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POPIS KRATICA

AAV — adeno zdruzeni virus (od engl. adeno-associated virus)

ATP — adenozin trifosfat

EBV-a

CD4/CD8 — podvrsta limfocita T

CGH — komparativna genomska hibridizacija (od engl. comparative genomic hybridization)
CIN — cervikalna intraepitelna neoplazija

CMYV - citomegalovirus

CPI/CPII G — konsenzus pocetnice za dokazivanje HPV reakcijom PCR

CV —koeficijent varijacije

CVH - hemoragija korionskih resica (od engl. chorionic villous hemorrhage)

DAB — diaminobenzidin

dNTP — deoksinukleotidi

DI — DNA indeks

DOP — degenerirane oligonukleotidne pocetnice za metodu DOP-PCR (od engl. degenerate
oligonucleotide primers)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (od engl. deoxyribonucleic acid)

E —rano (od engl. early)

EA/D — rani antigeni/difuzni (od engl. early antigens-diffuse)

EA/R —rani antigeni/ograniceni (od engl. early antigens-restricted)

EBV — Epstein Barr-ov virus

EHGS — Europsko udruzenje za humanu genetiku (od engl. European Human Genetic Society)
EBNA — antigeni jezgre 1-6

ECA — Europsko udruzenje za citogenetiku (od engl. European Cytogenetic Association)



EDTA — antikoagulans (od engl. ethylene diamine tetraacetic acid)

ELISA — seroloSka metoda (od engl. enzyme-linked immunosorbent assay)

FAAH — enzim koji razgraduje anandamid (od engl. fatty acid amide hydrolase)

FISH — fluorescentna hibridizacija in situ (od engl. fluorescent in situ hybridization)
G1 — faza stani¢nog ciklusa (od engl. gap — praznina)

G2 — faza stani¢nog ciklusa (od engl. gap — praznina)

Gp5/6 — konsenzus pocetnice za dokazivanje HPV metodom PCR

GTG — giemsa-tripsin-giemsa (metoda pruganja kromosoma)

HCG — humani korionski gonadotropin (od engl. human chorionic gonadotropin)
HEPES — puferirana fiziolo§ka optopina (od engl. N-2-hydroxyethylpiperazine-propanesulfonic
acid)

HHV — humani herpes virus (od engl. human herpes virus)

HIV — virus humane imunodeficijencije (od engl. human immunodeficiency virus)
HLA — humani leukocitni antigen (od engl. Auman leukocyte antigen)

HM - hidatiformna mola ( od engl. hydatiform mole)

HP1 — protein heterokromatina

HPV — humani papilomavirus (od engl. human papilomavirus)

HPVpU — pocetnica za umnozavanje zlocudnih tipova HPV-a

HPV-TM - kontrolni templat za umnoZavanje zlocudnih tipova HPV-a metodom PCR
HV — Hrvatska vojska

ICSI — intracitoplazmatska spermalna injekcija (od engl. intracytoplasmic sperm injection)
Idiogram-shematski prikaz kariograma

IgM — imunoglobulini klase M

IgG — imunoglobulini klase G



IFN-a — interferon alfa

IUZR — intrauterini zastoj rasta

IVF —in vitro fertilizacija

Kariotip-kromosomska karta pojedinca

L — kasno (od engl. /ate)

LAK — stanice (od engl. lymphokines active killer cells)

LMP — «latentni» membranski protein (od engl. latent membrane protein)
M — mitoza (faza stani¢nog ciklusa)

MHC — glavni sustav tkivne prepoznatljivosti (od engl. major histocompatibility complex)
MORH — Ministarstvo obrane Republike Hrvatske

MTHEFR — gen/protein (od engl. methylene tetrahydrofolate reductase)
My09/My11 — konsenzus pocetnice za dokazivanje HPV-a metodom PCR
NTD - defekt neuralne cijevi (od engl. neural tube defect)

ORF — otvoreni okvir ¢itanja (od engl. open reading frame)

pB — parovi baza

PBS — fosfatni pufer (od engl. phosphate buffered saline)

Peg3 — gen/protein

PC04 1 GH20 — pocetnice za globin

PCR - lancana reakcija polimerazom (od engl. polymerase chain reaction)
PGD — preimplantacijska genetska dijagnoza

PHA — fitohemaglutinin (engl. phytohaemagglutinine)

PVC — polivinil klorid (od engl. polyvinil chloride)

p53 — gen/protein 53



R —regulacijski (engl. regulatory)

RB — retinoblastom

RFLP — polimorfizan odredivanjem duljine restrikcijskih ulomaka (od engl. restriction fragment
length polymorphism)

RNA - ribonukleinska kiselina (od engl. ribonucleic acid)

RSV — respiracijski sincicijski virus

RT-PCR — metoda (od engl. real-time PCR)

SCC — karcinom plocastih stanica (engl. squamous cell carcinoma)

SSC — otopina natrij klorida i natrij borata (od engl. sodium chloride and sodium citrate)
SIOP — Internacionalno drustvo za pedijatrijsku onkologiju (od engl. Society of International
Oncology Paediatric)

S — sinteza (faza stani¢nog ciklusa)

SSS — srednja stru¢na sprema

STD — spolno prenosive bolesti (od engl. sexually transmited diseases)

Taq — enzim izoliran iz termofilne bakterije Thermus aquaticus

TBE — tris/borat/EDTA otopina

TaKaRa — BiotehnoloSka kompanija

TK — tirozin kinaza

TNF — ¢imbenik nekroze tumora (od engl. tumor necrosis factor)

TORCH - toksoplazma, rubeola, citomegalovirus, herpes

UPD — uniparentalna disomija

VSS — visoka stru¢na sprema

VCA - virus kapsidni antigen

ZEBRA — Z-aktivator replikacije virusa EBV (od engl. Z EBV replication activator)



1. UVOD
1. 1. KROMOSOMI

Kromosome je prvi otkrio C. von Négel 1842. godine, a naziv im potjece od grcke rijeci
koja znaci obojeno tjeleSce. Kromosomi su kromatin, to¢nije kromatinske niti (1, 6). Nalaze se u
jezgri stanica, a izgradeni su od jedne molekule DNA 1 brojnih proteina. Kromosom je izgraden
od molekule DNA koju debljina proteina vezanih na vanjsku povrs$inu molekule dijeli u 2 kraka
odvojena centromerom (u podrucju centromere sloj je proteina najtanji). Kratki krak oznacava se
slovom «p» (od fr. petit: mali), a dugi krak sa «q» (prema sljede¢em slovu ftr. abecede). Broj
kromosoma je stalan i1 karakteristi¢an za svaku vrstu. Covjek ima 46 kromosoma, tj. Zena 46,XX,
a muSkarac 46,XY. Nepravilan broj pojedinog para kromosoma nazivamo aneuploidija, tj. >46 i
<46. Osnovni mehanizam nastanka aneuploidije je nerazdvajanje kromosoma tijekom mejoze ili
mitoze. Javlja se u 4% svih trudnoca. NajCe$¢i su uzrok pobacaja 1 rodenja djeteta s
malformacijama i/ili mentalnom retardacijom. Jerome Lejeune je 1959. godine otkrio pojavu

viSka kromosoma (47) u osoba s mentalnom retardacijom, tj. Downovim sindromom (slika 1) (1).

Naziv kromosom rabi se za oznaku kromatinske niti kad je stanica u mitozi ili mejozi, a
obrnuto, naziv kromatinska nit, za oznaku kromosoma kada je stanica u interfazi. Jedina razlika
izmedu kromatinskih niti i kromosoma je stupanj spiralizacije molekule DNA. Molekula DNA u
kromatinskoj niti slabije je spiralizirana nego u kromosomu. Stoga se pojedinacne kromatinske
niti, koje se na pocetku mitoze jako spiraliziraju, vide mikroskopom kao zasebne «tvorevine» -
kromosomi. Tijekom interfaze pojedinacne je kromatinske niti nemoguce vidjeti. Zbog duzine 1
isprepletenosti vide se kao tamnija (heterokromatin) i svjetlija podru¢ja (eukromatin) niti,

odnosno jezgrica (lat. nucleolus).

Pojedinana kromatinska nit jedne vrste stanica pojedinim svojim dijelovima moze



istovremeno pripadati i1 heterokroimatinu i eukromatinu i jezgrici. U nekoj drugoj vrsti stanica
istog organizma ta ista kromatinska nit moZe pripadati heterokromatinu, eukromatinu i jezgrici
svojim drugacijim dijelovima. Ovo je zbog €injenice da se na heterokromatinu nalaze geni koji u
doti¢noj stanici nisu transkripcijski aktivni. Dijelovi kromatinske niti koji nose, za tu stanicu
transkripcijski aktivne gene, ¢ine u stanici eukromatin. Dijelovi kromatinskih niti na kojima se
nalaze geni koji kodiraju sintezu ribosomalne RNA tvore jezgricu. Na zavrSecima svakog kraka
kromosoma (molekule DNA) nalaze se telomere. To su specijalizirani dijelovi DNA sastavljeni

od uzastopno ponovljenih nizova nukleotida s bazama TTAGGG.

Centromera je poseban dio kromosoma na koji se tijekom mitoze vezuju niti diobenog
vretena. Centromera je heterokromatin izgraden od satelitne DNA. Iako na klasi¢cnim mjestima,
npr. u pericentromernom podruc¢ju, vidimo sli€ne koli¢ine heterokromatina postoje slucajevi
kada se koli¢ine materijala znatno razlikuju. Tada govorimo o polimorfizmu konstitutivnhog
heterokromatina. On je naroCito izraZzen na pojedinim kromosomima 1, 9, 16, Yq, satelitima

kromosoma 13, 14, 15, 211 22.
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Slika 1. Kariogram (47, XY+21) - trisomija 21, Downov sindrom.



Svaka gameta sadrzi haploidni broj kromosoma. Diploidni broj kromosoma stvara se
ponovo nakon oplodnje, tj. nakon spajanja projezgre spermija s projezgrom jajne stanice. Naime,
u jajnu stanicu ne ulazi cijeli spermij nego samo njegova jezgra (rep i tijelo spermija ostaju izvan

jajne stanice).

Zanimljiva je 1 Cinjenica da proces nastanka jajne stanice (pocetak mejoze, profaza I)
zapocinje ve¢ za vrijeme fetalnog razvoja zenskog djeteta - tijekom osmog mjeseca intrauterinog
zivota. Zato se odmah nakon rodenja u jajnicima Zenskog novorodenceta ve¢ nalazi oko 3
milijuna oocita I reda u fazi profaze I mejoze. U ovom obliku ostaju sve do puberteta. Tek se u
pubertetu mejoza oocita I reda nastavlja tijekom menstruacijskih ciklusa. Zametne stanice
germinativnog epitela sjemenika ponaSaju se razlicito. Tek u vrijeme puberteta iz njih, procesom
mitoze, nastaju brojne spermatogonije, a potom 1 spermatocite I reda iz kojih, neprekidnim

mejozama cijelog fertilnog razdoblja Zivota muskarca, nastaju milijuni zrelih spermija.

Najvazniji dogadaj mejoze je pojava crossing over-a, tj. izmjena dijelova kromatida

izmedu homolognih kromosoma, ¢ime se osigurava rekombinacija genetskog materijala (1, 2, 5).

Nerazdvajanje kromosoma homolognog para nakon crossing over-a Cesto je tijekom
ljudske gametogeneze. Kako u tom slucaju jedna gameta dobije oba kromosoma jednog para
(disomi¢na gameta) a druga niti jedan (nulsomi¢na gameta), jedna je tre¢ina embrija, nastalih od

takvih gameta, trisomicna ili monosomicna.

Nerazdvajanje se moze dogoditi i u drugoj mejotskoj diobi za vrijeme anafaze II, kada se
kromatide jednog kromosoma u normalnim uvjetima razdvajaju da bi se napokon, nakon telofaze
II, nasle u buduc¢oj gameti. I u ovom slucaju nastaju disomicne ili nulsomi¢ne gamete koje, ako
sudjeluju u oplodnji, uzrokuju razvitak trisomi¢nih ili monosomi¢nih embrija.

Uzroci nerazdvajanja jo§ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni. Hipoteze ukljucuju
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nastanak prolongiranih sinapsi koje onda povlace oba kromosoma u istu stanicu — kéer, odnosno

nedostatak pravilnih sinapsi zbog ¢ega se kromosomi ne mogu poredati uz metafaznu plocu.

Tijekom oogeneze vecina se nerazdvajanja dogada u prvoj mejotskoj diobi, najcesce u
parovima kromosoma brojeva 8, 13, 15, 16, 18, 21, 22 i X. Tijekom spermatogeneze Cesta je
pojava nerazdvajanja za 22. par kromosoma. Tijekom oogeneze CeSce je nerazdvajanje autosoma
(prva mejotska dioba), a tijekom spermatogeneze nerazdvajanje gonosoma. Zbog toga je u
muskaraca Cesta aneuploidija 47, XYY (dvostruki Y), odnosno 47, XXY (Klinefelter sindrom u
50% slucajeva). Monosomija kromosoma X najceS¢e se zbiva zbog manjka ocevog kromosoma
X. Nerazdvajanje koje nastupa jedno iza drugog u obje mejotske diobe moze dovesti do
tetrasomije (polisomija X). Drugi nacin nastajanja dvostruke aneuploidije je nerazdvajanje istog
para kromosoma u gametama roditelja. Ako nerazdvajanje nastaje u drugoj mejotskoj diobi,
zigota ¢e imati dvije kopije jednog roditeljskog homologa. Ova se pojava naziva uniparentna

disomija (UPD).

Nerazdvajanje kromatida moze se dogoditi i za vrijeme mitoze. To je tzv. mitotsko

(somatsko, postzigotno) nerazdvajanje. Uzrokom je nastanka mozaicizma.

Prerano odvajanje kromatida je drugi nacin nastanka aneuploidije. Dogada se zbog
preranog odvajanja sestrinskih kromatida. Umjesto u anafazi II odvoje se u anafazi I, pa tako
oocita u drugoj mejotickoj diobi (do anafaze II) nosi 23 kromosoma izgradenih od dvije
kromatide s dodatkom jo§ jedne kromatide (23 + 1/2). Polociti I reda stoga manjka jedna
kromatida. To je tzv. nebalansirano prerano odvajanje kromatida. Ukoliko se isto (prerano
odvajanje sestrinskih kromatida) dogodi s oba kromosoma koji ¢ine homologni par kromosoma,
onda oocita tijekom druge mejotske diobe nosi 22 kromosoma sastavljena od joS uvijek

povezanih sestrinskih kromatida, plus jo§ dvije zasebne kromatide. Ovo je balansirano prerano
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odvajanje kromatida.

Jedini dokazani uzrok nastanka preddiobe i nerazdvajanja je dob; potvrden je ¢eS¢om
pojavom u majki starijih od 35 godina. Prerano odvajanje je CeS¢i uzrok aneuploidije od
klasi¢nog nerazdvajanja i ¢e$¢i je u starijih majki. Posebno veliki broj aneuploidija uzrokovanih
nerazdvajanjem nastaje tijekom oogeneze, vjerojatno zbog propadanja, tijekom vremena,
¢imbenika koji podupiru adheziju homolognih kromosoma. Naime, za uspjesno odvajanje
homolognih kromosoma tijekom prve mejotske diobe nuzno je odrzavanje fizicke veze (adhezije)

izmedu dva homologna kromosoma sve do I anafaze.

Druga teorija govori o vaznosti “motornih proteina”; to su proteini centromera i diobenog
vretena. Njima se centromere dviju sestrinskih kromatida veZu za niti diobenog vretena samo
jednog (istog) pola stanice. Adhezija i djelovanje «motornih proteina» smanjuje se d godinama
zene. U kombinaciji s lokalnim ¢imbenicima (kao Sto je ostatak oocita u ovariju) i ostalim
¢imbenicima organizma, kakva je promjena razine hormona hipofize s godinama Zivota, uzrokuju
oStec¢enje jedinstva procesa mejoze. Prema ovim saznanjima jasno je da starija Zena ima vecu

sklonost stvaranju aneuploidnih zametaka (1, 3).

