije pojavljuje kod ispitanika s razvojnih anomalija srca i mokra¢nog sustava.

Druga dva polimorfizma mapirana su u nekodirajuéim podru¢jima DNA.
Polimorfizam rs9936833 mapiran je u nekodiraju¢em intergenskom podrucju DNA u blizini
gena FOXFI 1 vjerojatno modulira ekspresiju gena FOXFI posredstvom transkripcijskog
¢imbenika FOXP2 (49), a fenotipski uc¢inak ove varijante do sada je povezan s fenotipom
Barretova jednjaka. U naSem istrazivanju ocekujemo povezanost polimorfnog alela C s
fenotipom multiplih malformacija u skupini perinatalno i neonatalno umrle djece, a

pretpostavka je temeljena na tome da je ometena spomenuta bioloSka funkcija gena FOXFI.

Polimorfizam rs326119 smjesten je u intronskom podrucju gena MTRR i modulira
regulatorne elemente promotorskog podruc¢ja gena MTRR i tako ometa njegovu transkripciju
(65). Funkcionalne analize pokazale su da varijanta rs326119, gena MTRR znacajno smanjuje
njegovu transkripcijsku aktivnost, a fenotipski u¢inci ometane genske ekspresije povezuju se s
nastankom PSG-a (65). Oc¢ekivali smo da ¢emo prisutnost polimorfnog alela C ove varijante
povezati s ispitanicima koji imaju bilo PSG bilo kraniofacijalne i anomalije rascjepa neuralne

cijevi.

23



2. HIPOTEZA I CILJEVI

2.1. Hipoteza

Pregledom dosadasnjih istraZivanja odabrali smo polimorfizme tri gena (OSRI, HOXAI i
FOXFI) koji kodiraju istoimene proteine s funkcijom transkripcijskih ¢imbenika i jedan
polimorfizam gena metabolickog enzima (MTRR), uklju¢enog u folatni metabolizam, a koji je
vrlo vazan tijekom embrijskog razvoja. Sva Cetiri polimorfizma utjecu na ekspresiju bilo
svojih ili drugih gena tijekom humane embriogeneze i posljedi¢no uzrokuju disfunkciju svojih
kodirajucih proteina. Stoga pretpostavljamo da su ukljuceni u patogenezu PA. Ni jedan od
spomenutih  polimorfizama do sada nije ispitivan u studijama povezanosti u

perinatalno/neonatalno umrlih ispitanika zbog razlicitih prirodenih anomalija.

Stoga smo u ovom istrazivanju postavili hipotezu:

Polimorfizmi gena HOXAI (rs10951154), FOXF1 (rs9936833), OSRI (rs12329305) i
MTRR (rs326119) tijekom embrijskog razvoja doprinose poveéanom riziku nastanka

izoliranih i/ili multiplih prirodenih anomalija.
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2.2,

Ciljevi

. Ispitati jesu li polimorfizmi gena: HOXAI (rs10951154), FOXF1 (rs9936833), OSR1

(rs12329305) i MTRR (1s326119) ¢imbenici rizika za nastanak prirodene anomalije, a
posebno specifi¢nog tipa prirodene malformacije u djece umrle u perinatalnom i/ili

neonatalnom razdoblju u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika.

Ispitati povezanost polimorfizama gena HOXAI (rs10951154), FOXF1 (rs9936833),
OSRI (rs12329305) i MTRR (1s326119) s dobi trudnoce, porodajnom teZinom,
porodajnom duljinom mrtvorodenih i zivorodenih, kronoloSkom dobi zivorodenih i

spolom ispitanika.

Odrediti naj¢e$¢u pojavnost jedne ili viSe morfoloskih anomalija razli€itih organa ili
dijelova tijela u perinatalno 1 neonatalno umrlih ispitanika koje ne nalazimo ili se
rijetko nadu u dojenackoj ili kasnijoj Zivotnoj dobi, te provjeriti njihovu povezanost s
polimorfizmom gena HOXAI (rs10951154), FOXF1 (rs9936833), OSR1 (rs12329305)

i MTRR (rs326119) $§to bi moguce pridonijelo razumijevanju etiologije smrti.
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3. ISPITANICI I METODE RADA

3.1. Ustroj istraZivanja

Specificni ustroj koji se koristio je analiza povezanosti ispitanika i kontrola (case control
studija), a s obzirom na ucestalosti ispitivanih polimorfizama izmedu dvije skupine bolesnika
i kontrolne skupine. Glede nac¢ina dobivanja podataka rije¢ je o opazajnom istrazivanju dok je
vremenska orijentacija bila retrospektivna buduéi da je konac¢na dijagnoza PM u fetalno i
neonatalno umrle djece postavljena temeljem nalaza patoloSko anatomske obdukcije. Unutar

ispitivane skupine napravljena je i analiza povezanosti genotipa 1 fenotipa.

3.2. Eti¢ka nacela

Eticko povjerenstvo Klini¢kog bolnickog centra (KBC) Split odobrilo je provodenje
istrazivanja. U istrazivanju su poStovani temeljni eticki i bioeticki principi (osobni integritet-
autonomnost, pravednost, dobro¢instvo i1 neskodljivost) u skladu s Niirnber§kim kodeksom i
najnovijom revizijom Helsinske deklaracije (World Medical Association Declaration of
Helsinki — 52nd WMA General Assembly, Edinburgh, Scotland, October, 2000.) i u skladu s
hrvatskim zakonima (Hrvatski lijjecnic¢ki zbor — Kodeks medicinske etike i deontologije,
Zagreb, 2002). Uobicajeni medicinski podaci prikupljeni su u skladu s etickim 1 bioeti¢kim
principima, osigurala se privatnost (medicinska tajna) ispitanika/bolesnika ukljuenih u
istrazivanje 1 zaStitila tajnosti podataka. Materijal se koristio iskljuivo za dobivanje

znanstvenih rezultata, a ne za stjecanje dobiti.

3.3. Ispitanici

3.3.1. Kriterij odabira ispitanika i razvrstavanje u skupine

U ovo istrazivanje ukljuceno je 340 ispitanika, od toga 140 fetalno ili neonatalno
umrle djece s prirodenim malformacijama (PM) (PM skupina), 1 200 zdrave djece (kontrolna

skupina).
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Skupina ispitanika s prirodenim malformacijma
Izdvojili smo uzorke tkiva parafinskih kocki fetalno ili neonatalno umrle djece,
arhivirane u razdoblju od sije¢nja 2000. do prosinca 2011. godine pri Klinickom zavodu za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split, poStuju¢i dolje napisane kriterije.
Ukljuéni kriteriji bili su:
- dokaz o postojanju najmanje jedne morfoloske anomalije nekog organa ili dijelova
tijela prema Merksu i sur. (81),
- porodaj nakon 28. tjedna trudnoce,
- fetusi kojima je dijagnosticirana intrauterina smrt ultrazvukom prije rodenja ili
novorodenc¢e umrlo do 28-og dana Zivota.
Neonatalna smrt se definira kao smrt u prva 4 tjedna zivota zivorodene novorodencadi.
Iskljuéni kriteriji bili su:
- perinatalno 1 neonatalno umrli u kojih je dokazana konatalna infekcija, fetalni hidrops
1 macerirani plodovi,
- ispitanici u kojih je klini¢ki ili patoanatomski dijagnosticirana neka monogenska
bolest,
- ispitanici u kojih je postojao podatak o maj¢inoj bolesti, uzimanju teratogenih lijekova,
droge i alkohola.
Svi podaci o demografskim karakteristikama kao $to je spol, dob trudnoce, porodajna duljina i
tezina, kronoloSka dob i klinicki podaci o prirodenim malformacijama dobiveni su
retrospektivnom analizom iz medicinske dokumentacije Zavoda za patologiju, citologiju i
sudsku medicinu i Klinike za djec¢je bolesti KBC-a Split.
Klasi¢nom citogenetskom kariotipizacijom dobiveni su kariotipovi djece bilo prenatalno iz
amniocita plodove vode ili nakon rodenja iz periferne krvi. Svi ispitanici, ukupno njih 140,
podjeljeni su u dvije skupine s obzirom na nalaz kariotipa:
1. skupina: 20 ispitanika s dokazanom kromosomskom aberacijom

2. skupina: 120 ispitanika nedokazane geneticke etiologije.

Ovu drugu skupinu ispitanika razvrstali smo u dvije podskupine ovisno o klinickom nalazu

morfoloske anomalije/anomalija:

a) Podskupina s izoliranim PM: konac¢na dijagnoza izolirane malformacije postavljena je na

osnovu nalaza patoloskoanatomske obdukcije ili klinickim ispitivanjem, a ukljucuje

morfoloSku anomaliju jednog organa. Nadalje, s obzirom na specificnu vrstu organa ili
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organskog sustava gdje je nadena jedna morfoloSka anomalija podijelili smo ih u cetiri
kategorije: PSG; kraniofacijalne anomalije, anomalije SZS i rascjepa neuralne cijevi;

anomalije gastrointestinalnog sustava (GIS) 1 AMS-a.

b) Podskupina s multiplim PM: konacna dijagnoza multiplih malformacija postavljena je
temeljem nalaza patoloSkoanatomske obdukcije ili klinickim ispitivanjem, a potom potvrdena
nalazom patoloskoanatomske obdukcije, a ukljucuje morfoloske anomalije viSe organa ili
organskih sustava. U ovu skupinu ukljucili smo neke prepoznatljive malformacije/sekvencije

poput VATER asocijacije, razlicite tipove Potter sindroma, Prune Belly sindroma itd.

Kontrolna skupina ispitanika

Ova skupina ukljucivala je 200 djece u dobi od 0 do 18 godina bez prirodenih
malformacija, a koja su lije€ena zbog neke akutne bolesti na Klinici za djec¢je bolesti KBC-a
Split. Ispitanicima je uzet uzorak venske krvi radi standardne dijagnosticke obrade u svrhu
procjene hematoloskih i biokemijskih pokazatelja potrebnih za nadzor i lije¢enje njihove

bolesti, a izdvojila se 1 epruveta krvi (2 ml) presvuc¢ena EDTA-om iz koje smo izolirali DNA.