Razumijevanje mehanizama kojima se odrzava integritet jezgre te mehanizama kojima se
reguliraju 1 koordiniranja zbivanja u jezgri gotovo su nejasni. Jedino je sigurno - virusne
infekcije, ekspresija onkogena i1 nasljedne bolesti mogu prouzrociti duboke i specificne promjene
u njenoj organizaciji i funkcioniranju. S genetskog su stajaliSta kromatinske niti jezgre stanice u
interfazi od kljuénog znacCenja. U takvoj jezgri pojedine kromatinske niti tj. kromosomi
zauzimaju povrsine koje nazivamo kromosomskim teritorijima (podru¢jima). Ova su podrucja

medusobno odijeljena kanalima, tzv. interkromosomskim podruc¢jima ili domenama.

Aktivni geni pojedinih kromatinskih niti grupiraju se na periferiji kromosomskih
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podrucja. Stoga se i molekule mRNA najceS¢e nalaze na povrsini tih teritorija. Odatle prelaze
(tijekom procesiranja) u kanale interkromosomskih podrucja kojima «putuju» do pora membrane
jezgre kroz koje izlaze u citoplazmu. Proizlazi da, u usporedbi s manje aktivnim genima pojedine
stanice, aktivni geni zauzimaju vecu povrSinu povezanu s kanalima interkromatinskih podrugja.
U pojedinoj se stanici transkripcijski aktivni i neaktivni geni jedne kromatinske niti izmjenjuju
pravilno. Medutim, zbog duzine kromatinske niti i njezinog «spetljanog» izgleda za vrijeme
interfaze, podrucja transkripcijski aktivnih u odnosu na transkripcijski neaktivne gene jedne
kromatinske niti strogo su odijeljene unutar zasebnih kromosomskih teritorija. Transkripcijski
aktivni geni, koji se repliciraju ranije za vrijeme S-faze interfaze, dio su kromosoma koji
nazivamo R-podrucja. Suprotno tome, transkripcijski slabije aktivni geni grupirani su u tzv.
G-podrucjima. R-podrucja kromatinskih niti nalaze se obi¢no u unutrasnjosti jezgre (eukromatin),

a G-podrucja smjestena su u periferiji, uz membranu jezgre (heterokromatin).

U kromosomima su, zbog njihove izrazene kondenziranosti, G-pruge i R-pruge (podrucja)
blizu jedne drugima. Na kraju mitoze, kada se kromosomi ponovo despiraliziraju 1 pretvaraju u
kromatinske niti, razdvajanje R-pruga 1 G-pruga u odvojene dijelove kromosomskih teritorija nije
zanemariv proces. Kako tijekom pojedinih faza Zivotnog ciklusa stanice neki geni mogu u
jednom trenu biti transkripcijski aktivni a u nekom drugom neaktivni, jasno je da se pregrupiranje
dijelova kromatinskih niti iz eukromatinskih u heterokromatinska podruc¢ja i obrnuto, dogada

stalno, tijekom cijele interfaze (1, 6, 7, 8, 9, 10).

1. 2. ZAMETAK I TRUDNOCA
Zacece 1 trudnoca su istodobno vrlo ranjiv i vrlo mocan proces. Ranjiv je zbog ¢injenice
Sto znaCajan postotak zametaka nosi abnormalosti kromosoma zbog kojih ¢e vecina trudnoca

zavrSiti pobacajem. Mocan je zbog Cinjenice da vise od 99% trudnoca zavrsi rodenjem zdravog
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djeteta (2).

Nebalansirane promjene kromosoma (aneuploidija) nalaze se u manje od 1% novorodene
djece. Medu svim ispitivanim vrstama ljudi su najviSe skloni stvaranju aneuploidnih spolnih
stanica. Warburton je ovu pojavu objasnio pozitivnom selekcijskom evolucijom: pobacaj embrija
s aneuploidijom omogucuje bolji razvoj Zivih srodnika, povecavaju¢i im mogucénost da dozive

dob kada ¢e 1 oni biti sposobni za reprodukciju (2, 10).

Brojcano, spermija se stvara znatno viSe nego jajnih stanica. Ipak, je 25 - 50% jajnih
stanica citogenetski promijenjeno. Ve¢inom se radi o hiperhaploidiji (24 kromosoma, jedan
kromosom viSka). U hipohaploidiji nedostaje jedan kromosom (n = 22). Ovakvim
abnormalnostima mogu nastati zigote s trisomi¢nim i monosomi¢nim brojem kromosoma.
Moguénost nastanka aneuploidije raste s dobi majke, a naj¢esce je prouzrocena nerazdvajanjem

kromosoma (2).

Primjerice, od 20 000 kariotipiziranih spermija zdravih osoba 10% nosi promjene
kromosoma (1). Aneuploidija se nalazi u oko 1-3% spermija, a 5-10% nosi strukturne promjene
kromosoma. Mnoge od tih promjena nastaju tijekom spermatogeneze kao neposredna
postmitotska promjena. Ako aneuploidna gameta (nulsomi¢na ili disomi¢na) oplodi normalnu
gametu nastaje aneuploidni zametak (monosomik ili trisomik). Diploidna gameta u kombinaciji s
normalnom gametom stvara triploidni zametak. Ako pretpostavimo da otprilike 20% oocita moze
biti aneuploidno, a da 10% spermija nosi neku promjenu kromosoma i uz uvjet da imaju jednaku
oplodnu sposobnost, mozemo ocekivati oko 30% zametaka s nekom nenormalno$¢u kromosoma.
Triploidija moZze nastati 1 zbog dispermije (dva spermija oplode jednu jajnu stanicu). Samo jedna

nenormalna postziogoti¢na stani¢na dioba stvara mozaicizam, $to je Cest slucaj.

Kratko razdoblje brazdanja i pretvorba embrija iz morule u blastocistu, glavno je
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razdoblje tijekom kojeg nastaju mnoge nenormalnosti kromosoma koje mogu uzrokovati
pre-“embrijski arest”. Ukoliko se to ne dogodi, razvoj blastociste se nastavlja uobi¢ajenim
razdobljima embrionalnog razvitka tijekom kojih uvijek postoji moguénost odbacivanja embrija.
Gubitak trudno¢e u kasnijem dijelu prvog tromjesecja ili ranijem dijelu drugog tromjesecja

prepoznaje se kao “klinicki pobaca;j”.

Jedan dio zametaka Covjeka nosi letalno genetsko opterecenje i stoga se ne implantiraju. I
takve, neimplantirane morule ili blastociste, takoder smatramo trudnoama pa se i njihovo
odbacivanje smatra pobacajem. Prolazna implantacija moze biti povezana s blazim poremecajem
menstruacijskog ciklusa. Ipak, Zena se moze «osjecati» trudnom zbog uobicajenih hormonskih

promjena (1, 2).

Monosomija i jak mozaicizam mogu biti letalni 1 prije no $to se morula pretvori u
blastocistu, ili samo dosegne stadij blastociste. Ucestalost i udio aneuploidije u blastocisti
jednaka je kao i u pobacaju koji se dogada u kasnijem dijelu prvog tromjesecja trudnoce. U
kasnijem dijelu prvog tromjesecja trudnoce (uglavnom pred kraj) dogada se otprilike 10-15%
klinickih, odnosno spontanih pobacaja. U oko 50% takvih sluCajeva postoje promjene
kromosoma (1, 3, 8). Promjene kromosoma nadene su u jo§ ve¢em broju zametaka pobacenih
prije 10. tjedna trudnoce, u 60% zametaka nadene su trisomije (1, 4, 5, 13). NajceScée su to
trisomija kromosoma 16 (17), monosomija kromosoma X 1 triploidija. Najce$¢i uzrok
aneuploidije je nerazdvajanje kromosoma tijekom oogeneze; ovo se osobito odnosi na
kromosome 13, 14, 16, 21 i 22. Triploidija moze biti i odraz diandrije ili diginije, odnosno
udvostru¢enog materijala koji dolazi od oca ili majke. Najveci broj triploidnih zametaka pobaci
se izmedu 10. 1 20. tjedna trudnoe. Vec¢ina ih je diandri¢na. Diandrija je uvijek posljedica

oplodnje jedne jajne stanice s dva spermija (dispermija). Diginija naj¢eSc¢e nastaje zbog diploidne
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jajne stanice; moze nastati zbog nerazdvajanja cijelog seta kromosoma u prvoj ili drugoj
mejotskoj diobi, zadrzavanjem polarnog tjeleSca ili oplodnjom primarne oocite. Uniparetalna

disomija nije uzrok pobacaja (1, 3).

Embrio i fetus mogu ali ne moraju biti prisutni u materijalu dobivenom nakon spontanog
pobacaja. Kod vrlo izrazene neorganiziranosti rasta u tkivu se ne raspoznaju dijelovi embrija
(prazna 1 anembrijska vreca, ili hydrovum, ili blighted ovum). U blazim oblicima neorganiziranog
rasta raspoznaju se cefali¢ni 1 kaudalni dijelovi embrija. Za odbacivanje zametka iz maternice
odgovorno je smanjenje krvozilne 1 endokrine funkcije tkiva posteljice. Ovo uzrokuje nekrozu
decidualnog tkiva Sto pak izaziva iritaciju maternice 1 njenu kontrakciju. Za smanjenje krvozilne 1
endokrine funkcije tkiva posteljice odgovorna je apoptoza korionskih resica. Narocito je izrazena
u pobacajima embrija u kojima postoje abnormalnosti kromosoma. Ovo je vrlo uocljivo u
blizanackoj trudno¢i; plod s kariotipskim promjenama Cesto umire (fetus papyraceus), a drugi s
normalnim kariotipom razvija se. Nakon poroda se u fibroziranom dijelu placente gdje je zaostalo

tkivo odumrlog ploda nalazi 1 njegov promijenjen kariotip (1, 2).

Gubitak trudnoce sredinom drugog tromjesecja zove se intrauterina fetalna smrt. U oko
50% takvih slu¢ajeva opaZene su promjene broja kromosoma; najces¢e trisomija kromosoma 18.
Mrtvorodena djeca, kao i/ili ona umrla u perinatalnom razdoblju, ¢esto imaju promjene

kromosoma. Nebalansirani kariotip se javlja i u Zivorodene djece s ucestalos¢u od 1:250 (2).

Ucestali (rekurentni, habitualni) pobacaj dogada se 1 u osoba urednog konstitucijskog
kariotipa. Stvaran razlog tome je nepoznat. Drzi se kako takve osobe mozda imaju neku
predispoziciju za stvaranje aneuploidnih zametaka, poput primjerice postojanja nekih recesivnih
gena, abnormalnosti kromosoma roditelja, gonadnog mozaicizma, pojaane asocijacije satelita

kod akrocentri¢nih kromosoma, §to se ¢eS¢e vida u kariotipovima roditelja djece s trisomijom 21.
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Pobaceni plod je cesto aneuploidan Sto ukazuje na aneuploidiju gameta. U 90% ispitanih
sluc¢ajeva radilo se o aneuploidiji jajne stanice (1). Broj takvih gameta povecava se sa staro$cu
majke. Trisomije se javljaju u 80% slucajeva. Najcesce su trisomije kromosoma 15, 16 1 21 (14%,
15% 1 8%) 1 triploidije (u 13% slucajeva) (1). U jednoj studiji ispitivani su embriji majki zivotne
dobi izmedu 30. 1 36. godine, dobiveni tijekom in vitro fertilizacije (IVF), intracitoplazmatskog
injiciranja spermatozoida (ICSI) i preimplantacijske genetske dijagnoze (PGD), pokazano je
metodom fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) postojanje aneuploidije u 53% uzoraka.
Najcesce su bile zastupljene nulsomije, monosomije, trisomije i tetrasomije autosoma (13, 16, 18,
21, 22). U 5% uzoraka nadene su promjene broja spolnih kromosoma: 45, X; 47, XXX; 47, XYY
(1).

Hidatiformna mola (HM, od engl. Hydatiform mole) je nenormalna trudnoca koju
obiljezava promijenjen/povecan broj kromosoma oca. Prema fenotipu 1 kariotipu, razlikujemo
nepotpunu 1 potpunu HM. Fenotipske promjene HM odnose se uglavnom na korionske resice.
Zbog proliferacije epitela koji pokriva korionske resice, stvaranja cistiénih Supljina 1
promijenjenog krvozilja resica, korion se pretvara u neorganiziranu masu ispunjenu teku¢inom.
Otuda 1 naziv hydatiform mole (lat. Hydatid: kapljica vode; hydatiform: ono §to sli¢i hidatidnoj
cisti; lat. Mole: masa bez neke posebne strukture). U sluc¢aju potpune HM (svi kromosomi ocevi)
fetus se ne razvija, a zlo¢udni je potencijal HM veoma visok. U slucajevima nepotpune HM (23
kromosoma od majke, 46 kromosoma od oca) fetus je prisutan ali nije ziv, a zlo¢udni je
potencijal HM vrlo nizak. Zbog HM poremecen je normalni feto — placentni razvoj. Razvitku
HM, narocito potpunog oblika, osobito su podlozne Zene na pocetku (mlade od 20 godina) i kraju
reprodukcijskog razdoblja (starije od 40 godina). Ucestalost potpune HM iznosi 1:2000

dijagnosticiranih trudnoca, ali postoje podruc¢ne i etnicke razlike. Etiologija ponovljenih oblika
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HM je nepoznata; moguca je genetska predispozicija vezana uz aktivnost nekih recesivnih gena.

Pobacaj djelomicne HM naziva se abortus incompletus 1 abortus retentus/missed
abortion. Javlja se krajem prvog tromjesjecja trudnoce, najces¢e oko 12. tjedna. Korionske resice
promijenjene su na ve¢ opisani nacin, a placenta je nenormalno velika. Ucestalost djelomic¢ne

HM je 1:700 trudno¢a (1, 3, 6).

Otprilike u 1 — 2% slucajeva placenta moze imati razli¢it broj kromosoma u odnosu na
embrij; embrij ima normalan broj kromosoma, a tkivo placente je trisomi¢no. Ovakvo se stanje
naziva placentni mozaicizam (1, 5). Koristi se u prenatalnoj dijagnostici tijekom treceg
tromjesecja trudnoc¢e. Nalaz je vaZan i1 za znanstvena istraZivanja, primjerice za metodu protocne

citometrije.

Od 1.000.000 zacec¢a 150.000 zavr$i kao spontani pobacaji, dok ih 75.000 ima
kromosomske aberacije. Abnormalnost kromosoma fetusa koja je nespojiva sa zivotom javlja se

u 25 do 60% pobacaja (slika 2).

Aneuploidija je najces¢i oblik nenormalnosti broja kromosoma u ljudi. Prisutna je u
0,3% novorodenih 1 otprilike 50% spontanih pobacaja (3, 5, 10). Glavni je uzrok gubitka
trudno¢e i1 nastanka mentalne retardacije. Prvi put je opisana prije 35 godina. Usprkos velike
ucestalosti, klinicke vaznosti 1 snaznog utjecaja na reprodukciju ljudi, uzroci nastanka, posebice
vanjski ¢imbenici, nepoznati su. Ipak, razvojem rekombinantne tehnologije DNA, moguénostima
istrazivanja na zamecima i poba¢enom materijalu, dokazano je da je vecina trisomija maj¢inog
podrijetla, prouzrocena nerazdvajanjem kromosoma (kromatida) vezanim uz stariju Zivotnu dob.

Poremeceni su i broj i mjesta crossing over-a (7, 8).

Rekombinacija homolognih kromosoma klju¢ni je dogadaj mejoze; osim «mijeSanja»

genetskog materijala osigurava i pravilno razdvajanje homolognih kromosoma tijekom prve
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mejotske diobe. Rekombinacijom kromosoma tijekom mejoze postize se genetska varijabilnost
koja je jedna od osnova prirodne selekcije. Ucestalost rekombinacija razlikuje se izmedu
kromosoma. Postoje kromosomi i njihovi dijelovi na kojima su rekombinacije ¢eSce ili rjede. To
su tzv. «vruce» (engl. hot spots) 1 «hladne» tocke (engl. cold spots). Prou¢avanjem nacinjenim

uglavnom na kvascima, proizasle su neke osnovne osobitosti «vruéih» tocaka.

1,000,000
zateca
LA 150,000
SHERTO e spontanih pobataja
833,000 17,000 75,000
djece perinatalno umrlih kromosomskih
promjena
l 39,000 trisom Lja
5163 (3510 trisomija2l)
kromosomskih
promjena

13,500 45, %

1849 ancuploidija < FAadmyskarics
spolnib kromosoma 422 Zena

) 12,750 triploidija
1183 autosomnih 4Ztnsomue.13
[ trisomija < 100 trisomijal8
1041 trisomija 2l 4500 tetraploidija
I 758 uravnoteZenih

Robertsonovih
translokacija

5150 druge
anomalije
738 wravnoteZenih
reciprofnih
translokacija

L L17inverzija

500 neuravnoteZenih
L kromosomskih
promjena

Slika 2. Ucestalost promjena broja kromosoma na 1 000 000 zaceca (modificirano prema Beers
MH i Berlow R. The Merck manual of diagnosis and therapy. Merck research
laboratories, division of Merck & Co. Inc. White house station, N.J. 1999, str. 62.) (214)

To su: a) veéina «vru¢ih toCaka» nalazi se u podru¢jima DNA izmedu gena; b) genetski
definirane «vruée» tocke povezane su Cesto s dvolancanim lomovima DNA; c) dvolancani
lomovi DNA javljaju se uglavnom u podrucjima DNA osjetljivim na DNazu; d) da bi se u
«vrucoj» tocki dogodila rekombinacija na ta se mjesta prethodno moraju vezati transkripcijski

¢imbenici; takve se «vruce» tocke zovu y tocke; e) «vruée» tocke koje podlijezu pucanju i
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rekombinaciji bez posredovanja traskripcijskih ¢ibenika nazivaju se y tocke. Mehanizmi koji

odreduju aktivnosti “vruéih to¢aka” osjetljivi su 1 na ¢imbenike iz okolisa (9).

Na slici 2. prikazana je ucestalost promjene broja kromosoma na 1 000 000 (214). Svi
kromosomi nisu jednako podlozni nerazdvajanju tijekom mejoze. Ovom su procesu, izgleda,
najpodlozniji kromosom 16 1, opcenito, akrocentriéni kromosomi. Duzina kromosoma, duZina
pericentricnog dijela, duzina ponavljaju¢ih dijelova kromosoma 1 polozaj centromere odreduju

sklonost pojedinih kromosoma aneuploidiji (10, 11).

Dob majke ne djeluje jednako, u smislu pojave aneuploidije, na sve kromosome.
Aneuploidije pojedinih kromosoma ovisi 1 o vremenu dogadanja nerazdvajanja kromosoma; prva
ili druga mejotska dioba, mitoti¢ko nerazdvajanje. Ucestalost nerazdvajanja kromosoma (prva
mejoticka dioba) u izravnom je pozitivnom odnosu s dobi majke; naj¢eS¢e zahvaca autosome
(trisomija autosoma). Aneuploidije spermija odnose se uglavnom na gonosome. Posljedica su
nerazdvajanja kromatida tijekom druge mejotske diobe; i u izravnoj su pozitivnoj vezi s dobi oca.
Trisomija kromosoma 18 jedina je posljedica greSke nerazdvajanja autosoma oca tijekom II
mejotske diobe. Opcenito, aneuplodija se javlja u 2 — 4% spermija, a vezana je uz stariju dob.
Aneuploidija je ¢eS¢a u Zena. Javlja se u ¢ak 8,6% oocita i, kao i u muskaraca, povezuje se sa

starijom dobi majki (12, 13).

Ove promjene pokazuju da konstitucijska aneuploidija nastaje pod utjecaja mnogostrukih
mehanizama koji djeluju na: 1) vrijeme 1 narav stvaranja greske 1 u jajnoj stanici 1 u spermiju, 2)
vrijeme nastanka nerazdvajanja: prva ili druga mejotska dioba, mitotsko nerazdvajanje, 1 3)

selekciju nekih specificnih kromosomskih aneuploidija kroz embrionalni razvoj (12, 13, 14).

Na stvaranje pogreSaka kromosoma opcenito, a posebice aneuploidija, utjece 1
rearanzman kromatinskih niti jezgre u interfazi (15). Vazan mehanizam rearanzmana je
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fosforilacija histona 3 (H3). Zapocinje nepravilno u pericentromeri¢cnom heterokromatinu u
kasnoj G2-fazi interfaze diobe stanice i traje do poCetka kondenzacije kromatinskih niti kojima ¢e
se pretvoriti u kromosome kakvi se vide u profazi. Znaci da postoji tocan prostorni i vremenski

odnos izmedu H3 fosforilacije i pocetnog stadija kondenzacije kromosoma (16, 17).

U spontano poba¢enom embriju s trisomijom kromosoma 2, 7, 15 ili 22 histoloSka analiza
¢esto pokazuje hiperplaziju trofoblasta. Trisomija kromosoma 2 najcesce je oCeva podrijetla, dok
trisomija kromosoma 7 nastaje postzigoticno. Embriji s trisomijom o¢eva podrijetla pobacuju se
ranije od onih s trisomijom maj¢inog podrijetla. Vjerojatno stoga S§to aneuploidija oCevog

podrijetla snaznije djeluje na embrionalni stadij naroCito podlozan odbacivanju zametka (18).

Ispitivanja na oocitima nakon IVF-e pokazala su, da na razvoj oocite nakon oplodnje
djeluju razli¢iti unutarnji i vanjski ¢imbenici, kao npr. koli¢ina kisika u folikularnim stanicama.
Ovaj je Cimbenik udruzen s nizim vrijednostima adenozin trifosfata (ATP) i smanjenjem
unutarstani¢ne vrijednosti ph tijekom II metafaze stadija oocite. U takvim se oocitama cesto
dogada aneuploidija, razli¢ite patoloSke promjene citoplazme, a imaju i slabiji razvojni potencijal
(19). Do sada provedena istrazivanja u podrucju klasi¢ne i eksperimentalne genetike, posebice
genskog upisa (imprintinga), pokazuju da su za ishod trudnoce i razvoj zdrave osobe podjednako
vazni 1 maj€in 1 ofev genom. IstraZivanja provedena na oocitama miSa, oplodenim spermijima
obiljezenim bromodioksiuridil (BrDU), pokazala su da je kromatinski materijal roditelja
prostorno odvojen tijekom pocetnog embrionalnog razvoja, sve do stadija morule. Tako genomi

oba roditelja mogu utjecati na programiranje razvoja embrija u ranom stadiju trudnoce (20-25).

Za sada nisu poznati svi uzroci mejotskog nerazdvajanja 1 nastanka aneuploidija.
Istrazivanja pokazuju da su potrebne dvije promjene (two hits model), koje u konac¢nici dovode

do mejotskog nerazdvajanja. Prva nastupa tijekom I profaze “osjetljivog” bivalenta, a druga u I ili
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II metafazi (26).
1. 3. TERATOGENI

Teratogeni su tvari koje tijekom embrionalnog ili fetalnog zivota mogu izazvati
abnormalnosti oblika ili funkcioniranja ploda, tj. nakaznost ploda. Tako djeluju razli¢ite kemijske

tvari, fizikalni ¢imbenici, mikroorganizmi te visak ili manjak nekog elementa u organizmu.

Njihovo djelovanje uzrokuje: 1) smrt stanice, 2) izmijenjen rast tkiva (hiperplazija,
hipoplazija, asinhroni rast), 3) promjenu diferencijacije stanica, i 4) promjenu morfogenetskih
procesa. Sve to rezultira: 1) neplodnoSc¢u, 2) prenatalnim zastojem rasta (IUZR — intrauterini
zastoj rasta), 3) kongenitalnim anomalijama organa, 4) promjenama u srediSnjem ziv€anom

sustavu.

Lijekovi i kemijski agensi teratogeng djelovanja su npr. talidomid, varfarin, retinoidi,
aminopterin, metotreksat, antiepileptici, litij, ziva, olovo, kadmij, poliklorirani i polibromirani
bifenili, ksilen i razna druga kemijska otapala. Dugotrajnije izlaganje ovim teratogenima moze
imati pogibeljan ucinak na razvoj fetusa. Nadalje, zbog mutagenog djelovanja uzrokom su
nastanka raznih bolesti, poput akutne leukemije dje¢je dobi. Povezanost pobacaja fetusa i
kancerogenog djelovanja teratogena pokazana je nalazom veceg broja spontanih pobacaja u majki

koje su kasnije radale djecu u kojih se razvila leukemija (27).

[zlozenost mnogim kemijskih agensima (u ku¢i, na poslu) i njthovim konzumiranjem u
hrani 1 pi¢u, moze uzrokovati neplodnost i spontane pobacaje. Istrazivanjima na miSevima
pokazano je da kava (28), duhan (29), marihuana, alkohol, kokain, mononatrijev glutamat
(dodatak hrani), ksilen, trikloretilen, petrolej, aceton, benzin, pesticidi ili silikon - smanjuju
sposobnost oplodnje te tjelesnu tezinu i duzinu potomstva. Razna kemijska otapala (30) i1

kemikalije koje se nalaze u vodi za pice takoder povecavaju postotak pobacaja. Jedno je
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istrazivanje pokazalo da su medicinske sestre izloZene anestetiku tijekom trudnoce radale, cesce
nego S$to je uobicajeno, djecu s kongenitalnim anomalijama (31). Profesionalni rizik izlozenosti
teratogenima prisutan je i u vatrogasaca, osoba zaposlenih u tekstilnoj, PVC i industriji gume,
boja i1 proizvodnje antibiotika, u poljoprivrednika, osoba izlozenih buci. U takvih je osoba naden

smanjeni broj spermija ili ve¢i broj anomalija spermija Sto rezultira neplodnoscu.

Postoje jasni dokazi o aneuploidiji izazvanoj kemikalijama u pokusnim sustavima.
Medutim, mutageno djelovanje vecine aneugena ne moze se dokazati bakterijskim mutacijskim
testovima. Vecina ih uzrokuje poliploidiju 1 strukturne promjene kromosoma in vitro. Teratogeno
djelovanje svih dosada poznatih aneugena dokazano je na miSevima. Aneugeni imaju jednak

ucinak 1 na spolne i na somatske stanice (32).

Najpoznatiji fizikalni teratogeni su zraCenje, razni mehani¢ki podrazaji 1 toplina.
Mehanicki teratogeni sprjecavaju razvoj fetusa. Oni su npr.: dvoroga ili pregradena maternica,

miom maternice, polihidramnij, oligohidramnij, stvaranje intraamnijskih fibroznih tracaka, itd.

Osim teratogeno, zraCenje djeluje 1 kao mutagen i1 kao kancerogen. Mutageni utjecaj

rezultira oSteCenjem gameta prije oplodnje, a teratogeni oStecenjem razvoja embrija.

Mutageni ucinak zrafenja razli¢it je u muskaraca 1 Zena. Ukoliko je do zaceca doSlo
nekoliko dana ili tjedana nakon ozracivanja, u nerodenim potomcima ozrac¢enih muskaraca vide
se velike promjene strukture kromosoma. Pojacana ucestalost toCkastih mutacija vidi se u
plodovima zacetim duZe vrijeme nakon ozraivanja. U Zena je na ozraivanje posebno osjetljiva

oocita za vrijeme njenog sazrijevanja u Graaf-ovom folikulu (33).

Izvan tog perioda rizik nastanka mutacija uzrokovanih zraenjem isti je kao u muskaraca.
Treba naglasiti kako mutacija, nastala u fetusu izlozenom zracenju, najcesc¢e ne ispoljava u tom

organizmu. Ispoljit ¢e se tek u potomcima takvih osoba (ako pretpostavimo da je izazvana
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mutacija dominantna).

U istim razdobljima embriogeneze ucinci razli€itih teratogena na plod su isti. Najkriti¢nij

razdoblje embriogeneze je od 18. do 60. dana. U 40% slucajeva smrt, teratogenu izloZenog
embrija, nastupa u razdoblju od 3. do 6. tjedna razvitka. Jo§ 20% embrija umire prije 12. tjedna.
U prva 2 tjedna embrionalnog razvitka vrijedi pravilo «sve ili ni§ta». Najosjetljivije razdoblje je

vrijeme organogeneze, dakle vrijeme do 12. tjedna razvoja.
1. 3. 1. INFEKCIJSKI AGENSI

Virusi, paraziti i bakterije su naj¢es$¢i uzro¢nici unutarmaternic¢nih infekcija (34). Infekcija
organskih sustava. Ponekad infekcija majke ne utjeCe na plod, a ponekad se moze nastaviti i

poslije poroda, kao akutna, kroni¢na ili latentna.

Infekcije najceS¢e zahvacaju mokraéni sustav trudnica. Mogu biti simptomatske 1
asimptomatske (7-10% trudnica). Chlamydia trachomatis uzrokuje spolno prenosivu bolest;
nalazi se u 2-10% Zenske 1 musSke populacije (34). Infekcija spolnog sustava obi¢no je u Zena

asimptomatska (34, 35).

Mycoplasma hominis 1 Ureaplasma urealyticum uzrocnici su infekcija mokraéno-spolnog
sustava. Najc¢e$¢i su uzrocnici spolno prenosivih bolesti (STD, od engl. sexually trasmited
diseases). U zZena najceS¢e nastanjuju rodnicu, rjede endometrij maternice i mokraénu cijev. U

muskarca prvenstveno naseljavaju sluznicu mokraé¢nog sustava (34).

Perinatalna oSteCenja nastala infekcijama javljaju se u 0,5-2,5% opce populacije.
Uzrokovana su naj¢e$¢e uzroCnicima iz takozvane ,, TORCH® skupine u koju se ubrajaju

toksoplazma, virus ruboele, citomegalovirus (36, 37) 1 Herpes virusi (38). Drugi mikroorganizmi
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poput Treponema pallidum, EBV, parvovirusa B19 (39, 40, 53), adenoasociraju¢ih virusa,
HHV-6, HPV, coxsackie, virusa influence, RSV, rotavirusa, listerije, Varicella zoster virusa,

uzroc¢nika boginja i HIV, ¢esto su udruzeni s raznim konatalnim manifestacijama (41).

Na velikom broju dosada provedenih istrazivanja utvrdena je izravna povezanost infekcija

uzrokovanih virusima i spontanih pobacaja (41, 53-57).

1.3.1.1. VIRUSI

Virusi su jedinstveni primjer infekcijskih agenasa ¢ije se osobitosti temelje na
jednostavnoj gradi, nainu umnazanja i nestani¢nom ustrojstvu. Cjelovita virusna Cestica, virion,
sadrzi jednu ili viSe molekula DNA ili RNA (genom) obavijenih kapsidom izgradenom uglavnom
od proteina, a u nekih virusa 1 ovojnicom (od engl. envelope). Virusi se ne mogu umnazati izvan
stanice domacina. Samo nukleinska kiselina virusa ulazi u stanicu domacina. Neki virusi odmah
zapocinju intenzivnu replikaciju i sintezu vlastitih proteina zbog ¢ega u stanici domacina nastaje
mnostvo novih virusnih Cestica koje konacno uzrokuju lizu stanice i ocituju se kao akutne
infekcije. Nukleinska kiselina odredenih virusa moze se ugraditi u genom stanice domacina ili
ostati u episomalnom obliku. Zbog toga takvi virusi uzrokuju pritajenu (latentnu) ili trajnu
(perzistentnu) infekciju. Obitelj virusa Herpesviridae dijeli se, temeljem grade genoma virusa,
njihovog tkivnog tropizma, patoloskih uc¢inaka na stanicu, mjesta latentne infekcije, patogeneze 1
oCitovanja  bolesti, na tri  podobitelji:  Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae 1

Gammaherpesvirinae (tablica 1) (41, 42).

Najpoznatiji za covjeka patogeni virusi roda herpes simplex (HSV) su herpesvirus tip 1
(HSV-1) 1 herpesvirus tip 2 (HSV-2). Zajednicke su im osobitosti: visoka homologija genoma,
srodnost antigena ovojnice, tkivni tropizam (mukoepitelne stanice) i simptomi bolesti koje

uzrokuju (41).
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HSV-1 1 HSV-2 su uzrocnici infekcija koze i1 sluznice. HSV-1 uzrokuje infekcije koje se
obi¢no oc€ituju iznad struka, dok se infekcije uzrokovane HSV-2 ocituju ispod struka. Ova se dva
tipa virusa mogu razlikovati analizom genoma (DNA) ili tip specificnim monoklonskim

protutijelima (metode fluorescencije ili ELISA-metode).