3.3.2. Snaga istraZivanja

Potrebna veli¢ina uzorka procijenjena je temeljem omjera izgleda (engl. odds ratio -
OR) koji za pojedinacne polimorfizme iznosi: r1s10951154 OR =2,1; rs326119 OR = 1,9;
19936833 OR = 1,9. Da bi snaga studije bila 80% uz statisti¢ku znacajnost od 0.01
izraCunali smo da nam je potrebno 140 ispitanika po skupini koriStenjem statistickog
programa Quanto (82). Analiza fenotipskih krajnosti pojacava snagu studije (83). Stogaiu
ovoj studiji bez obzira §to vrijednosti OR-a ukazuju na grani¢nu snagu moramo istaknuti da
je rije€ o specificnom uzorku ispitanika. Svi ispitanici skupine PM imali su morfoloSke
anomalije od velikog klini¢kog znacaja tzv. major anomalije i to uglavnom letalnog tipa, a s
druge strane kontrolnu skupinu ¢inila su zdrava djeca bez PM (ekstremna razlika u fenotipu).
Stoga rezultate dobivene ovakvom snagom studije smatramo zna¢ajnim u perinatalnoj

patologiji.

Za polimorfizam rs12329305 OR nije prikazan zbog toga §to ucestalost rjedeg alela za

opcu populaciju iznosi svega 2,2%, a homozigoti za rjedi homozigoti nisu pronadeni prema
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podacima NCBI dbSNP (National Center for Biotechnology Information SNP database) za
srednjouropsku populaciju (engl. Central European - CEU).

Sukladno tome, rs12329305 je polimorfizam s niskom frekvencijom rjedeg alela. Neke studije
definiraju varijante s frekvencijom rjedeg alela izmedu 0,1% i 3% kao rijetke varijante i
ukazuju na to da one rijetke ponekad pokazuju veéi utjecaj na nastanak nekog fenotipa nego li

ucestale varijante (84).

3.4. Metode

3.4.1. Genotipizacija uzoraka

Izolacija DNA 1 genotipizacija izvedeni su u Laboratoriju za biologiju Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Splitu. Genotipiziranje je metoda molekularne biologije kojom se
utvrduju specificni nukleotidi, odnosno aleli na dva homologna kromosoma ispitanika u
istrazivanih polimorfizama, a temeljem kojih se odreduje i genotip pojedinca. U ovom
istrazivanju odredivali smo polimorfne varijante sljede¢ih gena: HOXAI (rs10951154),

FOXF1I (rs9936833), OSRI (rs12329305 i MTRR (1s326119).

3.4.2. Izolacija DNA

Za skupinu ispitanika fetalno i neonatalno umrle djece s PM-om izolirali smo DNA iz
arhiviranih uzoraka formalinom fiksiranih u parafin uklopljenih (engl. Formalin-Fixed,
Paraffin-Embedded - FFPE) razli¢itih tkiva. Sterilno odrezane tkivne uzorke debljine 5
mikrona odlozili smo u tubicu od 1.5 ml, deparafinizirali ksilolom na mijesSalici, potom
centrifugirali pri 14.000 rpm tijekom 2 minute, odbacili supernatant, a talog smo dalje tretirati
prema prilozenim uputama proizvodaca QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Njemacka). Izolacija DNA se sastoji od nekoliko faza: razbijanja stanica i jezgara, uniStavanja
svih stani¢nih proteina, RNA 1 ostalih makromolekula, oslobadanja i ¢iS¢enja DNA od
preostalih proteina i skladiStenja DNA.

Za kontrolnu skupinu genomska DNA je izolirana iz leukocita periferne krvi prema

priloZzenom protokolu prozvodaca QIAamp DNA Blood Mini Kit-ova (Qiagen, Hilden,
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Njemacka). Izolacija se sastoji od nekoliko faza: razbijanja stanica i jezgara, uniStavanja svih
stani¢nih proteina, RNA i ostalih makromolekula, oslobadanja i ¢iS¢enja DNA od preostalih
proteina i skladiStenja DNA.

Koncentracija izolirane DNA se odredila mjerenjem na NanoDrop spektrofotometru
1000 (Thermo Scientific, SAD). Za metodu genotipiziranja uzorak je razrijeden do

koncentracije od 10 ng/pl.

3.4.3. Genotipizacija Cetiri polimorfizma pomocu real-time PCR metode

Polimorfizmi gena ukljuc¢enih u razvoj HOXAI (rs10951154), FOXF1 (rs9936833),
OSRI (rs12329305) i gena MTRR (rs326119) za metabolicki enzim MTRR analizirani su
metodom polimeraza lanc¢ane reakcije u stvarnom vremenu (engl. Real Time Polymerase
Chain Reaction - RT PCR) pomoc¢u ABI 7900 (real-time) (Applied Biosystems, Foster City,
CA).

Real-time PCR je kvantitativha metoda kojom se u svakom trenutku reakcije moze vidjeti
povecanje u koli¢ini DNA produkta.

Za odredivanje alela ova metoda koristi alel-specificne fluorescentne oligonukleotidne
probe koje na svojim krajevima sadrZavaju dvije fluorescentne boje, reportere. Sljedovi alel-
specificnih fluoroscentnih oligonukleotidnih proba za umnazanje PCR-a za Cetiri istrazivana
polimorfizma (SNP-a) bili su:

- 1512329305 C_25994108_20 VIC/FAM, CCGCAGTGCCGCACCTGTGGTCTCG [C/T]
AGGTGGTCTTGCCTCCGGAAGGCTT

- 189936833 C_1937647_20 VIC/FAM, TTTAACAAAACAGAAGTCAAAAGCA [C/T]
TGCCACTCTCTACCACCCTCCTAGA

- 1510951154 C_27262818_10 VIC/FAM, CTGGTAGGTAGCCGGCTGGGGGTGG [C/T]
GATGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTG

- 18326119 C_3068178_10 VIC/FAM, GGCGGTTCATTCACCGAAAGCCAAG [A/C]
TTTTGGTTTGGGTTTCAGTTTAAAT

U ovoj metodi se primjenjuju dvije vrste fluorescentnih proba koje se razlikuju u
jednoj bazi 1 boji kojom fluorescira reporter. Boje koje se najcesce koriste su VIC (zelena) i
FAM (plava). Na drugom kraju probe nalazi se suzbijajuca boja, quencher koja ometa signal s
boje reportera kada su kratko udaljene jedna od druge. TagMan probe, koje sadrzavaju

molekulu koja se veze za 3’ kraj novorastu¢eg lanca (engl. Minor Grow Binder - MGB),

30



pruzaju vrhunske rezultate u odredivanju alela. MGB molekula veze za manji utor DNA
uzvojnice Cime stabilizira kompleks MGB-probe i lanca kalupa. Daljnju stabilizaciju
osigurava duljina probe do 13 baza, §to dodatno osiguravaju nemoguénost sparivanja
neuskladenih baza (engl. mismatch). Dok je proba prihvacena za kalup DNA prije nego
polimeraza zapoc¢ne svoju aktivnost, guencher onemogucava fluorescenciju s reportera. Kada
se proba veze za specificno mjesto na DNA kalupu nakon denaturacije, reakcija se hladi i
pocetnice se vezuju za DNA. Zapocinje djelovanje Taq Gold DNA polimeraze koja dodaje
nukleotide. Detekcija se postize pomocu egzonukleaznog cijepanja 5' alel-specifi¢nih boja
probe. Tada se razdvaja quencher od reportera Sto dozvoljava reporteru da emitira svoju
energiju, odnosno da fluorescira. Suzbijajuca boja quencher gotovo da eliminira pozadinsku
fluorescenciju povezanu s klasi¢énim quencherom i pruza jaci signal i vrhunsku osjetljivost
eseja. Uz pomo¢ racunala to se moZe kvantificirati te odrediti genotip osobe. Fluorescentni
signal daje proba koja se vezala, cita¢ fluorescencije biljezi koli¢inu fluorescencije i
automatski odreduje genotip: homozigoti za jedan alel pokazuju samo zelenu fluorescenciju,
homozigoti za drugi alel samo plavu fluorescencija dok heterozigoti pokazuju obje

fluorescencije.

3.4.4. Statisticki postupci

Statisticka obrada podataka je podijeljena u dva dijela na: analizu kvalitete i analizu

povezanosti.

3.4.4.1. Analiza kvalitete

U prvom dijelu analizirana je kvaliteta dobivenih genotipova (engl. quality control
analysis). Provjere kvalitete su nuzne jer omogucavaju otkrivanje pogreSaka prilikom
genotipiziranja (tj. dodjeljivanja genotipa pojedincu) koje mogu utjecati na rezultat, odnosno
koje mogu prouzrociti lazno pozitivnan ili lazno negativnan nalaz. U ovoj doktorskoj
disertaciji analiza kvalitete, a koja je ukljucila uspjeSnost genotipiziranja, ucestalost MAF-a i
Hardy-Weinberg ravnoteZzu za sva Cetiri istraZivana polimorfizma kod ispitivane i kontrolne

skupine provjerena je programom Haploview 4.1. (85).
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Provijera Hardy-Weinberg ravnoteze

Engleski matemati¢ar Hardy i njemacki lijecnik Weinberg donijeli su 1908. god.
pravilo o konstantnoj frekvenciji alela i genotipova u nekoj populaciji koja se ne mijenja iz
generacije u generaciju. Pravilo vrijedi samo za populacije koje su u geneti¢koj ravnotezi, a to
su populacije bez mutacija, migracije, genetiCkog drifta (slu¢ajne promjene geneticke
strukture uzrokovane vanjskim utjecajem) i prirodne selekcije (86,87).

p = frekvencija dominantnog alela A

q = frekvencija recesivnog alela a

pPA+qa=1

(pA + qa) (pA + qa) = p2AA + 2pgAa + q2aa

HARDY-WEINBERGOVA JEDNADZBA: (p + q)2 = p2 + 2pq + q2

HW (Hardy-Weinberg) pravilo povezuje frekvenciju pojedinog alela s frekvencijom
pripadajuc¢eg genotipa u populaciji diplodnih jedinki i moZe se izraCunati za svaki alel.
Odstupanje od HW ravnoteze u zdravih jedinki moze znaliti da su nastale nepravilnosti
prilikom genotipiziranja ili ukazati na populacijsku stratifikaciju u uzorku. Odstupanje od HW
ravnoteze u bolesnika moZze ukazivati na povezanost istrazivanog polimorfizma s ispitivanim

fenotipom ili bolesti (88).

Ucestalosti MAF-a

Za provjeru uspjeSnosti genotipiziranja najceSce se racunaju i usporeduju ucestalosti rjedeg
alela. Ucestalost MAF-a moze se medusobno usporedivati unutar iste ili izmedu bliskih
populacija i trebala bi imati vrlo sli¢ne vrijednosti. Ujedno provjera MAF-a izmedu kontrolne
skupine 1 opce populacije sluzi nam kao moguca analiza kvalitete. U naSem istraZivanju
provjerili smo ucestalosti MAF-a nase kontrolne skupine za Cetiri istraZzivana polimorfizma
HOXAI rs10951154, FOXF1 1s9936833, OSRI rs12329305 i MTRR rs326119, a dobivene
vrijednosti su usporedene s podacima baze podataka NCBI dbSNP za srednjouropsku

populaciju.

Uspije$nost genotipiziranja

U naSem istraZzivanju uspjeSnost genotipiziranja bila je 91,8%, a nakon §to smo ponovili
genotipiziranje s ve¢om koncentracijom DNA u uzorku, uspjesnost je porasla na 96,5%.

UspjeSnost genotipiziranja ovisi o veli¢ini PCR fragmenta (amplikonu) kod uzoraka DNA
dobivenih iz arhiviranog tkiva. Poznato je da formalin smanjuje ucinkovitost PCR reakcije

zbog unakrsnog povezivanja s proteinima. Dok je morfologija tkiva dobro sacuvana,
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degradacija nukleinskih kiselina se pove¢ava s vremenom pohrane i ovisna je o pH vrijednosti
impregnacije tkiva (89). Zbog degradacije DNA, samo kratke sekvencije mogu biti uspjesno
amplificirane iz ove vrste tkiva, obi¢no manje od 100 baza do maksimalno 300. S rastom
veli¢ine amplificirane sekvencije uspjeSnost genotipiziranja opada. To je problem, jer
istrazivanja polimorfizama i mutacija unutar velikih gena Cesto zahtijevaju analizu dugih

sekvencija (90).

3.4.4.2. Analiza povezanosti

Drugi dio statisticke obrade bila je analiza povezanosti (engl. association analysis)

koja je provedena primjenom programa Haploview 4.1. (85). Ovom se analizom pokuSalo

utvrditi postoji li povezanost ispitivanih alela svakog pojedinacno istrazivanoh polimorfizma s

PM.

Razlike u frekvenciji alela izmedu kontrolne i skupine bolesnika s prirodenim

malformacijama i njenih podskupina

Analizirana je povezanost alelske distribucije svakog pojedinog polimorfizma s pojavom

prirodenih malformacija/kromosomske aberacije primjenom programa Haploview 4.1. (85).

Nakon Bonferronijeve korekcije za multiplo testiranje p vrijednost manja od 0.0125 smatrana
je statisticki znacajnom.

Razlike u frekvenciji genotipova izmedu kontrolne i ispitivane skupine

Primjenom hi-kvadrat testa (x*) i logistike regresije (program Statistika 7.0 i SPSS)
analizirali smo genotipsku distribuciju za svaki pojedini polimorfizam.

Univarijatna 1 multivarijatna logisticka regresija s PM kao zavisnom varijablom te
genotipovima kao prediktorima koristila se za direktnu usporedbu (omjer izgleda) te za
pronalaZenje kombinacije prediktora koja predvida PM bolje od pojedinacnih biomarkera
(usporedba mjera prikladnosti regresijskih modela).

Vrijednosti kategorijskih varijabli izmedu skupina usporedivale su se y’-testom. Rezultati su
se interpretirali na razini znacajnosti p<0.05 uz koriStenje statistickog paketa Statistica 7.0

(StatSoft, Tulsa, SAD).
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Povezanost raspodjele genotipova s odredenim fenotipskim karakteristikama unutar ispitivane

skupine

Razlike u pojavnosti karakteristika kao Sto su spol, gestacijska dob mrtvorodenih i
Zivorodenih, kronoloska dob Zivorodenih, porodajne tezine i duljine ispitanika odredene su >
testom koristec¢i program SPSS.

Univarijatnom logistickom regresijom izra¢unat je OR za pojavnost prirodene malformacije/a
u odnosu na genotipove istrazivanih polimorfizama.

Statisticka obrada razlika u zastupljenosti odredene morfoloske anomalije/anomalija izmedu
ispitanika s dokazanim polimorfnim alelom 1 ispitanika u kojih nije dokazana polimorfna
varijanta u genotipu analizirana je pomo¢u hi-kvadrat (°) testa i logisticke regresije koriste¢i
takoder program SPSS. Rezultati su interpretirani na razini znacajnosti od p<0,05 i nisu
korigirani po Bonferronijevoj korekciji za multiplo testiranje.

Analiza povezanosti Cetiri prouc¢avana polimorfizma s razi¢itim klinickim parametrima

prilagodena za spol ispitanika u€injena je multivarijatnom binarnom logistickom regresijom.
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4. REZULTATI

U istrazivanje je ukljuc¢eno 340 djece, od toga 140 djece s prirodenim malformacijama
(PM) umrle u fetalnom i neonatalnom razdoblju (PM skupina) i1 200 zdrave djece (kontrolna

skupina). Raspodjela ispitanika po skupinama i raspodjela po spolu prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Prikaz ispitanika prema broju i spolu u PM i kontrolnoj skupini

Karakteristike skupine PM skupina Kontrolna skupina
Broj ispitanika (No) 140 200
Spol M/Z* (No)(%) 85(60,7)/55 98(49,0)/102

*M=musko; Z=zensko

U PM skupini bilo je znadajno vise djece muskog spola (x*=4,08; p=0,043 uz Yatesovu
korekciju).

Udio mrtvorodene djece medu ispitanicima s PM bio je 30 (21,4%) dok je udio djece koja su
umrla u neonatalnom razdoblju bio 110 (78,6% ) (tablica 3).

Tablica 3. Prikaz neonatalno umrle i mrtvorodene djece u PM skupini prema spolu i dobi

trudnoce
Neonatalno umrli Mrtvorodeni Ukupno
(No) (%) (No) (%)
Broj ispitanika 110  (78,6) 30 (21,4) 140
Musko/Zensko 68/42 (61,8/38.,2) 17/13  (56,7/43,3) 85/55
DT* (>37/<37) 30/80 (27,3/72,7) 8/22 (26,7/73,3) 38/102

*DT — dob trudnoce u tjednima (ispitanici rodeni na termin >37 tjedana trudnoce;
prijevremeno rodeni ispitanici <37 tjedana trudnoce)

Vecina ispitanika skupine PM umrla je u neonatalnom razdoblju (78,6%) te je rodena prije
vremena s manje od 37 tjedana trudno¢e kako u podskupini neonatalno umrlih (72,7%) tako
1 u podskupini mrtvorodenih (73,3%). U obje podskupine prevladavale su osobe musSkog

spola s nesto ve¢om ucestalosti u podskupini neonatalno umrlih (61,8%) (tablica 3).



Tablica 4. Distribucija ispitanika PM skupine prema kronoloskoj dobi

Ispitanci PM skupine
Dob (h/d)* (No) (%)
0 30 21,4
<lh 8 5,7
Od>1lhdo >24h 45 32,2
>24 h do >7d 27 19,3
7d-28d 30 21,4
Ukupno 140 100

*h=sati; d=dani

Vecina ispitanika PM skupine, njih 78,6% podleglo je smrti u perinatalnoj dobi zbog major
anomalija dok je preostalih 21,4% mrtvorodeno. Perinatalna smrtnost u ovom istrazivanju

ukljucuje sve mrtvorodene nakon 28. tjedna trudnoce, kao i umrle u prvom tjednu zivota.
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Iz medicinske dokumentacije za skupinu ispitanika PM podaci o porodajnoj tezini (PT) 1
porodajnoj duljini (PD) bili su dostupni za 137 ispitanika, a temeljem kojih smo ih svrstali u 9
razreda prema njihovim pripadajuéim percentilama (1., 3., 10., 25., 50., 75., 90., 97., 99. ) s

obzirom na dob trudnoce i spol (slika 12).

40

35
30 4
25 4

20 A

—4=—PD

—=FT

BEE

broj ispitanika
Lh

1. 3. 10. 25 50, 75, 70. 7. 99, pecentile

Slika 12. Graficki prikaz distribucija ispitanika skupine PM prema porodajnoj duljini (PD)
izrazenoj u percentilima za dob trudnoce i1 spol i porodajnoj tezini (PT) izrazenoj u
percentilima za dob trudnoce i spol.

Najveci broj ispitanika pripadao je 25. percentili kako prema PD tako i prema PT.

Od ukupno 140 ispitanika skupine PM, 20 (14,3%) je imalo jednu od najucestalijih
kromosomskih aberacija, a preostalih 120 (85,7%) ispitanika imalo je jednu ili viSe
malformacija. Nadalje, 120 ispitanika iz PM skupine nedokazane geneticke etiologije
podijelili smo u dvije podskupine i to:

— podskupinu s izoliranim malformacijama u koju smo ukljucili 63 ispitanika i

— podskupinu s viSe malformacija u koju smo ukljucili 57 ispitanika (tablica 5).
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Tablica 5. Distribucija ispitanika PM skupine prema klinickim i/ili patoanatomskim nalazima

malformacija/kromosomskih aberacija

Malformacije

Skupina PM

Neonatalno umrli

Mrtvorodeni

Ukupno(%)
Kromosomske aberacije
Trisomija 21
Trisomija 18
Trisomija 13
Ostali (duplikacija 7q)
Nepoznate geneticke etilogije
Multiple malformacije
Izolirane malformacije

PSG

Kraniofacijalne anomalije, SZS
i rascjepi neuralne cijevi

Anomalije GIS
AMS

*QOstale anomalije

(No) (%)
140 (100)
20 (14,3)
10

7

2

1
120 (85,7)
57
63

14

15
16

8

(No) (%)
110 (78,6)

6

— D W OO =

94

45

49

12

12

10

7

No (%)

30 (21,4)

SO NN A

12

14

1

PSG - prirodena sréana greska; SZS - sredidnji Zivéani sustav; GIS - gastrointestinalni sustav; AMS - anomalije
mokra¢nog sustava *Ostale anomalije ukljucuju: 3 bolesnika s gastoshizom + 4 bolesnika s malformacijama
ekstremiteta + 1 bolesnik s cisticnom adenomatoidnom malformacijom tipa 1.

38



Genotipizacija je provedena u 140 ispitanika PM skupine i 200 kontrolnih ispitanika.
Distribucija svih ispitivanih genotipova u PM 1 kontrolnoj skupini podlijeze HW ravnotezi,
osim za 1$9936833, gdje u skupini ispitanika odstupa od HW ravnoteze (p=4x10°).