Tablica 1. Herpesvirusi

Pcdobitelj Rod Najéedci patogeni virusi Ciljna stanica Mjesto Nadin
latencije sirenja
Alphaherpesvirinae  Simplexvirus ljudski herpesvirus 1 (VHS 1) mukoepitelna neuron dodir
ljudski herpesvirus 2 (VHS 2) mukoepitelna neuron dodir
Cercopithecine herpesvirus 1 neuron dodir, ugriz
{majmunski herpesvirus B)
Varicellavirus ljudski herpesvirus 3 (VZV) mukoepitelna neuron dodir, kapljice
Betaherpesvirinae Cytomegalovirus ljudski herpesvirus 5 (CMV) monociti, limfociti,  monociti, dodir, krv,
epiteine stanice limfociti, ? kongenitalno
Roseolovirus ljudski herpesvirus 6 (HHV &) fimfociti T, ? limfociti T, 7 dodir, kapljice
ljudski herpesvirus 7 (HHV 7) fimfociti T, ? limfocitiT,? 7
Gammaherpesvirinae Lymphocryptovirus ljudski herpesvirus 4 (EBV) limfociti B, epitelne  limfociti B dedir (bolest
stanice poljupca)
Rhadinovirus ljudski herpesvirus 8 (HHV 8 -

povezan sa sarkomom Kaposi)

Preuzeto iz: Presecki V 1 sur. Virologija. Medicinska naklada, Zagreb, str. 143, 2002.

Rekurentne infekcije ve¢inom se o€ituju blaZim, lokalnim oblikom bolesti 1 traju krace od
primarnih. Virus se reaktivira unatoC prisutnosti specifi¢nih protutijela. Pokreta¢ aktivacije virusa
vjerojatno je stres. Herpesvirusi su raSireni po cijelom svijetu. Sposobnost herpesvirusa da
uzrokuju latentnu infekciju 1 razvoj neprimjetnih opetovanih infekcija ¢ine ¢ovjeka dozivotnim
izvorom zaraze. Oko 85% infekcija prolazi bez jasnih, klinickih znakova bolesti. U sredinama s
vec¢om naseljenos¢u 1 niZim socijalnim stupnjem razvijenosti veca je i ucestalost seropozitivnih
osoba. Infekcije spolnog sustava najeSce su uzrokovane HSV-om tipa 2. Prenose se spolnim
putem. Zato su vrlo su Ceste u adolescenata. I HSV-1 uzrokuje infekcije spolnog sustava, u
otprilike 10-25% slucajeva.
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Opisani su slucajevi reaktivacije subklinickog oblika herpesa spolnog sustava majke
uzrokovanog stresom (primjerice trudnoca!) uslijed cega je, zbog prolaska virusa kroz posteljicu,

doslo do razvoja infekcije ploda (42 - 44).

1. 3. 1. 1. 1. Cytomegalovirus (CMV). U jezgrama stanica domacina ovaj virus stvara
inkluzijska tjeleSca slicna oku sove. Virus uzrokuje latentnu infekciju 1 u mononuklearnim

limfocitima, stanicama koStane srzi 1 drugim organima. CMV je obavijeni DNA virus (slika 3).

Patogeneza infekcije CMV-om opcenito je nalik patogenezi drugih herpesvirusa: 1) virus
se $iri od stanice do stanice i u prisutnosti specifi¢nih protutijela, 2) uzrokuje latentnu infekciju u
domacinu, i1 3) reaktivacija infekcije pojavljuje se u stanjima imunosupresije. Ipak, za razliku od
drugih herpesvirusa, CMV uzrokuje kratkotrajnu imunosupresiju domacina i1 veéinom

neprimjetnu infekciju.

nucleocapsid
tegument

genome

—— membrane

glycoprotein complex I

glyceprotein complex ITT

Slika 3. Shematski prikaz citomegalovirusa (41)

Reaktivacija virusa zbiva se tijekom imunosupresije i aktiviranja imunoloskog sustava
organizma alo-antigenima. Infekcija CMV-om djeluje imunosupresivno. To pospjesuje
uspostavljanje latentne infekcije i sprjeCavanje razvoja imunopatogeneze i znakova bolesti
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(neprimjetna infekcija). Infekcija izazvana CMV-om javlja se u svih dobnih skupina, a moze biti
kongenitalna (tj. konatalna) i stecena. Infekcije u ljudi s CMV-om su vrlo Ceste jer se virus trajno

izluCuje iz zarazenih stanica i §iri se u okolinu (tablica 2).

Tablica 2. Asimptomatsko Sirenje citomegalovirusa

Podrijetlo Novorodencad Djeca Odrasli
Mokraca 0,5-2,5% 10-29% do 2%
Sekreti

Usna Supljina 0,5-2,5% 10-29% do 2%
Grli¢ maternice 10-28%*
Sjemena tekucina 5-10%
Mlijeko (dojenje) 13-27%

*mogucénost izlucivanja CMV-a povecana tijekom posljednjeg tromjesecja trudnoce
Preuzeto iz: PreseCki V 1 sur. Virologija. Medicinska naklada, Zagreb, str. 159, 2002.

U zemljama u razvoju s CMV-om inficirana je gotovo svaka odrasla osoba, dok je u
razvijenim zemljama zarazeno 50% odraslog stanovnistva. Tijekom fertilnog razdoblja 40-70%
zena preboli infekciju CMV-om. Virusom je inficirano 3-5% trudnica uslijed ¢ega se intrauterino
zarazi 1 oko 1% (0,2-2,4%) plodova, tj. intrauterina infekcija uslijedi u 25% djece majki koje su
se zarazile tijekom trudnoce. Virus se moZe izlucivati urinom 1 stolicom 1 3 godine nakon
primarne infekcije. Postnatalno se inficira oko 4% djece mlade od 5 godina 1 15-30% djece u dobi
od 5-15 godina. Kasnije se mogu zaraziti spolnim putem (jer se CMV nalazi u spermi i

cervikalnom sekretu), krvlju i krvnim pripravcima (leukociti, transplantirani organi) (34, 45, 46).

Analizom spontano pobacenih plodova utvrdeno je da se prvo inficira posteljica, a tek
potom, eventualno, embrij ili fetus, 1 to maj¢inom krvlju izravno, preko citotrofoblasta. CMV se
moze izolirati iz sjemena pa se prije inseminacije iz uzorka moraju odstraniti leukociti jer se u

njima nalazi virus. CMV moZe inficirati unutarnje spolne organe muskarca, a mozZe uzrokovati i
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uretritis te akutni i kroni¢ni prostatitis. U osoba s generaliziranim neimunim fetalnim hidropsom
nadene su povisene vrijednosti protutijela IgM 1 IgG za CMV 1 virus parvo B19 kao rezultat
majc¢ine infekcije tijekom trudnoce. U razvijenim dijelovima svijeta 50-80% pucanstva zarazi se
CMV-om ve¢ u djetinjstvu. U zdravoj populaciji infekcija nastaje egzogeno putem bliskog
kontakta s osobom zarazenom CMV-om (slina, suze, maj¢ino mlijeko (45), mokraca i druge
izlu¢evine (46-48) itd). Nakon akutne asimptomatske faze infekcije virus se u latentnom obliku
zadrZzava u raznim stanicama tijekom cijelog Zivota, s povremenim reaktivacijama bolesti.

Endogene reinfekcije javljaju se u 0,4-2,3% zivorodenih (34, 41, 49).

1. 3. 1. 1. 2. Epstein-Barr-ov virus (EBV) Clan je podobitelji Gammaherpesvirinae 1
zarazi uglavnom limfoblastoidne stanice. U limfocitima se reakcija cCesto zaustavlja u
predlitiénom stadiju; genom virusa prisutan je u stanici ali ga je teSko dokazati. Infekcija tada
prelazi u liticni stadij pa uzrokuje ugibanje stanice bez tvorbe cjelovitih viriona. EBV ima sve
osobine HSV-a, ali se od njih razlikuje nekim antigenim 1 bioloSkim osobinama. Antigeni sastav
EBV-a je veoma sloZen; antigeni se mogu dokazati reakcijom vezanja komplementa,
imunofluorescentnim, imunoenzimatskim 1 imunoradijacijskim postupcima. Prema smjeStaju 1
aktivnosti, u zarazenoj stanici dijele se na: 1) antigene jezgre, 2) rane antigene koji se nalaze u
nakupinama u citoplazmi, 3) rane antigene rasprSene po citoplazmi i jezgri, 4) antigene virusne
kapside koji se nalaze se u citoplazmi, 5) antigene prisutne na povrsini inficirane stanice i 6)

antigene ovojnice virusa prisutne na povrsini inficirane stanice.

Genom virusa nosi tzv. liticke 1 latentne gene. Produkti litickih ili replikativnih gena
sudjeluju u replikativnoj ili litickoj fazi infekcije, a produkti latentnih gena omogucuju opstanak
virusa u latentnom obliku (tablica 3). U pocetku umnaZanja prvo se prepisuju latentni geni,

tvorbom EBNA 2 omoguceno je prepisivanje cjelovitog kompleksa EBNA (1-6), a potom i gena

29



LPM (od engl. latent membrane protein). Tijekom 48 do 72 sata zavrSava se ekspresija latentnih

gena. Unutar 72 sata napadnuta stanica prolazi svoj stanic¢ni ciklus (G1, S, G2) i ulazi u mitozu.

U zaraZzenim limfocitima B taj se ciklus bezgrani¢no ponavlja. Fenotip tako blastno
transformiranih limfocita ne razlikuje se od antigeno stimuliranih imunoblasta B. Te su stanice
citogenetski normalne premda su geneticki vjecne. Samo do 5% besmrtnih limfocita B ulazi u

liticku fazu infekcije (50, 51, 52).

Tablica 3. Produkti gena EBV-a

Replikativni (liticki) geni

Produkti neposredno ranih gena:

ZEBRA (engl. Z EBV replication activator)

BZLF1 (transaktivacija drugih gena) (vazni za pocetak prepisivanja)

Produkti ranih gena:

EA/D (engl. Early antigens-diffuse)

EA/R (engl. Early antigens-restricted) (kompleks 30-tak enzima vaznih za umnoZzavanje
DNA, TK, polimeraze, prepisivanje kasnih gena

Produkti kasnih gena:

strukturni proteini, VC, gp350

Latentni geni

EBNA (EB nuclear antigen) 1 potreban za imortalizaciju, odrzavanje episoma
EBNA 2 potreban za imortalizaciju, virusni onkogen

EBNA 3 potreban za imortalizaciju

EBNA 4 funkcija nepoznata

EBNA 5 aktivira p53

EBNA 6 potreban za imortalizaciju, virusni onkogen

LMP potreban za imortalizaciju, virusni onkogen, aktivira stani¢ne gene

TP1 sprjecava mobilizaciju Ca

TP2 funkcija nepoznata

EBER (EB encoded RNA) 1 i 2 reguliraju aktivnost RNA protein kinaze

*Preuzeto iz: Presecki V i sur. Virologija. Medicinska naklada, Zagreb, str. 153 2002.

Nakon infekcije, latentne ili manifestne, EBV se moze dugo, ¢ak i dozivotno, zadrzati u
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epitelu orofarinksa 1 izlu€ivati slinom. Takvi ljudi predstavljaju stalan izvor zaraze. U zemljama s
loSim socijalno-ekonomskim prilikama, zbog niskog higijenskog standarda, djeca se inficiraju u
ranoj dobi; tada infekcija najeS¢e prolazi latentno ili se manifestira samo blagim i

nekarakteristicnim pojavama bolesti.

U ekonomski razvijenim zemljama, s viS§im higijenskim standardom, infekcija EBV-om
cesc¢e uslijedi tek u Skolskoj dobi ili kasnije. U toj dobi obi¢no se manifestira klinickom slikom
infekcijske mononukleoze. Opisana je pojava leukemije kod djeteta majke s akutnom

infekcijskom mononukleozom tijekom trudnoce (51).

O transplacentarnom prijenosu EBV-a, glede primarne ili reaktivacijske infekcije iz majke
u fetus i pobacaja prouzrocenog ovakvim prijenosom virusa ne zna se mnogo. Stoga se
trudnicama savjetuje izbjegavanje kontakata s osobama koje boluju od infekcijske
mononukleoze. Isto tako, Zena ne bi smjela planirati trudno¢u u vrijeme kada u krvotoku nosi
EA-protutijela. Infekcija majke tijekom trudnoce Cest je uzrok malformacije organa i/ili smrti

ploda (34, 41, 52).

1. 3. 1. 1. 3. HUMANI PAPILOMAVIRUSI (HPV, od engl. human papilloma virus)
pripada obitelji Papovaviridae (papilom, vakuola), rodu Papillomavirus. Drugi rod ove obitelji
virusa su Polyomavirusi. HPV je mali, 45-60 nm u promjeru; uobicajeni su u prirodi i inficiraju
vecinu sisavaca ali 1 mnoge druge vrste Zivotinja. Genom virusa je dvolan¢ana, kruzna molekula
DNA, veli¢ine 7.800 do 7.900 parova baza. Kapsida je oblika ikozaedra, a sastoji se od 72

kapsomere. Ne sadrze lipide 1 ugljikohidrate; otporna je na eter, kiseline 1 toplinu.

Papovavirusi su patogeni samo za jednu vrstu domacina; ili Covjeka ili Zivotinju. U
svojim prirodnim domacinima uzrokuju kroni¢ne latentne infekcije. UmnoZavaju se u stani¢noj
jezgri. Na zaraZene stanice djeluju razliCito, pa ovisno o vrsti stanica mogu uzrokovati lizu
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stanica, vakuolizaciju citoplazme, transformaciju stanica i tvorbu tumora (slika 4). U stanicama
primljivim za viruse omogucuju liti€ko umnaZanje virusa. U neprimljivim stanicama virusni

proteini mogu onkogeno transformirati stanice.

Genom virusa dijeli se na tri podru¢ja: podrucje L (od engl. late) sadrzi gene koji kodiraju
proteine kapside virusa; podrucje E (od engl. early) nosi gene koji kodiraju proteine odgovorne
za razmnozavanje virusa 1 transformaciju (onkogeni ucinak) stanice; podru¢je R (od engl.
regulatory) nosi gene koji kodiraju regulacijske proteine 1 upravljaju procesima umnazanja virusa
(slika 5). Transformacija stanice odgovorna je za onkogeni ucinak. Za sada je poznato je 7-8
ovisno o virusu) ranith gena (E/-E8) 1 isto toliko otvorenih mjesta ¢itanja ORF (od engl. open
reading frame) 1 2 kasna gena (L1, L2 1 dva ORF-mjesta). Gen L/ kodira tzv. veliki protein
kapside, slian u svim tipovima HPV-a. Gen L2 kodira mali protein kapside. Ovaj je protein

razli¢it u razli¢itim tipovima HPV-a.

U podrucju E geni E6 1 E7 odgovorni su za zloéudnu preobrazbu nakon infekcije
HPV-om. Ovo je osobito izrazeno u genotipovima HPV-a 16 i1 18. Drzi se izglednim kako je
onkogeno djelovanje virusa posljedica vezanja njihovih proteina E6 1 E7 na tumor supresor gene
p53 1 RB; posljedica je inaktivacija tumor supresor gena, Sto je kljucni trenutak u zlo¢udnoj
preobrazbi stanica. Temeljna aktivnost virusnog proteina E5 jest mitogena stimulacija epitelnih
stanica Covjeka. Umnazanje HPV-a kontrolirani je slijed zbivanja koja ovisi o (ne)prisustvu

odredenih virusnih proteina te zrelosti epitelnih stanica domacina.

Pocetak infekcije je uvijek u stanicama bazalnog sloja, gdje episomalni oblik virusa
uzrokuje latentnu infekciju. Tvorba tumora zbiva se u tri stupnja: u prvom stupnju stanicu inficira
HPV; u drugom stupnju, uz prisutni HPV, vaznu ulogu imaju kancerogene tvari (cigaretni dim,

ultraljubicaste zrake, zracenje, kemijski ¢imbenici 1 dr.); u tre¢em stupnju ugraduje se virusna
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DNA u DNA stanice domacina. U dobro¢udnim tumorima su mnogobrojne kopije virusne DNA
prisutne u episomalnom obliku. U zlo¢udnim je tumorima virusna DNA uvijek ugradena u

genom stanice domacina.

Put apeploze !