Stvarna snaga studije potvrdila je ocekivanu snagu od 80% uz sljedece vrijednosti OR za

svaki pojedina¢ni polimorfizam: rs10951154 OR=2,1; rs326119 OR=2,0; rs9936833 OR=1,9.

Tablica 6. Rezultati analize povezanosti frekvencija ispitivanih alela izmedu PM i kontrolne

skupine za navedene polimorfizme

Polimorfizam Ispitivani Frekvencija Frekvencija 3 OR (95%CI)
(Gen) alel (IA) 1A 1A

PM skupina kontrolne

rs10951154 G 0,134 0,166 0,2603 0,76(0,47-1,20)
(HOXAI)

rs12329305 T 0,134 0,056 7x10* 2,86(1,54-5,34)
(OSRI)

1s9936833 C 0,434 0,385 0,2266 1,23(0,88-1,74)
(blizu FOXFI)

rs326119 C 0,587 0,518 0,1118 1,41(0,99-2,02)
(MTRR)

-
IA - ispitivanii alel; *p-vrijednosti dobivene x>~ hi kvadrat testom; vrijednosti p su prilagodene uzimajuéi u obzir
raspodjelu prema podrijetlu populacije (CEU), p <0,0125 smatrana je statisticki znacajna; OR - omjer izgleda
(engl. odds ratio); CI - interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

Analizirana je razlika frekvencija ispitivanih alela izmedu PM 1 kontrolne skupine za Cetiri
navedena polimorfizma. Utvrdena je razlika u frekvenciji ispitivanog alela (T) izmedu PM 1
kontrolne skupine za polimorfizma rs12329305 gena OSRI (’=11,454, p=7X10'4) dok za
ostala tri polimorfizma nije utvrdena razlika u frekvencijama ispitivanih alela izmedu dvije
skupine. OR za nastanak prirodenih malformacija je za 2,86 puta veca u djece s PM ukoliko

postoji alel T za polimorfizma rs12329305 gena OSRI.
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Tablica 7. Razlika u distribuciji genotipova Cetiri ispitivana polimorfizma izmedu PM i

kontrolne skupine

Gen PM skupina Kontrolna X P
Polimorfizam Genotip WNOXEZD) skupina No (%)
HOXAI
rs10951154 AA 105 (78,3) 141 (70,9)

AG 23 (17,2) 50 (25,1)

GG 64,5 8 (4,0)

Ukupno 134 199 2,96 0,227
OSRI1
rs12329305 CcC 93 (78,2) 174 (88,7)

CT 20 (16,8) 20 (11,3)

TT 6 (5,0) 0(0,0)

Ukupno 119 194 13,25  0,0013
blizu FOXF1
1s9936833 TT 26 (22,2) 67 (33,5)

TC 80 (68,4) 112 (56)

CC 11 (9,4) 21 (10,5)

Ukupno 117 200 5,15 0,076
MTRR
rs326119 AA 17 (17,2) 49 (24,6)

AC 49 (49,4) 103 (51,8)

CcC 33 (33,3) 47 (23,6)

Ukupno 99 199 4,048 0,130

e

x—hi kvadrat test, p-vrijednost

Pokazana je statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova za polimorfizam rs12329305
izmedu PM 1 kontrolne skupine (p=0,0013). TT genotip prisutan je isklju¢ivo u PM skupini (6

ispitanika) dok nije naden u kontrolnoj skupini.
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Table 8. Rezultati analize povezanosti distribucije alela OSRI polimorfizma rs12329305 u

podskupinama PM skupine, ¢ija je podjela temeljena na klini¢kim i/ili patoanatomskim

nalazima malformacija/kromosomskih aberacija u odnosu na kontrolnu skupinu

OR (95%CI)
Kontrolna skupina 195 368 22
Skupina PM 119 206 32 0,0007 2,86(1,54-5,34)
Kromosomske aberacije 16 25 7 5x10* 2,03(0,71-5,59)
Multiple malformacije 47 90 4 0,5927 0,18(0,05-0,58)
Izolirane malformacije 56 91 21 1,25x10 S 2,41(1,04-5,66)
PSG 13 17 9 5,12x10° 3,27(1,06-10,09)
Kraniofacij alvne
anomalije, SZS i 8 15 1 0,254 0,25(0,01-2,03)
rascjepi neuralne cijevi
Anomalije GIS 14 26 2 0,7414 0,26(0,04-1,31)
AMS 16 24 8 4,18x10° 1,72(0,57-5,16)
Ostale anomalije* 5 9 1 0,5588 0,46(0,02-3,91)

*p-vrijednosti dobivene y - hi kvadrat testom; OR - omjer izgleda (engl. odds ratio); CI - interval pouzdanosti
(engl. confidence interval); tReferentni nivo ; PSG - prirodena sréana greska; SZS - sredisnji zivéani sustav; GIS
- gastrointestinalni sustav; AMS - anomalije mokra¢nog sustava *Ostale anomalije ukljucuju: 4 bolesnika s
gastoshizom + 1 bolesnik s cisticnom adenomatoidnom malformacijom tipa 1.

Analizirana je razlika u pojavnosti ispitivanog alela (T) polimorfizma rs12329305 gena OSR1,
izmedu specifi¢nih podskupina ispitanika s PM-om i kontrolne skupine. Utvrdena je znacajna
povezanost ispitivanog alela (T) s izoliranim anomalijama (x’=19,092; p=1,25x107) i to s
AMS (y°=16,784; p=4,18x10") i PSG (x’=29,671; p=5,12x10"). U ispitanika s alelom T
omjer izgleda za pojavu izoliranih anomalija 2,41 puta vec¢i u odnosu na ispitanike s alela C.
Pronadena je i razlika u distribuciji polimorfnog alela T u podskupini kromosomskih aberacija
u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika uz rizik pojave iste malformacije za 2,03

puta ukoliko ispitanici imaju alel T u odnosu na alela C (x*=12,178; p=5x107).
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Tablica 9. Rezultati univarijantne logisticke regresije u pojavnosti homozigota za ¢es¢i alel

prema heterozigotima i homozigotima za rjedi alel izmedu PM i kontrolne skupine za Cetiri

ispitivana polimorfizma i spol

Gen Genotip Kontrolna PM skupina OR(95% CI)
skupina

Polimorfizam No(%) No(%)

HOXAI

rs10951154 AAT 141 (71) 104 (78) 0,173  0,68(0,41-1,13) 0,137
AG+GG 58 (29) 29 (22)

OSRI

rs12329305 cc’t 174 (89) 93 (78) 0,012 2,3(1,2-4,3) 0,009
CT+TT 21 (11) 26 (22)

FOXF1

r$9936833 TT * 67 (34) 26 (22) 0,045 1,8(1,0-2,9) 0,034
TC+CC 133 (66) 91 (78)

MTRR

rs326119 AAT 44 (22) 17 (17) 0,399  1,4(0,74-2,5) 0,321
AG+GG 155 (78) 82 (83)

SPOL Al 102 (51) 55(39) 0,043  1,6(1,04-2,5) 0,033
M 98 (49) 85 (61)

*p-vrijednosti dobivene x” testom; **p-vrijednosti dobivene univarijntnom logisti¢kom regresijom;
"Referentni nivo; M-musko; Z-Zensko

Nismo dokazali statisticki znacajne razlike distribucije ispitanika s homozigotnim genotipom
za ceS¢i alel AA 1 ostalim genotipovima (AG+GG) u odnosu na istrazivane skupine za
HOXAI 1510951154 polimorfizam (x> =1,86; p=0,173).

U PM skupini bilo je za 2 puta viSe heterozigota i homozigota za rjedi alel (CT+TT) za
OSR1 1512329305 polimorfizam, nego u kontrolnoj skupini X2:6,3 p=0,012. OR za PM
skupinu je 2,3 puta veci za genotipove CT+TT u odnosu na homozigote genotipa za ces¢i alel
(CO).
U kontrolnoj skupini je za 1,6 puta viSe homozigota za ¢e$¢i alel (TT) za FOXF1 rs9936833
polimorfizma, u odnosu na ostale genotipove (TC+CC), dok je u PM skupini za 1,2 puta vise

ispitanika s ostalim (TC+CC) kombinacijama genotipova u odnosu na kontrolu ¥*=4,0 p=
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0,045. OR je za 1,8 puta ve¢i medu ispitanicima s TC+CC genotipovima FOXFI rs9936833
polimorfizma za pojavu malformacija u odnosu na homozigote za ¢es¢i alel (TT) p=0,034.
Nismo dokazali statisti¢ki znacajne razlike distribucije ispitanika homozigotnog genotipa za
ceS¢i alel (AA) i ostalih genotipova (AC+CC) u odnosu na istrazivane skupine za
polimorfizam rs326119, MTRR gena (x2=0,71; p=0,399).

OR za pojavnost prirodenih malformacija u skupini muskog spola za 1,6 puta veci nego u

skupini zenskog spola (p=0,033).

Tablica 10. Rezultati multivarijantne logisticke regresije u pojavnosti homozigota za ¢esci

alel prema heterozigotima i homozigotima za rjedi alel izmedu PM i kontrolne skupine za

Cetiri ispitivana polimorfizma

Gen Genotip Kontrolna PM skupina OR (95% CI)
skupina

Polimorfizam No (%) No (%)

HOXAI

rs10951154 AAT 141 (71) 104 (78) 0,76(0,41-1,4) 0,397
AG+GG 58 (29) 29 (22)

OSRI1

rs12329305 cc’ 174 (89) 93 (78) 2,0(0,96-4,2) 0,063
CT+TT 21 (11) 26 (22)

FOXF1I

1s9936833 TT | 67 (34) 26 (22) 1,8(0,96 -3,5) 0,06
TC+CC 133 (66) 91 (78)

MTRR AAT 44 (22) 17 (17) 1,5(0,75-3,1) 0,245

rs326119 AG+GG 155 (78) 82 (83)

*p-vrijednost dobivena multivarijantnom logistickom regresijom; 1 Referentni nivo

Multivarijantnom logistickom regresijom potvrdili smo da je OR 2 puta veci kod heterozigota
i homozigota za rjedi alel u skupini PM za polimorfne varijante rs12329305 i rs9936833 na

razini znacajnosti od 94%.
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Tablica 11. Rezultati multivarijantne logisticke regresije u pojavnosti homozigota za ces¢i

alel prema heterozigotima i homozigotima za rjedi alel izmedu PM i kontrolne skupine za

Cetiri ispitivana polimorfizma uskladena za spol

Gen Genotip Kontrolna PM skupina OR (95% CI)
skupina

Polimorfizam No (%) No (%)

HOXAI

rs10951154 AA T 141 (71) 104 (78) 0,76(0,4-1,4) 0,402
AG+GG 58 (29) 29 (22)

OSRI

rs12329305 cc’ 174 (89) 93 (78) 1,9(0,91-4,0) 0,086
CT+TT 21 (11) 26 (22)

FOXF1

1s9936833 TT f 67 (34) 26 (22) 1,9(0,99 -3,6) 0,053
TC+CC 133 (66) 91 (78)

MTRR

1s326119 AA T 44 (22) 17 (17) 1,6(0,76-3,2) 0,220
AG+GG 155 (78) 82 (83)

SPOL VAl 102 (51) 55 (39) 1,8(1,0-3,2) 0,038
M 98 (49) 85 (61)

*p-vrijednost dobivena multivarijantnom logisti¢kom regresijom; + Referentni nivo; M - musko; Z - Zensko

Multivarijantna logisti¢ka regresija s istovremenim utjecajem svih varijabli ispitivane skupine
naspram kontrolnih ispitanika uz ukljuc¢en spol pokazala je da je OR za pojavnost prirodenih
malformacija u skupini muskog spola za 1,8 puta veéi nego u skupini Zenskog spola (p=

0,038).
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Nadalje prikazali smo povezanost raspodjele genotipova s odredenim fenotipskim

karakteristikama unutar ispitivane skupine.

Tablica 12. Rezultati multivarijantne logisticke regresije distribucije genotipova cetiri
ispitivana polimorfizma uz ukljuc¢en spol izmedu skupine ispitanika sa prirodenim sréanim

greSkama (PSG) umrlim u fetalnom i1 neonatalnom razdoblju i ispitanika s ostalim

malformacijama u istoj skupini

Gen Ispitanici Ispitanici

Plimorfizam Genotip bez PSG No (%) sa PSG No (%)

HOXAI

rs10951154 AAT 68 (76) 37 (84) 1,4 0,489
AG 18 (20) 5(11)
GG 44 2(5)
Ukupno 90 44

OSRI

rs12329305 cct 64 (80) 29 (75) 33 0,192
CT 14 (18) 6 (15)
TT 2(2) 4 (10)
Ukupno 80 39

blizu FOXF1

rs9936833 TT' 16 (20,0) 10 (26,0) 0,724 0,696
TC 56 (71,0) 24 (63,0)
CC 709) 4(11)
Ukupno 79 38

MTRR

rs326119 AAT 12 (18) 5(16) 0,085 0,958
AC 33 (48) 16 (52)
CcC 23 (34) 10 (32)
Ukupno 68 31

SPOL Al 32 (34) 23 (51 32 0,074
M 63 (66) 22 (49)
Ukupno 95 45

*p-vrijednost dobivena multivarijantnom logisti¢kom regresijom; fReferentni nivo; M - musko; Z - Zensko

U skupini ispitanika sa PSG-om za 1,5 puta vise je ispitanika Zenskog spola nego u ispitanika

s ostalim malformacijama na razini znacajnosti od 93% (y*=3,2; p=0,074).
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Tablica 13. Rezultati multivarijantne logisticke regresije distribucije genotipova dcetiri
ispitivana polimorfizma uz uklju¢en spol izmedu skupine ispitanika s anomalijama

mokraénog sustava (AMS) umrlim u fetalnom i neonatalnom razdoblju i ispitanika s ostalim

malformacijama u istoj skupini

Gen Ispitanici Ispitanici

Polimorfizam Genotip bez AMS No (%) sa AMS No (%)

HOXAI

rs10951154 AAT 62 (77) 43 (80) 0,517 0,772
AG 15 (19) 8 (15)
GG 34 3(5)
Ukupno 80 54

OSRI

rs12329305 CCt 53 (74) 40 (85) 2,3 0,311
CT 15 (21) 5(11)
TT 4(2) 2(4)
Ukupno 72 47

blizu FOXF1

19936833 TT¥ 17 (23) 9 (26,0) 4,7 0,094
TC 46 (63) 34 (63,0)
cC 10 (14) 1(11)
Ukupno 73 44

MTRR

rs326119 AAT 9 (18) 8 (22) 1,0 0,597
AC 32 (48) 17 (47)
CcC 22 (34) 11 (31
Ukupno 63 36

SPOL 7t 39 (47) 16 (28) 4,3 0,038
M 44 (53) 41 (72)
Ukupno 83 57

*p vrijednost dobivena multivarijantnom logistiCkom regresijom; TReferentni nivo; AMS - anomalije mokra¢nog
sustava; XZ— hi kvadrat test; M - musko; Z - zensko

U skupini ispitanika s ostalim malformacijama je za 1,7 puta vise ispitanika zZenskog spola
nego u skupini s AMS -om, a u skupini s AMS-om je za 1,4 puta viSe ispitanika muskog spola

nego u skupini s ostalim malformacijama na razini znacajnosti od 91% (x> =4,3; p=0,038).

Metodama logisticke regresije nisu dobivene statistiCke znaCajne razlike unutar ispitivane
skupine PM:

- izmedu dobi trudnoc¢e mrtvorodenih i zivorodenih;

- izmedu kronoloske dobi ispitanika (perinatalna dob/neonatalna dob);

- izmedu PT 1 PD ispitanika s obzirom na specifi¢ni tip prirodene malformacije/a.

Podaci stoga nisu prikazani.
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Budu¢i da smo iskljucivo u skupini ispitanika PM pronasli ispitanike homozigotnog genotipa
TT polimorfizma rs12329305 gena OSR]I i to s izoliranim malformacijama srca i mokra¢nog
sustava po nalazu patoloskoanatomske dijagnoze, analizirali smo specificne fenotipske

osobitosti ispitanika.

Tablica 14. Fenotipske karakteristike u Sest ispitanika s homozigotnim genotipom za rjedi

alel T za polimorfizam rs12329305 gena OSRI prema patoloSkoanatomskoj dijagnozi (PAD)

Dob (h)* PT(g)/perc. PD(cm)/perc.

Obliteriran DB 7/40 0 3480/50 52/75
Obliteriran DB M/34 0 1960/25 42/10
HLHS 7/38.5 36 2580/10 48/10
HLHS 7/33 60 1760/25 42/25
Unilateralna

ageneza bubrega 7/28 0 650/3 34/25
Unilateralna

ureterohidronefoza M/40 11,7 3030/10 51/50

*h=sati; PAD - patoloskoanatomska dijagnoza; DT - dob trudnoce u tjednima; DB - Ductus Bottali; HLHS -
sindrom hipoplasti¢nog lijevog srca (engl. Hypoplastic left heart syndrome) PT - porodajna tezina izraZena u
gramima (g), PD - porodajna duljina izrazena u centimetrima (cm); perc. - percentile odredene za dob trudnoce
i spol; M - musko; 7, - zensko

Medu spomenutim TT homozigotima za rjedi alel nema jedinstvenog fenotipa. Prijevremeno
zatvaranje (obliteracija) Ductus Bottali (DB) nalazimo isklju¢ivo u mrtvorodenih dok ostale

PAD moZemo nac¢i od mrtvorodene do kasne Zivotne dobi.
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5. RASPRAVA

U studiji je po prvi put istrazivana povezanost Cetiri polimorfizma gena i to
rs12329305 OSRI, rs10951154 HOXAI, rs9936833 u blizini FOXFI i rs326119 MTRR s
razvojem prirodenih anomalija u perinatalno i neonatalno umrle djece.

Studija je temeljena na hipotezi da predoceni kandidatni polimorfizmi tijekom
embriskog razvoja ¢ine Cimbenike rizika za nastanak razlicitih tipova PA jednog ili viSe
organa, uglavnom od velikog klini¢kog znaenja tzv. major anomalija povezanih s letalnim
ishodom.

Selekcija nasih kandidatnih polimorfizama u spomenutim genima temeljila se na
njihovoj pretpostavljenoj funkcionalnosti tijekom embriogeneze covjeka.

Nekoliko je velikih studija nedavno dalo novi uvid u klju¢nu ulogu gena u pojedinim
embrijskim fazama razvoja srca i bubrega (25,26). Mutacije u genima, ukljucenim u razvoj
covjeka, posljedi¢no uzrokuju odstupanje od normalnog razvojnog procesa u prenatalnom
razdoblju 1 u vecini sluc¢ajeva postnatalno se ocituju plejotropnim fenotipskim uc¢inkom, poput
izoliranih ili multiplih malformacija. Pregledom dosadasnjih istrazivanja izabrali smo
polimorfizme tri gena (OSRI, HOXAI 1 FOXFI) koji kodiraju istoimene proteine s funkcijom
transkripcijskih ¢imbenika i jedan polimorfizam gena metabolickog enzima (MTRR) koji je
uklju€en u vrlo vaZan folatni metabolizam tijekom embrijskog razvoja, a sva Cetiri
polimorfizma utjeCu na ekspresiju jednog ili viSe gena tijekom humane embriogeneze
(18,31,42,49,65). Polimorfizmi spomenutih gena do sada nisu istraZivani u perinatalno i
neonatalno umrle djece zbog razli€itih tipova PA. Neki od njih istrazivani su u studijama
povezanosti sa specificnom razvojnom anomalijom pojedinog organa i organskih sustava u
razli¢itim populacijama, ali nikada s aspekta njihova moguceg plejotropnog ucinka na fenotip
(36,42,49,65).

U istrazivanje je bio ukljucen dio ispitanika s trisomijom kromosoma 7q, 13, 18,1 21,
stoga smo pazili da istraZivani polimorfizmi budu mapirani na kromosomima (2, 5, 7p 1 16)
koji se ne preklapaju sa spomenutim kromosomopatijama da bi smo izbjegli greSke u
genotipizaciji.