Put zaustayljanja
staniinog cikhisa

\

AN

Slika 4. Shema stani¢nog ciklusa u koji se ukljucuje protein E6 (p53) i1 ¢imbenik transkripcije
HPV (pRB)

Virusni se genom prije ugradnje u genom stanice uvijek najprije otvori, a potom izravna.
Prekid genoma nastaje u podrucju E2. Podruc¢je E2 ima zapis za proteine koji inhibiraju aktivnost
prepisivanja podru¢ja E6 1 E7. Posljedica fizickog prekidanja E2 gena jest gomilanje virusnih
proteina E6 1 E7 u inficiranoj stanici. Nagomilani proteini E6 i E7 spajaju se na proteine
tumorsupresorskih gena, p53 1 RB. Posljedica takvih spajanja jest inaktivacija aktivnost
tumorsupresorskih protein, nakon ¢ega slijedi nekontrolirani rast stanice, odnosno tvorba tumora.
Dakle, temeljne znacajke tumorogeneze i infekcije HPV-om jesu: 1) tumor se stvara samo uz

neke tipove virusa, 2) vremenski razmak od pocetka nastanka infekcije HPV-om pa do tvorbe
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tumora obi¢n je dug, i 3) mora postojati sinergisticki u€¢inak HPV-a s drugim karcinogenim

¢imbenicima. Do sada je identificirano oko 75 razli¢itih HPV tipova (tablica 4).

I ] Genome (M.B. circular)
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Slika 5. Shematski prikaz genoma HPV-a

Razli¢iti tipovi HPV-a uzrokuju bolest na razli¢itim predilekcijskim tkivima u organizmu.
Vise od pola ih je identificirano u spolnom sustavu (41). To je najceS¢a spolno prenosive bolest.
Infekcija je najceSca u mladosti, smatra se da je inficirano oko 10% djece. Prenosi se bliskim
dodirom sa zarazenom osobom, a ulaze u organizam kroz oSte¢enu kozu, preko sluznice pri
spolnom odnosu (genitalne bradavice).

Danas se, osim karcinoma prekanceroze grlica maternice, navodi i moguénost pojave
gubitka trudnoc¢e zbog prisustva i/ili infekcije nekim tipovima HPV-a (58, 59). Videne su
neonatalne infekcije tipovima 16 1 18, dok su vecina kondilomata akuminata (genitalne
bradavice) u djece uzrokovani tipovima 6 1 11. Pojava ovih tipova HPV-a povezuje se s pojavom

karcinoma anogenitalnog podrucja u djece (60). Vrlo rijetko se spominju kao uzroc¢nici spontanih
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pobacaja, iako postoje potvrde o visokoj ucestalosti HPV DNA (HPV 6, 11, 16, 18,33 1 51) u

patohistoloSkom materijalu ranih pobacaja. Nadeni su u spermi kod 64,3% ispitivanih bolesnika
(61).

Tablica 4. Svrstavanje danas poznatih HPV genotipova u skupine na temelju sukladnosti
njihovih nukleotidnih nizova.

SKUPINA 1. HPV izdvojen u bolesnika s bradavi¢astom epidermodisplazijom
(30% planocelularni karcinom), najvazniji genotipovi: 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19 —
25,36,46,47150.

SKUPINA 2. HPV izdvojen iz dobroc¢udnih i zlo¢udnih novotvorina (tzv. koZni
genotipovi), najvazniji genotipovi: 1 —4, 10, 26 — 29, 37, 38, 41, 48 1 49.

SKUPINA 3. HPV izdvojeni iz hiperplasti¢nih promjena i epitelnih dobrocudnih i
zlo¢udnih novotvorina (tzv. sluzni¢ni ili anogenitalni genotipovi), najvazniji
genotipovi: 6, 11, 13, 16, 18, 30 — 35, 39, 40, 42 — 451 51 — 69.

Rizicnost genotipova skupine 3:

Visokorizicni: 16, 18, 31, 45, 46 (intraepitelne neoplazije vrata maternice i
planocelularni karcinom vrata maternice).

Granicno rizicni: 33, 35, 39, 41, 52, 58, 59, 68.

Niskorizicni: 6, 11, 42 — 44 i 53 — 55 (dobro¢udni tumori plocastog epitela, Siljasti
kondilomi, planocelularni karcinomi).

*Preuzeto iz: Presecki V i sur. Virologija. Medicinska naklada, Zagreb, str. 131, 2002.

Amerikanci su 1998. ispitivanjem uzoraka tkiva spontanih pobacCaja neposredno
uklopljenih u parafin dokazali prisutnost genoma HPV 16. U tom ispitivanju otkriveno je da je
cilijno mjesto za HPV sinciciotrofoblast. Zbog toga je postavljena hipoteza da infekcija

trofoblasta HPV-om stvara promjene koje kompromitiraju trudnocu (58, 59).
1. 4. POSTELJICA

Posteljica ili placenta (od gr. plakous: plosnati kolac) je privremeni organ koji traje koliko
1 trudnoca. Jedini je organ ¢ovjekova tijela koji sjedinjuje tkiva dviju osoba. Pars fetalis je dio

koji pripada fetusu, a pars materna tkivu majke. Funkcija posteljice je viSestruka: nutritivno —
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respiracijska, ekskrecijska 1 imunosna. Glavni sustav tkivne prepoznatljivosti (MHC) igra
dominantnu ulogu u prepoznavanju i razlikovanju vlastitih od stranih antigena. Odgovor glavnog

sustava tkivne prepoznatljivosti olakSava prezivljavanje fetusa.

Upale ovojnice ploda 1 posteljice mogu nastati na jedan od sljede¢ih nacina: ascenzijom
uzroc¢nika iz rodnice ili vrata maternice, Sirenjem mikroorganizama iz krvotoka majke u krvotok
ploda, neposrednim Sirenjem uzrocnika iz zariSta infekcije u jajovodu ili u zdjelici, unoSenjem
uzro¢nika u amnijsku Supljinu prilikom dijagnosti¢kog ili terapijskog zahvata, oplodnjom jajne

stanice ve¢ zarazenim spermijem.

Pobacaj izmedu 20. i 22. tjedna gestacije donja je granica prezivljavanja ploda. Spontani
je pobacaj prekid trudnoce do kojeg je doslo bez upotrebe lijekova ili mehanickih sredstava. Ako
se spontani pobacaj ponovi tri puta naziva se abortus habitualis. Ovisno o tome jesu li svi
produkti trudnoce izbaceni iz maternice pobacaj se dijeli na potpuni (ab. completus) i nepotpuni
(ab. incompletus). Abortus retentus, nazvan i missed abortion, nastaje kada se mrtvi plod zadrzi u
maternice. UcCestalost spontanih pobacaja je visoka. Drzi se da je smrtnost zametaka najveca u
prvim tjednima trudno¢e te da od svih oplodenih jajasaca samo oko 50% prezivljava do
implantacije. Nakon implantacije, u prvom i drugom tromjese¢ju trudnoce, ucestalost spontanih
pobacaja iznosi 15 do 25%. Uzroci spontanih pobacaja vrlo su razli¢iti. Podjele spontanih
pobacaja razliCite su jer se temelje na razli¢itim parametrima. To su, primjerice, trajanje trudnoce,
pobaceni materijal te njegov makroskopski i histoloski izgled. S obzirom na gestacijsku dob 1
stupanj razvoja zametka, pobacaji se joS dijele na rane i kasne. Rani pobacaj nastupi do kraja 8.
tjedna gestacije/amenoreje, dakle u doba kad se zametak naziva embrijem. Kasni pobacaj se
dogada od pocetka 9. tjedna gestacije do postavljene granice preZzivljenja, u doba koje odgovara

fetalnom stadiju razvoja.
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Cjelokupni materijal ranog spontanog pobacaja sastoji se od korijalne vrece, decidue i
krvnih ugrusaka. Korijalna vre¢a moze biti cijela i sadrzavati embrio. Postelji¢no tkivo kod ranog
pobacaja najceS¢e pokazuje samo nezrelu gradu primjerenu dobi, no u ovisnosti o vremenu
proteklom od intrauterine smrti embrija do samog pobacaja, mogu se uociti odredene promjene.
To je prvenstveno hidropska degeneracija resica posteljice (degeneratio hydropica placentae) -
resice su edematozne, avaskularne te obloZene tankim spljoStenim trofoblastom. Ta se promjena
obicno vida prilikom rane smrti embrija. U tkivu posteljice nade se fibrozirana stroma i
sklerozirane zile §to nastaje zbog smrti ploda. Ako prevladava hidropska degeneracija resica, za
pretpostaviti je kako je smrt zametka nastupila vrlo rano, najvjerojatnije zbog abnormalnosti
kromosoma. Uz nalaz postelji¢nih resica uredne grade pretpostavlja se da je smrt ploda nastupila
poradi Cimbenika okoliSa, imunosnih razloga, malformacija maternice i1 sl. Nalaz stromalne
fibroze resica 1 skleroze krvnih Zila sugerira smrt ploda kao uzrok, a ne ¢imbenike okolisa,
premda je to manje sigurno nego kod hidropski promijenjene posteljice. U kasnog spontanog

pobacaja abnormalnosti kromosoma su rjede i nadu se u 5-10% slucajeva (62, 63).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Uzroci spontanih pobacaja su vrlo razli€iti: mogu biti genetske, infektivne, anatomske,
endokrine, imunoloske i idiopatske etiologije. Aberacije kromosoma 1 virusne infekcije, posebice
one nastale neposredno ili tijekom ranog razdoblja trudnoce, na prvom su mjestu od brojnih
mogucih uzroka pobacaja. Preranom prekidu trudnoc¢e, uz navedene uzroke, doprinose I razliciti
vanjski ¢imbenici kaoSto su primjerice neprimjereni radni uvjeti (izloZenost zracenju, Stetnim
kemikalijama 1 sli¢no) 1 nezdrave Zivotne navike (konzumiranja alkohola i1 kave, pusenje itd).
Stoga smo pretpostavili da su za nastanak promjena kromosoma, koje dovode do spontanog
pobacaja, potrebne dvije promjene koje se dogode tijekom mejoze i/ili postfertilizacijske mitoze.
Takoder smo pretpostavili da je prva promjena infekcija 1 prisutnost HPV-a, a druge promjene su
prethodne infekcije roditelja s virusima koji mogu utjecati na stani¢ni ciklus i izlozenost drugim

mutagenim ¢imbenicima i1z okoliSa.
Da bismo potvrdili ili odbacili postavljene hipoteze, postavili smo slijedece ciljeve rada:

1. Postojanje aneuploidije, tj. koli¢inu DNK u pobafenom tkivu ispitat ¢emo
proto¢nom citometrijom.

2. Ispitati postavljenu hipotezu da su dvije promjene tijekom mejoze i/ili
postfertilizacijske mitoze odgovorne za nastanak novih promjena kromosoma, $to

pak rezultira spontanim pobacajem.
3. Utvrditi ulogu infekcije Zene HPV-om kao prve promjene (udarca).

4. Utvrditi ulogu infekcije roditelja s virusima rubela, CMV, EBV, HSV-1, HSV-2 i

Parvo-B19 kao druge promjene (udarca).

5. Dokazati ulogu mutagenih ¢imbenike 1z okolisa (puSenje, alkohol, droge, zracenje,

kemikalije) 1 bolesti u Siroj 1 uzoj obitelji, kao druge promjene (udarca) koja
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dovodi do pojave nerazdvajanja u spontanih pobacaja.

6. Utvrditi povezanost «prvog i drugog udarca» s preranim prekidom trudnoce.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI

3. 1. ISPITANICI

Istrazivanje je obavljeno u Genetskom savjetovalistu i Laboratoriju za humanu genetiku

Klinike za djecje bolesti KBC Split.

Provedena je retrospektivna analiza podataka skupljenih tijekom razdoblja od 1985. do

2001. godine, za vise od 500 brac¢nih parova koji su dosli na genetsko ispitivanje zbog jednog ili

viSe spontanih pobacaja u razdoblju od 1 do 3 godine.

Za 405 bra¢nih parova nadeni su podaci prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Prikaz broja parova prema godinama kako su prvi put dolazili u Genetsko

savjetovaliSte

Godina Broj parova (N) Broj parova (%)
1985. 3 0,77
1986. 4 0,99
1987. 8 1,98
1988. 13 3,21
1989. 16 3,95
1990. 17 4,20
1991. 22 5,43
1992. 23 5,68
1993. 8 1,98
1994. 28 6,92
1995. 22 5,43
1996. 23 5,43
1997. 31 7,66
1998. 43 10,62
1999. 42 10,37
2000. 58 14,33
2001. 44 10,86

Ukupno 405 100,00

U ispitivanje smo ukljucili parove u kojih se spontani pobacaj dogodio do 16. tjedna

trudnoce, tj. njih ukupno 258.
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U tablici 6 vidi se uCestalost prvog posjeta prema godinama, od 1985. do 2001. godine.

Tablica 6. Prikaz broja parova ukljucenih u istrazivanje prema godinama prvog dolaska u
Genetsko savjetovaliSte, uz uvjet najmanje jednog pobacaja do 16. tjedna

trudnoce

Godina Broj parova (N) Broj parova (%)
1987. 3 1,16
1988. 4 1,55
1989. 10 3,87
1990. 10 3,87
1991. 13 5,04
1992. 22 8,53
1993. 6 2,32
1994. 18 6,98
1995. 14 5,43
1996. 14 5,43
1997. 10 3,88
1998. 30 11,63
1999. 21 8,14
2000. 39 15,12
2001. 44 17,05

Ukupno 258 100,00

3.2. POSTUPCI

3. 2. 1. Informacijski razgovor

Tijekom razgovora s ispitanicima (258 bra¢nih parova, tj. 258 muskaraca 1 258 Zena) u
Genetskom savjetovalistu prikupljeni su podaci o: mjestu stanovanja, dobi, zanimanju, stru¢noj
spremi, vrsti posla, Zivotnim navikama, eventualnom uzivanju alkohola, duhana i1 droge,
prethodnim trudno¢ama, spontanim pobacajima, mrtvorodenima, bolestima u uzoj i Siroj obitelji,
nasljednim bolestima i bolestima roditelja prije i u prvim tjednima neuspjele trudnoée, krvnom

srodstvu te eventualnoj izloZenosti neuobicajenim, Stetnim kemikalijama u ku¢i ili na poslu.

Slika 6 prikazuje obiteljsko stablo koje smo za pojedine obitelji nacinili temeljem
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podataka skupljenih tijekom informacijskog razgovora.
I 1 Q 2 3 Q 4
| |
1 1 l 2 <> 3
/
111 1 2 i 3 i

Slika 6. Prikaz obiteljskog stabla. Krug - zenski spol, kvadrat - muski spol, ispunjeni romb -
spontani pobacaj, ispunjen kvadrat ili krug - bolesnik s nekom nasljednom bolescu.
Strelica oznacava osobu od koje je zapoceto crtanje obiteljskog stabla (propozitus).
Rimski brojevi oznacavaju generaciju Clanova obitelji, a arapski brojevi pojedine
¢lanove obitelji.
- II/2 1 II/3 braéni par sa spontanim pobacajima
- II/1 spontani pobacaj u obitelji supruge

3. 2. 2. Kariotipizacija — GTG-analiza kromosoma

Ova je analiza provedena na limfocitima periferne krvi kod svih ispitanika ukljuc¢enih u
ispitivanje. U ispitivanje je ukljuceno 258 bracnih parova. Iz uzorka periferne krvi partnera
priredena je kratkotrajna kultura stanica za 463 uzorka ispitanika (231 zena 1 232 muskarca) i 40
uzoraka kontrolne skupine (20 zena i 20 muskaraca), ukupno 503 uzorka. Uzorak pune krvi od 2
ml uzet je iz vene sterilnom iglom/Spricom prethodno ispranom s 0,2 ml heparina. Krv je
stavljena u Euroclon Chromosome kit P s hranjivom podlogom, u kojoj se nalazilo i 10% seruma
fetusa goveda, L-glutamin, gentamicin, HEPES, heparin, interleukin i PHA
(Phytohaemagglutinine). Stanice su uzgajane 2 dana na temperaturi od 37°C u atmosferi uz

dodatak 5% CO,. Prije daljnjeg procesiranja u stanice su dodane 2 kapi kolhicina koji zaustavlja
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stvaranje mikrotubula diobenog vretena te tako zaustavlja i mitozu stanica i omogucuje
skupljanje dovoljnog broja stanica s kromosomima u profazi — prometafazi. Poslije
centrifugiranja na 2000 rpm (Juan, Francuska) 3-4 minute, na talog stanica je postupno, tijekom
30 minuta pri sobnoj temperaturi, dodana hipotoni¢na otopina 0,075 M KCI (volumen ovisi o
veli¢ini taloga stanica). Reakcija lize stanica prekinuta je dodavanjem fiksativa (Ibrahimova
otopina — 3 ml metanola i 5Sml ledene octene kiseline u 92 ml destilirane vode) u koli¢ini od 5
ml. Suspenzije su centrifugirane na 2000 rpm (Juan, Francuska). Dobiveni talog je nakon drugog
ili treceg centrifugiranja, kad je postignuta zadovoljavajuca Cistoca, prenesen na predmetno
stakalce Pasteurovom pipetom. Da bi se dobio ravnomjerni raspored mitoza na stakalcu, kapljica
je puhanjem rasprSena uzduZ stakalca. Tako dobiveni nativni preparati uranjani su u tripsin i
zatim bojani Giemsinom otopinom. Isprugani kromosomi (oko 400 pruga) analizirajni su s
obzirom na broj 1 strukturu kromosoma svjetlosnim mikroskopom s imerzijskim objektivom.
Fotografirani su automatskom kamerom i po razvijanju filma kromosomi su izrezani iz
fotografije 1 slozeni u kariogram za ispitanike, ili su kariogrami slozeni pomocu softwera Meta
sustava automatske kompjuterske kariotipizacije za kontrolnu skupinu (slike 7). Kromosomi su
svrstani u homologne parove, i to prema medusobnoj slicnosti u duzini te polozaju primarne
konstrikcije (centromere). Autosomi se razlikuju po broju (1-22) i1 grupi (A-G) kojoj pripadaju.