Sva Cetiri istrazivana polimorfizma direktno ili indirektno utjeCu na ekspresiju gena
ukljuc¢enih u razvoj pa smo pretpostavili da imaju i vaznu ulogu u patogenezi PM-a, a

posebno onih od velikog klinickog znacenja, tzv. major anomalije.
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Dva polimorfizma rs10951154 gena HOXA1 i rs12329305 gena OSRI ve¢ su od prije
poznati po direktnom utjecaju na svoje kodirajuce proteine zbog polozaja unutar kodirajuéih
podrucja gena (egzonima) (31,42). Buduéi da njihovi proteini imaju funkciju transkripcijskih
¢imbenika pretpostavili smo da i spomenuti polimorfizmi mogu utjecati na regulaciju
ekspresije jednog ili vise gena tijekom humane embriogeneze i doprinijeti pove¢anom riziku
nastanka PA (27,31,42). Sljedeca dva polimorfizma mapirana su u nekodiraju¢im podruc¢jima,
rs9936833 u intergenskom podrucju DNA u blizini gena FOXF1, a polimorfizam rs326119
smjeSten je u intronskom podru¢ju gena MTRR (49,65). lako se fenotipski ucinak dva
posljednja polimorfizma tesko procjenjuje poznato je da takvi polimorfizmi mogu ometati
koordiniranu gensku ekspresiju, stoga smo pretpostavili da bi mogli biti ¢imbenici rizika u

nastanku PM-a (74).

Ova studija je ukljucila 140 ispitanika s PM-ama i kontrolnu skupinu od 200 zdrave
djece. S obzirom na predocene bioloSke osobitosti spomenutih polimorfizama ucinjeno je i
uzorkovanje naSih ispitanika po klasifikaciji Merksa i sur. (81). Svi ispitanici skupine PM
imali su jednu ili viSe PA od velikog klinickog znacenja tzv. major anomalije i to
pretpostavljenog letalnog tipa, a s druge strane kontrolnu skupinu ispitanika €inila su zdrava
djeca bez PM-a. Stoga smo odabirom ispitanika iz dvije fenotipske krajnosti pojacali i
statisticku snagu nase studije (83).

Analiza kvalitete distribucije genotipova u skupini PM 1 kontrolnoj skupini za sva
Cetiri ispitana polimorfizma pokazala je da su u skladu s HW ravnotezom, izuzev rs9936833
koji je pokazao odstupanje od HW ravnoteZe samo u skupini ispitanika s PM -om, §to nam je
ukazalo na mogucu povezanost istraZzivanog polimorfizma s ispitivanim fenotipom, a $to je u
nasem istraZivanju potvrdeno (91).

Najvazniji rezultat ove studije je alelska i1 genotipska povezanost polimorfizma
rs12329305 gena OSRI s razvojnim anomalijama, a posebno s izoliranim malformacijama
srca 1 bubrega.

Istrazivanje je pokazalo statisticki znacajnu razliku u distribuciji T alela za
polimorfizam gena rs12329305 OSRI u skupini djece s PM-ama u odnosu na kontrolnu
skupinu djece (p=7x10"). Kod postojanja T alela rizik za razvoj malformacija je poveéan za
2,86 puta. Pronadena je razlika u distribuciji polimorfnog alela T istog polimorfizma po
specificnim podskupinama PM sa znacajnim razlikama u podskupini izoliranih malformacija
u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika (p=1.25x10 ) §to povecava rizik pojave

izolirane anomalije za 2,41 puta. Nadalje, s obzirom na specificnu kategoriju malformacije
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polimorfni alel T bio je najzastupljeniji u ispitanika s PSG -om i AMS —om $§to povecava
rizik za navedenu anomaliju za 3,27 odnosno 1,72 puta. Temeljem istrazivanja mutacija gena
Osrl na mi§jem modelu zakljucili smo da bi ova polimorfna varijanta mogla doprinijeti
podloznosti nastanka razvojnih anomalija srca 1 mokra¢nog sustava tijekom ranog embrijskog
razvoja i u ¢ovjeka, a moguce je da su mutacije ovog gena letalne u ranoj fazi embrijskog
razvoja (38).

Dokazana je i statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova za polimorfizam
rs12329305, gena OSRI izmedu skupine PM 1 kontrolne skupine (p=0,0013). Dokazali smo
da je polimorfizam rs12329305, genotipova CT i TT, gena OSRI dva puta ¢eS¢e prisutan u
skupini PM (22%) nego u skupini zdravih kontrolnih ispitanika (11%) (p=0,012) uz povecani
rizik (OR=2,3) razvoja prirodene malformacije. Homozigote za rjedi alel genotipa TT pronasli
smo iskljuivo u skupini ispitanika s PM-om dok nije naden u kontrolnoj skupini. U
istrazivanju Zhanga i sur., koje je provedeno na zdravoj djeci, nisu nadeni homozigoti (TT) za
rjedi alel T, dok smo mi u nasoj studiji u skupini PM imali Sest ispitanika s homozigotnim TT
genotipom, $to sugerira funkcionalnost ove rijetke varijante i ukazuje na moguci klinicki
fenotip u humanoj patologiji (42). U istoj studiji provedenoj u Montrealu analizirani su uzorci
bijelaca (176 zdrave novorodencadi) te je pokazana znaajno veca ucestalost polimorfnog
alela T polimorfizma rs12329305 gena OSRI u skupini djece s manjim volumenom bubrega i
povec¢anom koncentracijom cistatina C (42).

Prema istrazivanju literature do sada nije pronadena mutacija u humanom genu OSR/,
a koja se povezuje s klini¢ki prepoznatljivim modelom anomalija (sindromom). TT
homozigoti u ovom istrazivanju pronadeni su iskljuc¢ivo u podskupini izoliranih anomalija i to
u ispitanika sa PSG-om i AMS-om stoga smo isljucili povezanost ovih homozigota sa
sindromom. S klinickog aspekta zanimalo nas je nalazi li se genotip TT homozigota u
fenotipu spomenutih anomalija u dojencadi i1 kasnijoj Zivotnoj dobi. Uvidom u nalaze
patoanatomske obdukcije fenotipovi svih anomalija imali su vrlo varijabilnu klinicku
ekspresiju od letalne do klinicki neprepoznate. Medu letalnim oblicima prirodenih
malformacija, a koju ne nalazimo u kasnijoj zZivotnoj dobi, jest i prijevremeno zatvaranje
(obliteracija) Ductus Bottali (DB). DB ili arterijski kanal je vazna krvna Zila koja omogucuje
protok krvi izmedu pluéne arterije i aorte tijekom fetalnog Zivota. Nakon rodenja prelaskom
na adultni obrazac cirkulacije nastaje spontano zatvaranje DB-a (92). Prijevremeno zatvaranje
DB-a je vrlo rijetka pojava ukoliko se pojavi in utero uzrokuje letalnu respiratornu
insuficijenciju, a pronaden je u fetalnog hidropsa dok neposredno nakon porodaja kao

izolirana malformacija moze uzrokovati letalnu respiratornu insuficijenciju ako se ne
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prepozna na vrijeme (93). Stoga bi genotipiziranje polimorfizma rs12329305 gena OSRI bilo
od velike koristi provesti medu ispitanicima s klinickom dijagnozom fetalnog hidropsa, a koje
smo mi iskljucili iz ovog istrazivanja zbog toga Sto nisu zadovoljavali kriterije po Merksu i
sur. (81).

U provedenoj studiji pokazano je da je ucestalost alela T polimorfizma rs12329305
gena OSRI u uzroku od 200 ispitanika kontrolne skupine hrvatske populacije 5,6%, §to je
sukladno rezultatima ucestalosti alela T u studiji provedenoj u zdrave novorodencadi bijelaca
u Americi (6%) (42). U naSoj kontrolnoj skupini ispitanika nismo nasli homozigote za rjedi T
alel Sto je sukladno nalazima iz dostupne baze podataka NCBI dbSNP, u kojima takoder nisu
pronadeni homozigoti za rjedi alel, a frekvencija rjedeg alela za CEU populaciju iznosi 2,2%.
U skladu s tim, rs12329305 polimorfizam niske frekvencije, pokazao je veliki ucinak za
nastanak prirodenih malformacija u djece umrle u fetalnom i neonatalnom razdoblju, a
posebno u djece s izoliranim malformacija srca i bubrega. Polimorfne varijante s MAF-ovima
izmedu 0,1% i 3% definiraju se kao rijetke varijante, a pojedina istrazivanja su pokazala da
ukoliko su povezane sa slozenim fenotipom ponekad imaju veéi ucinak na fenotip od
ucestalih varijanti (84).

Polimorfizam rs12329305 gena OSRI nalazi se u kodiraju¢em podrucju (egzon 2), a
zamjena alela T za C uzrokuje promjenu sekundarne strukture njegove mRNA. Promijenjena
sekundarna struktura mRNA najvjerojatnije utjeCe na njenu tercijarnu strukturu, koja je
nestabilna pa se posljedicno smanjuje aktivnost i proteinskog produkta, a za kojeg je poznato
da ima ulogu transkripcijskog ¢imbenika (42). Pokazalo se da SNP-ovi koje se nalaze u
kodiraju¢em podrucju i za koje se predvida da oSteCuju strukturu proteina imaju vjerojatno
funkcionalni efekt na fenotipu (94,95).

Na mi§jem modelu dokazano je da gen Osrl/ ima klju¢nu ulogu u ranim fazama
razvoja bubrega i srca (38). Istrazivanja su pokazala da su Osrl protein i njegov homolog
Osr2 protein funkcionalno ekvivalentni u razvoju misa. Osr2 protein postoji u dvije izoforme:
Osr2B i sadrzava tri 1 Osr2A 1 sadrzava pet domena cinkovih prstiju (DNA-vezu¢e domene),
Osr2A protein potiskuje, dok Osr2B aktivira transkripciju aktivnost gena (96,97). Kod miSeva
Osrl protein je strukturni homolog Osr2B proteinu, dijele 65% slicnosti u slijedu
aminokiselina, a 98% su identicni u aminokiselinskim sekvencijama u konzerviranom
podrucju njihovih domena cinkovih prstiju (98). Pretpostavlja se da je njihova strukturna
homologija i1 djelomicna slicnost vazan bioloski mehanizam u embrijskom razvoju i
organogenezi ¢ovjeka, kao i u razvoja misa (98). Na mi§jem modelu dokazano je da je Osrl

protein komponenta signalnog puta u regulaciji embrijskog kardiovaskularnog razvoja. On
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fosforila 1 regulira funkciju mnogih ¢imbenika angiogeneze i njihovih receptora. S druge
strane, neki slucajevi sa smanjenim stvaranjem ili smanjenom bioraspolozivosti
transkripcijskoj regulatornog Osrl proteina izbjegnu kardiovaskularnu malformaciju zbog

ostatne aktivnosti kinaza drugih ¢imbenika uklju€enih u kaskadu Osr1 signalnog puta (99).

Nasa studija nije pokazala statisticki znacajnu razliku u alelskoj distribuciji za
polimorfizam rs9936833 u blizini gena FOXF1 u skupini djece s PM-om u odnosu na
kontrolnu skupinu djece. Univarijantnom logistickom regresijskom analizom nadena je
statisticki znaCajna genotipska povezanost ispitivanog polimorfizma s PM-om. U toj analizi
smo sve ispitanike iz obje skupine (skupinu PM i kontrolnu skupinu) prema genotipu
podijelili u dvije skupine na temeljem prisutnosti ili odsustnosti ispitivanog polimorfnog alela
C u genotipu. U prvu grupu skupinu ukljucili smo dva genotipa: heterozigote (TC)+
homozigote za rjedi alel (CC), a u drugu homozigote za ¢e$¢i alel (TT) i dokazali da je
polimorfizam rs9936833, genotipova TC+CC odnosno onih u kojima je prisutan polimorfni
alel C statisticki znacajno ces¢e prisutan u skupini PM (78%) nego u skupini zdravih
kontrolnih ispitanika (66%) za polimorfizam rs9936833 u blizini gena FOXF1.

S obzirom na potvrdenu genotipsku povezanost polimorfizma rs9936833 gena FOXF1
s prirodenim malformacijama i ve¢u ucestalost genotipova TC+CC u skupini ispitanika s PM-
om, a manju ucestalost TT genotipa, univarijantnom logistickom regresijskom analizom
izraCunali smo koliki je OR za pojavu PM. Dobili smo da je za 1,8 puta ve¢a mogucnost
razvoja PA u ispitanika s genotipovima (TC+CC) u odnosu na homozigote za ¢es¢i alel (TT)
bez polimorfnog alela C. Stoga rezultati nase studije upucuju na njegovu umijeSanost kao
¢imbenika rizika u razvojne poremecaje u perinatalno i neonatalno umrlih bolesnika. Pravi
utjecaj ovih genotipova polimorfizma rs9936833 moci ¢e se objasniti nakon provedene
funkcionalne studije.

Polimorfizam rs9936833 odabrali smo za naSe istrazivanje temeljem povezanosti
njegove lokus pozicije na 16q24.1 1 odredene anomalije (49). On se nalazi u nekodirajuem,
intergenskom podrucju DNA u blizini gena FOXF1 (16q24), a u istoj studiji polimorfni alel C
polimorfizma rs9936833 pokazao se kao ¢imbenik rizika za fenotip Barretova jednjaka stoga
nam je ista studija ukazala na njegovu umijeSanost u embrijski razvoj i strukturu jednjaka
(49). Vecina polimorfizama mapiranih u nekodiraju¢im intergenskim podrucjima DNA utjece
na ekspresiju gena moduliraju¢i regulatorne elemente promotorskog podrucja (cis-djelujuca
podrucja) i tako ometaju koordiniranu gensku ekspresiju (74). Polimorfizam rs9936833

sadrzava viSe DNA-vezuc¢ih mjesta za odredene transkripcijske ¢imbenike kao Sto je FOXP2,
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a koji kontrolira ekspresiju gena od naSeg interesa, FOXFI (49). Gen FOXFI
transkripcijskom aktivnoséu modulira ekspresiju gena specificnih tkiva (npr. pluca i crijeva),
a kad je neaktivan uzrokuje promjene u strukturi jednjaka, posebno njegovu atreziju
(45,46,100). FOXF1 proteini su transkripcijski ¢imbenici esencijalni u organogenezi pluca i
gastrointestinalnog sustava (44,47,101). Studije Shaw-Smitha, Yua i sur. te studija Sena i sur.
pokazale su da su heterozigotne mutacije u genu FOXFI veinom smjeStene unutar
potencijalno DNA-vezuée domene u bolesnika s letalnim razvojnim anomalijama pluca
(ACD/MPV) (48,101,102). Uvijek su wudruzene s multiplim malformacijama srca,
gastrointestinalnog i mokra¢nog sustava, slicnim onima koji se nadu u VACTERL asocijaciji,

dok istrazivanja Agochukwua i sur. to nisu potvrdila (103).

U naSoj studiji za polimorfizam rs10951154 gena HOXAI nije utvrdena statisticki
znacajna razlika ni u alelskoj ni u genotipskoj distribuciji izmedu PM 1 kontrolne skupine.
Moguce objasnjenje nedokazane povezanosti je raznolikost PM u skupini ispitanika, a koja je
ukljucila tzv. major anomalije letalnog karaktera gotovo svih organskih sustava, a medu njima
su prevladavale anomalije kardiovaskularnog i mokra¢nog sustava, bilo izolirane bilo
udruZene s anomalijama drugih organskih sustava. To potvrduje i negativan rezultat studije
Liua i sur. provedene u kineskoj populaciji bolesnika s ventrikularnim septalnim defektom
(VSD) koji su sekvencioniranjem gena HOXAI pronasli 1 druge varijante u egzonu 1, koje
mijenjaju seriju od 10 histidinskih ponavljanja na razli¢itim pozicijama proteinskog proizvoda

od 65 do 74 aminokiseline, ali nesignifikantnog klinickog znacenja (36).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je polimorfizam rs10951154 gena HOXAI
povezan sa spektrom autistickih poremecaja i razvojem moZzdanog debla (31). Concatori i sur.
u svojoj studiji pokazali su da ovaj polimorfizam modulira opseg glave u djece sa spektrom
autistickih poremecaja (32). U svojoj studiji Raznahan i sur. varijantu A218G povezuju s
moguc¢om ulogom genetskog modulatora uklju¢enu u razvoj cerebelarnog sustava, a koji je

upleten u neurobiologiju spektra autistickog poremecaja (35).

Za polimorfizam rs326119 gena MTRR naSe istraZzivanje analize povezanosti nije
pokazalo ni alelsku ni genotipsku povezanost s PA. Nismo dokazali ni statisticki znacajne
razlike distribucije ispitanika s obzirom na prisutnost polimorfnog alela C u njihovim
genotipovima (AC+CC), naspram genotipa AA u istrazivanim skupinama (skupina PM 1
kontrolna skupina). Studija Zhaoa i sur. koja je ukljucila 2340 bolesnika sa PSG-om pokazala

je da je funkcionalni polimorfizam rs326119 gena MTRR, ucestaliji u bolesnika u odnosu na
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kontrolnu skupinu (2270 zdravih ispitanika) u kineskoj populaciji dok istrazivanja u drugim
populacijama nisu provedena (65). Spomenuta studija je dodatnim istrazivanjem pokazala da
ovaj polimorfizam po karakteristikama intronski, vjerojatno smanjuje ekspresiju gena MTRR
jer je poremecena regulacija transkripcijske aktivnosti, S§to rezultira akumulacijom
homocisteina u plazmi. Njihovi rezultati ujedno sugeriraju da su embriji s homozigotnim
deficite, osobito nedostatke metionina i 5-metiltetrahidrofolata. Stoga spomenuta studija
zakljuuje da postojanje rs326119 polimorfizma u fetusa povecava strogu sklonost k

hipometioninemiji 1 hiperhomocisteinemiji (65).

kiseline odnosno da ima polimorfizam 1rs326119 gena MTRR potrebno je u trudnica
primijeniti preventivne mjere nadoknade folne kiseline vitamina B12 1 B6 perikoncepcijski i u

prvom tromjesecju (tijekom embrijskog razdoblja razvoja srca) (65).

Negativni rezultati nase studije za ovaj funkcionalni polimorfizam rs326119 mogu se
objasniti i djelomi¢nim ograni¢enjima u naSem istrazivanju, a odnose se na neuspjesnost
genotipiziranja kod ovog polimorfizma od 12,3%, a koja je je bila gotovo isklju€ivo u
uzorcima DNA dobivene iz arhiviranog tkiva u ispitanika s PM-om, ali ne i u kontrolnoj
skupini. Poznato je da formalin smanjuje u¢inak PCR reakcije zbog degradacije DNA pa
samo kratke sekvencije mogu imati visoku uspjeSnost genotipiziranja (89,90). Ovaj
polimorfizam je ostavljen u analizi povezanosti jer je ispunio ostale provjere kvalitete, a
odnosi se na MAF 1 HW ravnoteZzu. Drugo ograni¢enje ove studije je veli¢ina uzorka i
selekcija ispitanika. Dio ispitanika je isklju¢en zbog neuspjesnosti genotipiziranja pa je manji
i uzorak ispitanika s PM-om. S druge strane, medu naSim ispitanicima bilo je ponajvise
ispitanika sa PSG -om (bilo izoliranih bilo povezanih s drugim anomalijama). Te anomalije
su bile letalnog karaktera, a spomenuta studija je provela istrazivanje u bolesnika isklju¢ivo s

VSD-om, izoliranim PSG-om koji nema znacajniji utjecaj na perinatalni mortalitet (65).

Od ukupno 140 ispitanika PM skupine, njih 20 (14,3%) imalo je jednu od
najucestalijih kromosomskih aberacija. U naSoj analizi povezanosti po podskupinama PM-a
pronadena je razlika u distribuciji polimorfnog alela T za polimorfizam rs12329305 gena
OSRI sa zna&ajnim razlikama u podskupini kromosomskih aberacija (p=5x10 ) u odnosu na
kontrolnu skupini zdravih ispitanika. Kod ispitanika s alelom T rizik za pojave kromosomske

aberacije je povecan za 2,03 puta u odnosu na ispitanike s alelom C. S obzirom na mali
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uzorak ispitanika mozemo jedino spekulirati o mogucoj ukljuenosti 1512329305
polimorfizma u regulaciju razvojnih puteva u ispitanika za kojeg znamo da ima
neuravnotezeni genom (tri kopije gena kromosoma 21 ili kromosoma 18) i u tim slucajevima
moguce pojacava fenotipsku ekspresiju. Ulogu ovog polimorfizma kao genskog modulatora
(pojacivaca) za nastanak specificnih malformacija u poznatim kromosomskim poremecajima

trebalo bi istraziti u budu¢im studijima s ve¢im brojem ispitanika.