Skup svih kromosoma podrijetlom iz jedne jezgre ¢ini kariogram. Analizom kromosoma vecéeg
broja stanica odredujemo kromosomsku legitimaciju covjeka, tzv. kariotip. On je predstavljen
formulom koja daje i citogeneticku dijagnozu, a sadrzava broj kromosoma, kromosomski spol, te
u slucaju kromosomske abnormalnosti dodatne podatke koji definiraju promjenu. Kromosomski
polimorfizam ili heteromorfizam je strukturna varijanta kromosoma koja je Siroko
rasprostranjena u humanoj populaciji 1 uglavom nema efekta na fenotip, 1 onda kada je u vrlo

snazno izrazenoj formi. Taj polimorfizam predstavlja konstitutivni heterokromatin, koji je cesto
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smjeSten u centromeri¢noj regiji kromosoma (slika 7 1 8). Polimorfi¢ni segmenti variraju u

veli¢ini, poziciji (kroz inverzije) i sposobnosti primanja boje u kromosomima broj:1, 9, 16 1 Y

ali takoder neke varijante su prisutne i kod drugih kromosoma kao: 12, 17 1 21. Uz to $to variraju

u veli¢ini, heterokromati¢ne regije su sposobne stvarati druge strukturne aberacije. Mnoga

fragilna mjesta su odraz kromosomskog polimorfizma (1, 66, 67).
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46,XX (uredan zenski kariotip)

46,XY, per inv 9 (uredan muski karitoip s
varijjacijom u  populaciji  pericentricnom
inverzijom devetog kromosoma)

Slika. 7. Primjer urednog kariograma zene (46,XX) i muskarca (46,XY, per inv 9) s varijacijom u

populaciji per inv (9)(p12;q13).
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Slika. 8. Idiogram s crveno oznacenim podruc¢jima heterokromatina na 1, 9 1 16 kromosomu i Yq
1 primjeri: 1gh+, 9gh+, 21s+ (povecani sateliti na 21 kromosomu).

3. 2. 3. Ispitivanje sadrzaja DNA u patohistoloSkom materijalu spontanog pobacaja
metodom protocne citometrije

Materijal spontanog pobacaja za ispitivanje sadrzaja DNA, izolaciju DNA i

hibridizaciju in situ preuzet je iz arhive Zavoda za patologiju KBC Split. Rije¢ je o materijalu
fiksiranom formalinom i uklopljenom u parafin (tzv. parafinske kocke). Podaci o patohistoloskim
nalazima tih uzoraka dobiveni su tijekom informacijskog razgovora u Genetskom savjetovalistu
Klinike za djecje bolesti, KBC Split. Vecina ispitanika bila je iz KBC Split, Klinike za Zenske
bolesti i porode, i drugih ginekoloskih ambulanti u Splitu, a jedan dio ispitanika bio je iz drugih
ginekoloskih odjela ili ambulanti iz podru¢ja Splitsko - dalmatinske, Sibensko - kninske,

Zadarske, Dubrovacko - neretvanske Zzupanije i iz BiH.

Sadrzaj DNA (odrazava stanje broja kromosoma, ploidnost) u uzorcima ispitan je
proto¢nim citometrom (FACScan, Becton-Dickinson, San Jose, CA, SAD). Normalne stanice,
koje nisu u diobi ve¢ u Gy/G, fazi stani¢nog ciklusa, imaju normalan, diploidni broj (2n)
kromosoma (DNA). Na kraju S-faze stani¢nog ciklusa, zbog netom zavrSene replikacije DNA,
koli¢ina se kromosoma (DNA) udvostrucuje (4n). Aneuploidija se ovom metodom vidi kao

promjena koli¢ine DNA. Metoda proto¢ne citometrije je najbolja za retrospektivna ispitivanja na
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pobacenom materijalu. U sustavu protocnog citometra veliki broj stanica u jednom nizu protice
kroz laserski snop, pa se tako svaka mozZe pojedinacno ispitati. Ako su stanice vezane uz
fluorescentne molekule, fluorokrom ¢e prolazno apsorbirati lasersko svjetlo i zatim emitirati u
drugoj svjetlosnoj frekvenciji. Protocni citometar je opremljen detektorima za emitiranu svjetlost,
koji ne samo da otkriva fluorescentni signal, ve¢ i odreduje njegovu jainu. Jacina emitiranog
svjetla izravno je proporcionalna koli¢ini fluorescentne tvari vezane u stanici. Propidij jodid je
fluorokrom koji se najcesce upotrebljava u ovoj analizi. On se vezuje za DNA u stehiometrijskom
odnosu 1 to u svim stadijima stani¢nog ciklusa a ja¢ina, kojom stani¢na jezgra emitira svjetlost,

izravno je proporcionalna sadrzaju DNA.

Prije analize protocnim citometrom uzorci pobaenog materijala, prethodno fiksirani u
10%-tnom formalinu 1 uklopljeni u parafin, izrezani su mikrotomom na tanke rezove (50 um). Za
analizu proto¢nim citometrom upotrebljena su dva reza, a rez prije 1 poslije obojeni su
hematoksilin-eozinom. Na njima je provjereno nalazi li se na srednjim rezovima Zeljeno tkivo.
Rezovi se deparafiniraju u ksilolu, rehidriraju uranjanjem u alkohol sve niZih koncentracija 1
konacno u destiliranu vodu. Zatim se tkivo stavlja u otopinu za digestiju (0,5% pepsin otopljenim
u 0,9% NaCl, pH 1,5) (60 minuta, 37°C). Tako su dobivene suspenzije jezgara, a agregati jezgara
odstranjeni su filtriranjem kroz najlonski filter od 41 mm. Zatim se suspenzije centrifugiraju i
ispiru u otopini fosfatnog pufera (PBS). Nakon toga se dodaje RNAza (200 pL) tijekom 10
minuta (uklanja se RNA). Potom su jezgre obojene propidij jodidom (10 minuta). Prije analize
uzorci su inkubirani u tami 2-24 sata na +4°C. Nakon propustanja uzoraka analizira se histogram
DNA uz pomo¢ programa Modfit 3.0 (Verity Software House, Inc.). Intenzitet obojenosti izravno
je proporcionalan sadrzaju DNA pojedine stanice, a prikazuju se krivuljom kojom se iskazuje

postotak stanica u Gy/G; (2N), S (4N ili izmedu 2N i 4N, ako S faza nije zavrSena), G, (4N) 1 M
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fazi stani¢nog ciklusa.

Tkivo s jednim Gy/G, vrskom se u DNA-histogramu definira kao diploidno, za razliku
od aneuploidnog za koje je, osim ve¢ spomenutog vrska, karakteristi¢an i dodatni, odvojeni G,/G,
vrSak (s viSe od 10% jezgara). Sadrzaj DNA izrazen je kao relativna vrijednost u odnosu na
stanice standarda 1 prikazan kao DNA index (DI). Za diploidni uzorak DI iznosi 1.0. Koeficijent

varijacije (CV, standardna devijacija u odnosu na srednju

vrijednost) racuna se na G,/G, diploidnom vrsku, uz gornji prihvatljivi iznos od 8%.

Analiza sadrzaja DNA protocnom citometrijom

Ime i prezime:
Broj PHD nalaza: File analyzed: 127

Date analyzed: 21-Oct-2004
Model: 1DAOn_DSF

Ustanova / Odjel: KB Split
Analysis type: Manual analysis

Uzorak: posteljica
Prep. : parafin
Diploid: 100.00 %
Dip G1: 97.44 % at 50.14
Dip G2: 2.56 % at 95.01

8 Rezultat analize: Dip S: 0.00 % G2/G1: 1.89
N %CV: 3.32
8 DIPLOIDNI UZORAK
5 § Total S-Phase: 0.00 %
s G0/a1: 97 ai Total BAA.D.: 13.78 %
£8 G2/M : 2.56%
23 Ukupna S faza: 0.00% Debris: 29.86 %
Aggregates: 4.78 %
ﬁ Modeled events: 19377
All cycle events: 12665
° Cycle events per channel: 276
RCS: 2.641

Channels (F—lltig-HjS?opiéﬂ?m fggide)

KOMENTAR:

Provedenom DNA analizom utvrdjeno je da je uzorak
diploidan ( DNA Index=1 ).

LRI RARAS LARLY)
30 60 90 120
FL2-A

Slika 9. Diploidni uzorak
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Analiza sadrzaja DNA protocnom citometrijom
Analiza sadrzaja DNA protocnom citometrijom

Broj PHD nalaza:

File analyzed: 31 Broj PHD nalaza: 10050/01 File analyzed: 32
u / Odiel: KB Split Date analyzed: 27-Sep-2005 ! Date analyzed: 13-Oct-2005
u;;?::yamisseiféb & Model: 2DA0n_DSD_ASF Ustanova / Odjel: KB Split Model: 2DA0n_DSn_TSF
s W St Analysis type: Manual analysis Uzorak: missed ab. Analysis type: Manual analysis
rep. : parafin Prep. : parafin
ep.
Diploid: 83.97 % Diploid: 82.99 %
Rezultat analize: Dip G1: 100.00 % at 45.31 Dip G1: 76.74 % at 46.83
g Dip/2:10,00 a1 80,63 ) Dip G2: 8.00 % at 92.13
ANEUPLOIDNI UZORAK: DipiSi000 3%, ‘G2/G1; 12,00 Rezultat analize: Dip §: 1526 % G2/G1: 1.97
%CV: 5.49 8 %CV: 3.67
& Diploidna frakcija: 83.97% s TETRAPLOIDNI UZORAK:
H Aneuploidna frakcija : 16.03% A“i‘:‘j‘“g“‘ﬂ;gsf/g‘ o G Tetraploid: 17.01 %
§§ Ukupna S faza: 2.15% An1 G2:7.00 % at 120.68 8 Iploidna frakcija: /o Ant Gi: 74.03 % at 92.13
5 3 ’ o, o
= DNA Index( DI): 1.49 Ant S: 1342 % G2/G1: 1.92 LEB— Tetraploidna frakcija: 17.01% Ant 62 ozgnm at 194.24
%CV: 378 DI: 1.49 2g Ukupna S faza: 17.03% ;”o‘viz: GBD(“ G2/G1: 2.11
8 =3 DNA Index (DI): 1.97 (OV:7.85 DI 1.87
Total Aneuploid S-Phase: 13.42
Total S-Phase: 215 % Total Aneuploid S-Phase: 25.68 %
o Total BAD.: 3255 % g Total S-Phase: 17.03 %
4 80 120 160 200 240 Total BAD.: 7.54 %
Channels (FL2-H-Propidium lodide) Debris: 29.33 % o
Aggregates: 9.38 % I R ] R Debris: 23.93 %
Modeled events: 17372 Channels (FL2-H-Propidium lodide) Aggregates: 0.30 %
All cycle events: 10646 Modeled events: 24333
Cycle events per channel: 125 All cycle events: 18436
RCS: 4.083 Cycle events per channel: 124
. KOMENTAR: & RCS: 2.918
3 g
2 o3 KOMENTAR:
5 Provedenom DNA analizom utvrdjeno je da je uzorak z o
aneuploidan (DNA Index=1.49). fn Provedenom DNA analizom utvrdjeno je da je uzorak

aneuploidan (DNA Index=1.97).

Slika 10. Aneuploidni i tetraploidni uzorak
3. 2. 4. Izolacija DNA iz parafinskih rezova tkiva

Rezovi tkiva stavljeni su u epruvete od 1, 5 ml u koje je dodan 1 ml ksilola. Rezovi su
tako ostavljeni 30 minuta na sobnoj temperaturi. Tijekom tog razdoblja epruvete su protresane
svakih 10 minuta po nekoliko puta; time je omogucen bolji dodir ksilola i tkiva. Ksilol 1 ostaci
parafina odvojeni su od tkiva centrifugiranjem 3 do 5 minuta u mikrocentrifugi na punoj brzini.
Nakon toga je tkivo isprano u 0, 5 ml 100% alkohola. Alkohol je odstranjen centrifugiranjem (3
do 5 minuta u mikrocentrifugi na punoj brzini). Jo§ jednom je ponovljeno ispiranje alkoholom.
Uzorci su osuSeni u suSioniku. Na osuSene uzorke dodano je 30 ul pufera za digestiju (1 M Tris,
pH 7,5, 0,5 M EDTA, 5 M NaCl) i 1u I proteinaze K (koncentracije 20 mg/ml). Uzorci su
inkubirani 48 sati na 55°C. Nakon inkubacije centrifugirani su 2 do 3 sekunde; odvojen je

supernatant. Aktivnost proteinaze

dokinuta je grijanjem uzoraka na 90° do 100°C, u trajanju od 5 do 10 minuta. Potom je na uzorke

48



dodana 1/3 volumena zasi¢enog NaCl. Uzorci su snazno protreseni i centrifugirani 15 minuta na
11000 g. Na supernatant, prenesen u Cistu epruvetu, dodano je 2 do 3 volumena apsolutnog
alkohola. Uzorci su promijeSani okretanjem epruveta, ostavljeni u zamrzivacu na -20°C najmanje
30 minuta, a potom su centrifugirani na 11000 g. Nakon odstranjenja alkohola talog DNA
otopljen je u 50 ili 100 pl ddH,0 (ovisno o volumenu taloga) i to na sobnoj temperaturi tijekom 2

sata ili u hladnjaku preko noc¢i.

Kwvaliteta izolirane DNA provjerena je elektroforezom u 1, 5% gelu agaroze u puferu

TBE (0,45 mM Tris-borat; 0,01 M Na,EDTA) uz 6V/cm.

3. 2. 5. Metoda lancane reakcije polimerazom - PCR

Nakon izolacije DNA, a prije umnaZanja uzoraka za HPV specificnim pocetnicama,
provedena je reakcija PCR pocetnicama za globin PC04 i1 GH20. Ukoliko je u uzorku dobiven
karakteristi¢ni odsjecak duzine 268 pb nastavljene su reakcije PCR za dokazivanje genoma
HPV-a. Prisutnost genoma virusa dokazivana je upotrebom tri para pocetnica (consensus
pocetnice) kojima se dokazuje veéina tipova HPV-a. To su: My09/My11, CPI/CPII G i Gp5/6+.
Osim toga, svaki je uzorak ispitan i s pocetnicama specificnim za pojedine tipove virusa:

HPV-6/11, 16, 18 1 33.

Reakcija PCR provedena je u ukupnom volumenu od 20 uM. Reakcijska smjesa
sadrzavala je: pufer za PCR (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,3 bez MgCl, za reakcije s
consensus pocetnicama, Promega, SAD 1 isti pufer s MgCl, za reakcije sa specificnim
pocetnicama, TaKaRa, Japan), 1,5 mM MgCl, (za reakcije u puferu koji ga ne sadrzi), 200 uM
svakog ANTP za reakcije s consensus pocetnicama 1 100 uM svakog dNTP za reakcije s HPV

specificnim tipom pocetnica i 1 uM svake consensus pocetnice, odnosno 20 uM specifi¢nih
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pocetnica. [zuzetak su reakcijske smjese s pocetnicama My09/My11 i HPV-33 u kojima se koristi
2 uM koncentracija MgCl,, te smjesa s pocetnicama HPV-6/11 u koje je stavljan 1 uM MgCl, i

100 uM dNTP-a. U reakcije je stavljano oko 200 ng DNA i 2U Taq DNA polimeraze (Promega).

Za visokorizi¢ne tipove HPV-a rabljene su pocetnice HPVpU-1M 1 HPVpU-2R, a za
niskorizi¢ne tipove pocetnice HPVpU-31B 1 HPVpU-2R. Reakcija PCR provedena je 1 za uzorak
kontrolne DNA (HPV-TM za visokorizi€ne genotipove, veli¢ine 63 pb 1 HPV-TB-za niskorizi¢ne

genotipove, velicine 61 pb), proizvodaca TaKaRa.

Uvjeti reakcije PCR: 94°C/5 minute; 94°C/30 sekundi; 55°C/2 minute; 72°C/2 minute; 30
ciklusa; 72°C/7 minuta.
Reakcije PCR nacinjene su u aparatu za PCR (Gene Amp, PCR System 9700, PE

Applied Biosystems, Foster City, SAD).

Provjera dobivenih rezultata umnazanja nacinjena je elektroforezom u 3% gelu agaroze,
u puferu 1xTBE (10x: 89 mM Tris, 89 mM borna kiselina, 2 mM EDTA, pH 8,0), uz 6V/cm.

Dobiveni fragmenti nalaze se u rasponu 228-268 pb.

3. 2. 6. Hibridizacija in situ

U metodi neradioaktivne hibridizacije in situ primjenjuje se DAKO GenPoint CSA
sustav u kombinaciji s biotiniliranim sondama HPV-6/11, 16/18, 31/33/51 (ENZO Diagnostics,

Inc., Farmingdale, NY, SAD).

Prethodno pripremljeni rezovi tkiva debljine 5 pm stavljeni su na silanizirano
predmetno stakalce. Posebno je vazno da su rezovi dobro osuseni i pri¢vr$éeni, zbog agresivnih
tretmana kemikalijama 1 izloZenosti razli¢itim temperaturama. Nakon 30 minuta na 60°C,

stakalca su redom uranjana u ksilen, 100% alkohol, 95% alkohol i destiliranu vodu. Tako su

50



uzorci deparafinirani i rehidrirani. Potom su inkubirani u 0,8%-tnoj otopini pepsina (u 0,2 N
HCI), 5-10 minuta na 37°C, te isprani tri puta u destiliranoj vodi. Zatim su inkubirani 5 minuta na
sobnoj temperaturi u puferu PK (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 5 ml mM EDTA; 50 pg/ml proteinaze
K), isprani u destiliranoj vodi, inkubirani 20 minuta na sobnoj temperaturi u 0,3% vodikovom
peroksidu (razrijeden u metanolu), te ponovno isprani u destiliranoj vodi. Na talog uzorka, bez
destilirane vode, stavljeno je 15 ul probe HPV-6/11, 16/18, 31/33/51 (Enzo, NY, SAD). Uzorci su
pokriveni pokrovnicama i denaturirani na plo¢i za zagrijavanje u trajanju od 5 minuta na 90°C.
Nakon toga je slijedila hibridizacija u vlaznoj komori tijekom 60 minuta na 37°C. Stakalca su
potom uranjana u Tris-HCI pufer (20 mM, pH 7,5; 1% Tween 20) tijekom 5-10 minuta
(odstranjenje pokrovnica). Slijedila je inkubacija od 20 minuta, u tzv. “stringent wash” otopini
(0,1 x SSC; 20 x SSC 3M NacCl; 0,3 M natrijev citrat) na 55°C. Za umnazanje signala stakalca su
inkubirana tijekom 5 minuta u svjezoj otopini TBS (500 mM NaCl; 20 mM Tris; pH 7,5). Visak
pufera je paZljivo obrisan, nakon cega je slijedila inkubacija u amplifikacijskim reagensima. To
su: primarna na streptavidin vezana peroksidaza razrijedena 1:800, biotinil-tiramid i sekundarna
streptavidin-peroksidaza. Svaka je inkubacija trajala 15 minuta (sobna temperatura). Iza svakog
od navedenih reagensa uzorci su isprani tri puta po 5 minuta u TBST-u (Tris-HCI pufer; 0,2%
Tween 20; pH 7,6). Kao kromogeni indikator rabljen je diaminobenzidin (DAB) koji oksidacijom
s peroksidazama, stvara tamnosmede tocke na mjestima hibridizacije. DAB je razrijeden
Tris-HCI1 puferom (20 mM Tris-HCI) u omjeru 1:50 neposredno prije upotrebe. Nastajanje
signala zaustavljano je ispiranjem uzoraka u vodi tijekom 5 minuta. Potom su uzroci obojani
Mayer-ovim hematoksilinom (10-15 sekundi) — jezgre stanica boji plavo. Reakcija je ocitavana

svjetlosnim mikroskopom.
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3. 2.7. Statisticka obrada podataka

Analiza podataka nacinjena je upotrebom analitickih sustava SPSS for Windows version
13 (SPSS Inc.) 1 PAST for Windows version 1.68 (PALSTAT). Podaci dobiveni prebrojavanjem
prikazani su kao apsolutni brojevi i relativne frekvencije. Podaci dobiveni mjerenjem (dob)
prikazani su metodom pet to¢aka: minimum, prva kvartila, medijan, treca kvartila 1 maksimum.

Analiza podataka dobivenih prebrojavanjem nacinjena je %2 testom 1 Fisherovim
egzaktnim testom. Analiza podataka dobivenih mjerenjem nacinjena je upotrebom jednosmjerne
analize varijance (ANOVA) 1 Tukeyevog HSD testa. Za postavljenu hipotezu o znacajnosti
usporedbe dvije vrijednosti koristili smo Z-test. Za usporedbu nekih varijabli u
viSedimenzionalnim tablicama koristili smo McNemar Change test. Svi primijenjeni testovi bili

su dvosmjerni. P vrijednosti jednake ili manje od 0,05 smatrane su statisti¢ki znacajnim (64, 65).
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4. POSTIVANJE ETICKIH NACELA ISTRAZIVANJA

Tijekom retrospektivne obrade podataka koristili smo se arhivskim uzorcima pobacenog
materijala koji su pohranjeni u Zavodu za patologiju KBC Split. Uzorci su analizirani metodama
proto¢ne citometrije, PCR 1 in situ hibridizacije. Podaci o osobama, €iji su uzorci koriSteni,
preuzeti su iz njihovih bolni¢kih kartona koji se nalaze u Genetskom savjetovalistu Klinike za
djecje bolesti KBC Split. Kariotipizacija ovih osoba izvrSena je u Laboratoriju za humanu
genetiku Klinike za djecje bolesti, KBC Split.

Kontrolnu skupinu sacinjavali su uzorci posteljica zdravih Zena nakon normalnog poroda.

Od svake Zene i1 njenog supruga dobivena je pismena suglasnost za uporabu podataka

pisanih podataka (bolesnicki kartoni) i uzoraka tkiva.
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5. REZULTATI

U razdoblju od 1985. do 2001. godine u Genetsko savjetovaliSte je doSlo, zbog jedne ili

viSe neuspjelih trudnoca, 405 braénih parova. U tablici 5 prikazan je broj parova koji su pojedine

kalendarske godine prvi put dosli u Genetsko savjetovaliSte. U genetska istrazivanja, od ukupnog

broja u uklju¢eno je 258 parova u kojih se barem jedan pobacaj dogodio do, ili u vrijeme 16.

tjedna trudnoce. Ovu skupinu ispitanika prikazuje tablica 6. U kontrolnoj skupini je bilo 20

brac¢nih parova u kojih su zene, bez prethodnih spontanih pobacaja, rodile zdravu djecu. Ispitivani

su tijekom 2005. godine.

U tablici 6 u kojoj su parovi sa spontanim pobacajima do 16. tjedna trudnoce, poredani

prema godini dolaska u Genetsko savjetovaliSte, vidi se da je najveci broj ispitanika zatraZio

genetski savjet zbog neuspjele trudnoce tijekom 2001. godine. Ako ispitivano razdoblje

podijelimo u dva, uocljivo je iz tablice 6 kako je tijekom prvog i to desetogodisnjeg razdoblja, od

1987. do kraja 1996. godine, SavjetovaliSte posjetilo 114 bracnih parova.

Tablica 7. Mjesto stanovanja ispitanika i kontrolnih ispitanika

Mjesto stanovanja | Ispitanici N (%) | Kontrolna skupina N (%) [ Ukupno N (%)
Split 121 (46,89) 6 (30) 127 (45,68)
Solin 17 (6,59) 1(5) 18 (6,47)
Kastela 13 (5,04) 2 (10) 15 (5,39)
Trogir 15 (5,81) 2 (10) 17 (6,12)
Sinj 18 (6,98) 2 (10) 20 (7,19)
Imotski 14 (5,43) 1(5) 15 (5,39)
Otoci 9 (3,49) 2 (10) 11 (3,96)
Omis i Poljica 22 (8,53) 3 (15) 25 (8,99)
ostali gradovi 14 (5,43) 0 14 (5,03)
Bosna i Hercegovina 8 (3,10) 0 8(2,89)
Nepoznato 7(2,71) 1(5) 8(2,89)
Ukupno 258 (100) 20 (100) 278 (100)

U ukupnom uzorku to predstavlja 44%. NajviSe brac¢nih parova SavjetovaliSte je posjetilo 1992.
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godine, njih 22. U petogodiSnjem razdoblju, od 1997. do kraja 2001. godine, genetski su savjet
zatrazila 144 bracna para. To sainjava 56% ukupnog ispitivanog uzorka, §to je znafajno veci
broj, ali 1 znacajno veci broj obzirom na krace ispitivano vremensko razdoblje od 5 godina.

Tablica 7 prikazuje mjesto stanovanja ispitanika i bracnih parova kontrolne skupine. Nije
nadena statisticki znacajna razlika u raspodjeli prema mjestu stanovanja izmedu ispitanika i
kontrolne skupine (test za contingency table, p = 0,653). Najveci broj brac¢nih parova iz obiju
skupina dolazi iz Splita tj. 121 (47%), odnosno 6 (30%).

Tablica 8. Usporedba broja stanovnika i1 broja bracnih parova sa spontanim pobacajima prema
mjestu stanovanja (podaci iz posljednjeg popisa RH)

Mijesto Broj stanovnika| Broj parova Postotak %
SPLIT 97556 121 0,124
OMIS i POLJICA 13943 22 0,158
IMOTSKI 17174 14 0,080
TROGIR 12566 15 0,119
SOLIN 15177 17 0,112
KASTELA 18532 13 0,070
SINJ 23008 18 0,078

Iz tablice 8 uocljivo je kako je u usporedbi s brojem stanovnika iz posljednjeg popisa

stanovniStva nesto vec¢i broj Zena sa spontanim pobacajima dosao iz OmiSa i podrucja Poljica.

Tablica 9 prikazuje raspodjelu ispitanika iz obiju skupina prema zanimanju. Nije nadena
statisticki znaCajna razlika u raspodjeli zanimanja za Zzene izmedu ispitivanica i kontrolne

skupine, do¢im je za muskarce uocCena statisticki znacajna razlika.

Sveukupni broj pobacaja prikazan je u tablici 10. Ukupni broj pobacaja zabiljeZen u ovih
258 bracnih parova iznosio je 574. U 44 bracna para dogodio se jedan pobacaj poslije kojeg su
bili upuceni na genetsko ispitivanje. Najveci broj ispitanika imao je 2 spontana pobacaja, njih 155
Sto je ukupno 310 pobacaja. U skupini s tri pobacaja bilo je 40 ispitanika, $to je ukupno 120
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pobacaja. Samo 19 ispitanika imalo je 4 i viSe pobacaja. U toj skupini bilo je ukupno

pobacaja.

Tablica 9. Zanimanje ispitanika i osoba iz kontrolne skupine

100

Zanimanje - Zene

Ispitanici N (%) [Kontrolna skupina N (%)

nema podataka 32 (12.41) 0 (0)
krojacica, tekstilna radnica 18 (6,98) 0 (0)
tehnicarka, kemijska radnica, kamenoklesarica 40 (15,51) 1(5)
kuharica, konobarica, ugostiteljska radnica 23 (8,91) 2 (10)
frizerka, kozmeticarka 8 (3.1) 1(5)
Cistacica 19 (7,36) 1(5)
medicinska sestra 57 (22,09) 8 (40)
trgovkinja, sluzbenica 60 (23,25) 6 (30)
VSS i studentice 1(0,39) 1(5)
Zanimanje - muskarci
nema podataka 0 1(5)
niza stru¢na sprema 20 (7,75) 5(25)
VSS i studenti 6(2,32) 5(25)
SSS, tehnicke struke, obrtnici (automehanicar, 70 (27,13) 0
elektriCar, stolar, pomorac, vozac)
vojnik, policajac, vojni invalid, zaposlenici 50 (19,38) 2(10)
MORH-a ili HV
Trgovac 63 (24,43) 0
Sluzbenik 20 (7,75) 2 (10)
konobar, kuhar, pekar, ugostitelj 29 (11,24) 5(25)

X2 =14,03, df =8, p = 0,0809 - za Zene — rezultat je rubno statisticki neznacajan

X2 =57,333,df =6, p <0,0001 - za muSkarce — rezultat je statisticki znacajan

Tablica 10. Broj spontanih pobacaja po bra¢nom paru

Broj pobac¢aja po braé¢nom paru| Broj parova (%) Broj pobacaja
1 44 (17,06) 44
2 155 (60,07) 310
3 40 (15,51) 120
4 1vise 19 (7,36) 100
Ukupno 258 (100, 00) 574

Dob ispitanika (zene i muskarci) obiju ispitivanih skupina prikazana je u tablici 11.
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Tablica 11. Raspodjela svih ispitanika prema dobi

Godine Zivota Ispitanici Kontrolna skupina
Zene N (%) N (%)
18-22 20 (7,76) 1(5)
23-27 88 (34,11) 12 (60)
28-35 110 (42,63) 5(25)
36-41 29 (11,24) 2 (10)
> 41 10 (3,87) 0 (0)

Nema podataka 1(0,39) 0 (0)
Ukupno 258 (100,00) 20 (100,00)
Muskarci
18-22 3 (1,16) 0 (0)
23-27 37 (14,34) 2 (10)
28-35 151 (58,53) 12 (60)
36-41 42 (16,28) 2 (10)
> 41 18 (6.98) 3 (15)
Nema podataka 7(2,71) 1(5)
Ukupno 258 (100,00) 20 (100,00)

Nije nadena statisti¢ki znacajna razlika prema dobi za Zene izmedu ispitanica i kontrolne

skupine (X2 = 5,919, df = 5, p = 0,2080). Takoder, nije uocena statisti¢ki znacajna razlika prema

dobi izmedu muskih ispitanika obiju skupina (x2 = 2,8702, df =5, p = 0,7200).

Na tablici 12 prikazani su podaci koji pokazuju da nema znacajne razlike izmedu
prosjecnih godina Zena 1 muskaraca za bilo koji broj spontanih pobacaja. Naime, razlika je
prosjecno uvijek ista 1 iznosi 2,5 godine. Najveci broj Zena, njih 64%, u dobi je izmedu 24 i 33

godine.
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Tablica 12. Prosjec¢na dob ispitanika u odnosu na broj spontanih pobacaja

Broj spontanih pobacaja Ukupno
Dob Zene 1 2 3 4 5* 6**

19-23 5 17 5 2 3 32

24-28 8 60 11 5 3 6 93

29-33 6 40 14 3 1 7 71

34-38 4 29 11 2 2 48

39-43 2 7 1 1 11

44-48 2 1 3
Ukupan broj Zena 27 154 41 13 4 19 258
Prosjecna starost Zene 30,1 294 29,7 292 273 2828 29.4
Prosje¢na starost muskarca 32,7 32,1 334 31,5 31,5 31,3 32,3

*spontani pobacaj medicinski indiciran

**spontani pobacaj, mrtvorodeni, i/ili mors fetus in utero, 1/ili malformirani plod, i/ili [IUZR

Na slici 11 prikazan je odnos dobi Zena 1 ucestalosti pobacaja; vidljivo je da zivotna dob

Zena ne utjeCe na ucestalost pobacaja.