U naSoj studiji u skupini ispitanika s PM-om prevladavali su ispitanici muskog spola
61% (85), dok je 39% (55) bilo Zenskog spola. Osvrnuli smo se na neujednacenost izmedu
istrazivanih skupina po spolu i objasnili ve¢ odavno poznatom ¢injenicom da se PA i do 30%
cesce pojavljuju u djece muskog spola (7,8). Nasi rezultati dobiveni metodom multivarijantne
logisticke regresije, s obzirom na pojavnosti ispitivanog polimorfnog alela u genotipu
(homozigoti za rjedi alel + heterozigoti) naspram njegove odsutnosti u genotipu (homozigoti
za ce$¢i alel) izmedu PM i kontrolne skupine uz uklju¢en spol za Cetiri ispitivana
polimorfizma, pokazali su da je OR za pojavnost PM-a u skupini muskog spola za 1,8 puta

vecéi nego u skupini Zenskog spola (p=0,038).

Kochanek 1 sur. u svojem istrazivanju navode da od svih perinatalno umrlih 25-30% su
posljedica teskih strukturnih PA razli¢itih organa (10). U naSoj strogo selektivnoj skupini
ispitanika s PM-om vec¢ina ih je umrla u neonatalnom razdoblju (78,6%), a ovaj se podatak ne
odnosi na sve perinatalno umrle kao u gore spomenutom istrazivanju Kochaneka i sur. (10). Iz
medicinske dokumentacije za skupinu ispitanika PM podaci o porodajnoj teZini (PT) 1
porodajnoj duljini (PD) bili su dostupni za 137 ispitanika. Ispitanike smo prema njihovim PT-
a i PD-a s obzirom na dob trudnoce i spol svrstali u razrede prema njihovim pripadaju¢im
percentilama koristec¢i krivulje rasta prema Olsenu i sur. (104). Vecina ispitanika s PM-om
(72,7%) je prijevremeno rodena s nizom PT i PD (25. percentila) $to se slaze s podacima
istrazivanja drugih studija da djeca s PM-om imaju vecu vjerojatnost da se prijevremeno rode
(nedonoscad) i1 vecu vjerojatnost da budu niske PT (nedostascad), a koji su dodatni ¢imbenici

rizika perinatalne smrti (11,12).

Unutar istrazivane PM skupine zanimalo nas je postoji li razlika u distribuciji
genotipova za Cetiri istraZzivana polimorfizma uz ukljuen spol izmedu ispitanika sa
specificnim razvojnim poremecajem odredenog organa, a naspram ostalih ispitanika koji
ukljucuju ispitanike sa svim ostalim anomalijama unutar istrazivane skupine metodom

multivarijantne logisticke regresije. Analiza je provedena u ispitanika s najucestalijim PM-
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ima, odnosno sa PSG -om (ukljucila je sve ispitanike s izoliranim PSG-om uz ispitanike koji
su uz PSG imali i pridruzenu anomaliju/e drugih organskih sustava) i s AMS-om (ukljucila je
sve ispitanike s izoliranim AMS-om uz ispitanike koji su uz AMS imali i pridruzenu
anomaliju/e drugih organskih sustava). Ovom analizom niti jedan genotip od Cetiri istraZivana
polimorfizma nije bio povezan ni sa PSG-om ni AMS-om. Medutim rezultati analize su
pokazali da je pojava PSG-a za 1,5 puta ¢eS¢a u ispitanika Zenskog spola nego u ispitanika s
ostalim malformacijama na razini znacajnosti 93% (p=0,074) dok je AMS za 1,4 puta ¢es¢i u
muskog spola na razini znacajnosti od 91% (p=0,038).

Poznato je da se specifi¢nost PA povezuje s poveéanim perinatalnim morbiditetom i
mortalitetom (12). U odnosu na incidenciju PSG-a poznato je da se pojedini tipovi PSG-a
¢esce pojavljuju u muskog spola kao $to su transpozicija velikih arterija i opstrukcijske greske
izlaznog trakta lijeve klijetke dok su defekt atrijskog septuma i Ebsteinova anomalija ¢es¢i u
zenskog spola (105,106). Sli¢na zapaZanja odnose se i na AMS 1 naSi rezultati su u skladu s
rezultatima drugih studija. Alicelebi¢ i sur. u svom istrazivanju pronasli su da su anomalije
mokra¢nog sustava u Bosni i Hercegovini bile ¢eS¢e u muskih nego u zenskih ispitanika
(62,37%) dok su Czichos 1 sur. u svom istraZzivanju na obdukcijskim nalazima fetusa i
novorodencadi nasli da su opstruktivne uropatije i ageneze bubrega ¢eS¢e u muskih fetusa 1
novorodencadi (107,108).

Ova studija po prvi put povezuje polimorfizme rs12329305 gena OSRI i rs9936833
gena FOXFI kao ¢imbenike rizika u pojavi razli¢itih tipova PM-a u perinatalno i neonatalno
umrle djece. Polimorfizam rs12329305 gena OSRI pokazao se kao ¢imbenik rizika u razvoju
specificnog tipu izoliranih anomalija i1 to PSG-a i AMS-a u istoj skupini djece. Ovi rezultati
mogu biti iznimno korisni zbog velike ucestalosti PA, a koje su se pokazale kao vode¢i uzrok
smrti u perinatalnom mortalitetu razvijenih zemalja kao i visoke ucestalosti i1 Sirokog
klinickog spektra PSG-a i AMS-a, a koje ¢ine i znacajan dio morbiditeta u svim
populacijama. Stoga bi bilo od koristi ovo istrazivanje provesti na specificnom i1 ve¢em
uzorku ispitanika radi potvrde naSih nalaza. U cilju rasvjetljenja djelovanja rs12329305
polimorfizma gena OSRI kao potencijalnog genetskog modulatora u nastanku specifi¢ne
malformacije u ve¢ poznatim kromosomopatijama trebalo bi isto istraziti u budu¢im studijima

takoder s ve¢im brojem ispitanika.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Dokazali smo povezanost pojavnosti rjedeg alela (T) polimorfizma rs12329305 gena
OSRI s pojavom prirodenih malformacija jednog ili viSe organa.

Polimorfizmi rs12329305 gena OSRI i 1s9936833 gena FOXFI takoder su pokazali
genotipsku povezanost s nastankom prirodenih malformacija.

Pojavnost rjedeg alela (T) polimorfizma rs12329305 gena OSRI povezana je sa
specifi¢nim tipom prirodene malformacije i to malformacijama srca i bubrega u djece

umrlih u perinatalnom i neonatalnom razdoblju.

U skupini djece s prirodenim malformacijama bilo je znacajno vise muske djece.
Analiza genotipske distribucije Cetiri ispitivana polimorfizma uz uklju¢enu varijablu
spola pokazala je takoder vecu pojavnost prirodenih malformacija u skupini muskog

spola u odnosu na Zenski.

Homozigotni genotip za rjedi alel (TT) polimorfizma rs12329305 gena OSRI kojeg
smo pronasli u fenotipu prijevremenog zatvaranja (obliteracije, atrezije) Ductus
Bottali je ujedno 1 etioloski uzrok smrti, in utero letalne respiratorne insuficijencije,

istih ispitanika.
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7. SAZETAK

U ovom istrazivanju proveli smo geneticku studiju povezanosti razli¢itih tipova
prirodenih anomalija s polimorfizmima gena ukljuCenih u razvoj kao Cimbenika rizika
razvojnih poremecaja.

Analizirali smo 140 uzoraka DNA izolirane iz tkiva parafinskih kocki od fetalno ili
neonatalno umrle djece s prirodenim anomalijama a naspram kontrolne skupine zdrave djece
kod Cetiri razlicita polimorfizma gena rs12329305 OSRI, rs10951154 HOXAI, 1s9936833 u
blizini FOXF1 1rs326119 MTRR. Spomenuti polimorfizmi analizirani su metodom real-time
PCR. Analiza povezanosti napravljena je na razini alelske i genotipske distribucije izmedu
dvije ispitivane skupine.

Znagajnu alelsku (p=7x10"%) i genotipsku (p=0,0013) povezanost s prirodenim
malformacijama nasli smo u polimorfizmu rs12329305 gena OSRI. Dodatne analize
povezanosti u istog polimorfizma pokazale su njegovu povezanost s podskupinom izoliranih
anomalija (p=1.25x107) i to sa razvojnim anomalijama srca (p=5,12x10") i bubrega (p=4,18
x 107).

Polimorfizam rs9936833 u blizini gena FOXFI pokazao je genotipsku povezanost s
prirodenim malformacijama (p=0,034), dok ostala dva polimorfizma nisu pokazala.
Analizom distribucije genotipova ispitivanih polimorfizama uz ukljucen spol utvrdili smo da
je OR za pojavnost prirodenih malformacija u skupini muskog spola za 1,8 puta veci nego u
skupini zenskog spola (p=0,038).

Rezultati ovog istraZzivanja po prvi put su pokazali da su polimorfizmi rs12329305
gena OSR1 11s9936833 gena FOXF 1, kao i muski spol, ¢imbenici rizika za nastanak razli¢itih

tipova prirodenih malformacija u mrtvorodene/neonatalno umrle djece.
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8. SUMMARY

The OSRI1, FOXF1, HOXAI and MTRR Gene Polymorphisms as Risk Factors for

Congenital Malformations

We tested the association of four development-related gene polymorphisms with
congenital anomalies. We assumed that those polymorphic variants may be a risk factor for
developmental disorders.

We analyzed 140 DNA samples isolated from archived paraffin tissue of deceased
patients in whom fetal/neonatal autopsy examination had shown congenital malformations
versus a control group of healthy children for four different polymorphisms: OSRI
1s12329305, rs9936833 near FOXFI, HOXAI rs10951154 and MTRR 1s326119. These
polymorphisms were genotyped using the TagMan allelic discrimination assay. Association
analysis was performed on the allelic and genotypic distribution between the two tested
groups.

Significant allelic and genotypic association with stillborn/neonatal death was
observed for rs12329305 (p=7x10"*, p=0.0013, respectively). In addition, association analysis
for the same polymorphism was shown in the subgroup with isolated anomalies
(p=1.25x10"), particularly in the subgroup of cases with kidney and heart anomalies (p=4.18
x 107, p=5.12x 10°%, respectively).

Polymorphism rs9936833 near the FOXF1 gene showed only genotypic association
with congenital malformations (p=0.034), when we compared minor allele heterozygotes and
homozygotes versus major allele homozygotes, while the other two polymorphisms were not
revealed. We also found that the OR for congenital malformations occurrence was 1.8 times
higher in males than in females (p = 0.038), when we analysed the genotypic distribution of
four examined polymorphisms along with sex.

This is the first study, as far as we know, that showed the OSR/ gene polymorphism
1s12329305 and rs9936833 near FOXFI, as well as male sex, are risk factors for different

types of congenital malformations in cases of stillborn/neonatal death.
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