50—

40—

Dob zene

30—

JT ]

Br. spon.pobacaja
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Slika 11. Povezanost Zivotne dobi Zena 1 broja spontanih pobacaja
Klinicke uputne dijagnoze, temeljene na ginekoloS$kom 1i/ili ultrazvu¢nom pregledu,
postojale su za 360 od spomenutih 574 slucajeva. Za preostalih 214 sluc¢ajeva podaci o dijagnozi
nisu bili dostupni (tablica 13). Najveci broj bracnih parova doSao je na ispitivanje s uputnom
dijagnozom uz spontani pobacaj supruge (179). Posebno su izdvojene dvije klinicke dijagnoze,

mola hydatidosa 1 blighted ovum (1,1% , odnosno 21,7% slucajeva).

Tablica 13. Uputna dijagnoza kod dolaska u Genetsko savjetovaliSte

Uputna dijagnoza Broj pobacaja N (%)*

spontani pobacaj — nedefiniran
abortus habitualis

abortus completus

abortus incompletus 179 (49,7)
abortus imminens

abortus retentus

hydrovum

sterilitet

infertilitet

abortus — medicinski indiciran

mola hydatidosa 4.1

blighted ovum 78 (21.7)

spontani pobacaj i mrtvorodence
spontani pobacaj 1 mors fetus in utero 34 (9,4)
spontani pobacaj i malformirani plod
spontani pobacaj i [UZR

spontani pobacaj i polip

spontani pobacaj 1 konizacija
spontani pobacaj i ektopi¢na trudnoc¢a

nema podataka o uputnoj dijagnozi (PHD poznata) 65 (18.1)
anamnesticki podatak o postojanju spontanog pobacaja 214
Ukupno (360 s poznatim PHD 1/ili postoje¢om uputnom 574

dijagnozom i 214 samo s anamnestickim podacima)

* postotak izracunat prema broju spontanih pobacaja s poznatom uputnom dijagnozom (N = 360)

U postupak genetskog ispitivanja ukljuc¢eni su bracni parovi u kojih se barem jedan

spontani pobacaj dogodio do/ili u 16. tjednu trudnoce. Slika 12 prikazuje broj spontanih pobacaja
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po tjednima trudnoce. Vazno je napomenuti da je svaki od ovih bra¢nih parova imao najmanje
jedan spontani pobacaj do 16. tjedna trudnoce, a njihovi mozebitni ostali pobacaji dogodili su se
nakon 16. tjedna. Ukupno je u ovih 258 bra¢nih parova bilo je 574 pobacaja. Do 16. tjedna

trudnoce zabiljezeno je ukupno 435 pobacaja.
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Slika 12. Ukupni broj neuspjelih trudnoca prema tjednima trudnoce

Najveci broj pobacaja dogodio se izmedu 8. 1 10. tjedna trudnoce (uzeti u u postupak prvi,
drugi, tre¢i 1 Cetvrti pobacaj). ANOVA analiza varijance i pripadaju¢i F-test pokazali su da ne
postoji statisticki znac¢ajna razlika u prosjecnim tjednima trudnoce u kojima se dogodio pobacaj

izmedu prvog, drugog, treeg i Cetvrtog pobacaja.

Tijekom informacijskog razgovora s ispitanicima 1 kontrolnom skupinom skupljeni su
podaci o brojnim parametrima, kakvi su primjerice podaci o prethodnim bolestima pojedinog
¢lana bracnog para, obiteljska anamneza itd. (tablice 14 — 17). U tablici 14 prikazane su bolesti

zena 1 musSkaraca prije spontanog pobacaja. Od 258 Zena 81 je bila zdrava, a za 16 nismo imali
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podataka o prijasnjim bolestima. U 161 Zene pronadeno je 6 razli¢itih skupina bolesti, pri cemu
su neke od tih Zena imali viSe od jedne bolesti iz neke skupine. Tablica 14 pokazuje da postoji

statistiCki znacajna razlika u prethodnim bolestima za Zene izmedu ispitanica i kontrolne skupine

(X2 = 6,8739, df = 4, p = 0,0322). U istoj tablici nema statisticki znacajne razlike u prethodnim

bolestima za muskarce izmedu ispitanika i kontrolne skupine (x2 = 5,9354, df = 4, p = 0,0514).

Medutim, primjenom metode Monte Carlo razlika je statisticki znacajna i za muskarce (p =

0,0490).

Tablica 14. Prethodne bolesti pojedinog ¢lana bra¢nog para za sve ispitanike

Zene Ispitanice N (%) |Kontrolna skupina N (%)
Zdrava 81 (31,39) 8 (40)
nema podataka 16 (6,21) 4 (20)

infekcije 1 anomalije urogenitalnog sustava
(ingvinalna hernia, varicocoella),
specificne infekcije spolnog sustava

polip, konizacija, prethodni spontani
pobacaj, neplodni brak, infekcija diSnog 161 (62,4) 8 (40)
sustava, tuberkuloza, alergija, astma,
autoimune bolesti, anemija, bolesti drugih

organa
Ukupno 258 (100) 20 (100)
Muskarci Ispitanici N (%) | Kontrolna skupina N (%)
Zdrav 104 (40,32) 13 (65)
nema podataka 31 (12,01) 3 (15)

infekcije 1 anomalije urogenitalnog sustava
(ingvinalna hernia, varicicoella), specifi¢ne
infekcije spolnog sustava, prethodni
spontani pobacaj, neplodni brak, infekcija
disnog sustava, tuberkuloza, alergija, 123 (47,67) 4 (20)
astma, autoimune bolesti, anemija, bolesti
drugih organa

Ukupno 258 (100) 20 (100)
X2 =16,8739,df =4, p=0,0322 — za Zene

61



X2 =5,9354, df =4, p=0,0514 — za muskarce

Od 258 musSkaraca 104 su bila zdrava, a za 31 nismo imali podataka o prijasnjim
bolestima. U 123 muSkaraca pronadeno je 6 razli¢itih skupina bolesti, pri ¢emu su neki od tih
muskaraca imali viSe od jedne bolesti iz neke skupine. Pojedine bolesti i njihova ucestalost

prikazana je na slikama 13 1 14.

1009 94
90
80+
704
g 60-
£ s0- 46
S 401 35 38
m
30-
20~
104 4 7
o e I I N
1 2 3 4 5 6
Skupine

Slika 13. Skupine bolesti 1 broj njihova pojavnost u 161 Zene

1. infekcije 1 anomalije mokraénog i spolnog sustava (Ureaplasma urealyticum, Chlamydia
trachomatis, Mycoplasma hominis, Streptococcus agalactiae, polip, specifiCne vrste infekcija);
2. prethodni spontani pobacaj ili sterilni ili infertilni brak;

3. infekcije 1 bolesti diSnog sustava (tuberkuloza, alergije);

4. astma, autoimune bolesti;

5. anemije;

6. bolesti drugih organa (srediSnji Ziv€ani sustav, endokrinoloske bolesti, kardioloske bolesti,
bolesti probavnog sustava, bolesti lokomotornog sustava, druge kongenitalne anomalije, bolesti
osjetilnih organa, metaboli¢ke bolesti, tumori, ovisnosti, lijeCenje zracenjem).

Za 94 (58%) Zene nadeni su podaci o prethodnim infekcijama mokra¢nog i1 spolnog

sustava, te anomalije istih. Urogenitalne infekcije prebolilo je 41% muskaraca (slika 14).
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Slika 14 . Skupine bolesti 1 njihova pojavnost u 123 muskarca

1. infekcije 1 anomalije mokra¢nog i spolnog sustava (Ureaplasma urealyticum, Chlamydia
trachomatis, Mycoplasma hominis, Escherichia coli, druge specificne infekcije);

2. sterilni ili infertilni brak;

3. infekcije 1 bolesti diSnog sustava (tuberkuloza, alergije);

4. astma, autoimune bolesti;

5. anemije;

6. bolesti drugih organa (srediSnji ziv€ani sustav, endokrinoloSke bolesti, kardioloSke bolesti,
bolesti probavnog sustava, bolesti lokomotornog sustava, druge kongenitalne anomalije, bolesti
osjetilnih organa, metabolicke bolesti, tumori, ovisnosti, lije€enje zraCenjem).

U manjeg broja muskih ispitanika napravljena je analiza spermiograma i u 80% slucajeva

spermiogram je pokazao odtupanje od normale (tablica 15).

Tablica 15. Spermiogram

Spermiogram Ispitanici N (%)
nema podataka 224 (86,82)
normalan spermiogram 7(2,71)
oligospermija, astenozoospermija, hipospermija 17 (6,59)
znakovi upale s ili bez oligospermije 10 (3.88)

Tablica 16. Obiteljska anamneza (Zene)

Zene Ispitanice N (%)|Kontrolna skupina N(%)
uredna obiteljska anamneza 56 (21,71) 16 (80)
nema podataka 15 (5,81) 1(5)
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sterilitet 1 spontani pobacaji u obitelji,
podaci o smrti djece u dojenackoj
dobi, mrtvorodena djeca, sindrom
iznenadne smrti dojenceta, mentalna
retardacija, sindrom Down, drugi
malformacijski sindromi, druge vrste
anomalija, kosangvinitet, SeCerna
bolest tip 1 1 2, druge autoimune
bolesti, astma, alergije, tumori,
tuberkuloza, bolesti drugih organa,
psihicki problemi

187 (72,48)

3 (15)

Ukupno

258 (100)

20 (100)

X2 = 33,349, df = 2, p < 0,0001

Obiteljska anamneza, prikupljena razgovorom sa 258 Zena i crtanjem obiteljskog stabla,

bila je uredna u 56 ispitanica. Od njih 15 nismo dobili podatke. U skupini od 187 zena nasli smo

5 razli€itih skupina bolesti u njihovih srodnika, pri ¢emu su srodnici nekih Zena imali viSe od

jedne bolesti (tablica 16). Skupine bolesti i broj pojava tih bolesti u obiteljima Zena prikazane su

na slici 15. Najces¢e su bile zastupljene bolesti opisane pod brojem 1. Nasli smo ih u 140

ispitanica (od njih 187) Sto je 74,8%.

Medu tim ispitanicama 38 (27,2%) je imalo podatke o spontanim pobacajima,

mrtvorodenima ili sterilitetu u obitelji u I generaciji (sestra, brat), 94 (67,1%) u II generaciji

(majka, otac, stric, tetka), a 8 (5,7%) u III generaciji (baka, djed, sestre i braca djeda i bake).

64



1507 140
135+
120~
105-
90-
75-
60-
45+
30-
15-

Broj bolesti

34 37 42

2 3
Skupine

b
(4]

Slika 15. Obiteljska anamneza - Zene

1. sterilitet i spontani pobacaji u obitelji, podaci o smrti djece u dojenacko doba, mrtvorodenoj
djeci, sindromu iznenadne smrti dojenceta, mentalnoj retardaciji, sindromu Down, drugim
malformacijskim sindromima i drugim vrstama anomalija;

2. kosangvinitet;

3. Se¢erna bolest tip 1 ili 2, druge autoimune bolesti, astma, alergije;

4. tumori 1 tuberkuloza;

5. bolesti srca, mokra¢nog sustava, bolesti srediSnjeg ziv€anog sustava, niski rast, bolesti
osjetilnih organa i psihijatrijski problemi.

Tablica 17. Obiteljska anamneza - muskarci

Muskarci Ispitanici N (%) | Kontrolna skupina N (%)
uredna obiteljska anamneza 74 (28.6) 12 (60)
nema podataka 31 (12,1) 2 (10)
sterilitet i spontani pobacaji u 153 (59,3) 6 (30)

obitelji, podaci o smrti djece u
dojenackoj dobi, mrtvorodenoj
djeci, sindromu iznenadne smrti
dojenceta, mentalnoj retardaciji,
sindromu Down, drugim
malformacijskim sindromima 1
drugim vrstama anomalija,
kosangvinitet, Se¢erna bolest tip 1 1
2, druge autoimune bolesti, astma,
alergije, tumori, tuberkuloza,
bolesti drugih organa, psihicki
problemi

Ukupno 258 (100) 20 (100)
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Obiteljska anamneza, prikupljena razgovorom i crtanjem obiteljskog stabla, bila je uredna u 74
ispitanika, dok od njih 31 nismo dobili podatke (tablica 17). Od 153 muskaraca dobili smo
podatke o njihovim obiteljskim anamnezama i nasli 5 razli¢itth skupina bolesti u njihovih
srodnika, pri ¢emu su srodnici nekih od tih muSkaraca imali viSe od jedne bolesti iz neke skupine.

U obiteljima ispitanika znacajno ceS¢e javile su se ispitivane skupine bolesti i broj pojava tih

bolesti u obiteljima prikazane su na slici 16 (X2 = 8,7348, df =2, p =0,0127).
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Slika 16. Obiteljska anamneza muskih ispitanika.

1. sterilitet 1 spontani pobacaji u obitelji, podaci o smrti djece u dojenackoj dobi, mrtvorodenoj
djeci, sindromu iznenadne smrti dojeneta, mentalnoj retardaciji, sindromu Down, drugim
malformacijskim sindromima i drugim vrstama anomalija;

2. kosangvinitet;

3. SeCerna bolest tip 1 ili 2, druge autoimune bolesti, astma, alergije;

4. tumori 1 tuberkuloza;

5. bolesti srca, mokra¢nog sustava, bolesti srediSnjeg ziv€anog sustava, niski rast, bolesti
osjetilnih organa i psihijatrijski problemi

Medu ispitanicima za 32 (29,4%) nadeni su podaci spontanim pobacajima, mrtvorodenim

ili sterilitetu u obitelji u I generaciji (sestra, brat), 64 (64,2%) u II generaciji (majka, otac, stric,
tetka), a 7 (6,4%) u III generaciji (baka, djed, sestre i braca djeda i bake).
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Tijekom razgovora postavljeno je i pitanje o Stetnim navikama. Odgovore smo dobili od

122 ispitanice, od kojih su 92 imale jednu ili viSe navedenih navika, §to je uo€ljivo u tablici 18.

Tablica 18. Stetne navike u ispitanica.

Zene Ispitanice N(%) Kontrolna skupina N(%)
bez nize navedenih navika 30 (11,62) 10 (50)
nema podataka 136 (52,72) 0 (0)
pusenje, alkohol, droga, Zivotinje 92 (35,66)* 10 (50)
(macka, pas, ptice, domace Zivotinje)
Ukupno 258 (100) 20 (100)

*%2 =30,577,df =2, p <0,0001

Slika 17 prikazuje 4 navike, pri ¢emu su puSenje i1 drzanje zivotinja bile zastupljene u
najve¢em broju. Ispitanice su znacajno CeS¢e od kontrolne skupine imale Stetne navike (p <

0,0001).
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Broj ispitanica

Slika 17. Stetne navike u ispitanica

Odgovore o navikama dobili smo od 88 ispitanika, od ¢ega je 74 imalo jednu ili vise

navika (tablica 19). Na slici 19 prikazane su 4 navike, pri ¢emu je puSenje bilo najzastupljenije.

Tablica 19. Stetne navike u ispitanika

Muskarci Ispitanici N (%) | Kontrolna skupina N (%)
bez nize navedenih navika 14 (5,43) 12 (60)
nema podataka 170 (65,89) 1(5)
pusenje, alkohol, droga, zivotinje 74 (28,68)* 7 (35)
(macka, pas, ptice, domace zivotinje)
UKkupno 258 (100) 20 (100)

%2 = 70,55, df = 2, p < 0,0001
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Zagadivaci na radnom mjestu, Zene | Ispitanici *N | Kontrolna skupina * N
Rad na racunalu 82 8
Hrana 53 4
Kemikalije 36 1
Zracenje 3 0
Infekcija 5 5
Toplina 7 0
Hladnoca 4 0
Prasina 22 0
Nema podataka 52 0

*pojedina ispitanica bila je izloZena ve¢em broju u tablici navedenih onecis¢ivaca

IzloZzenost Zena onecis¢iva¢ima na radnom mjestu prikazana je u tablici 20. Najveci broj
ispitanica radio je na racunalu. Sljedeca kategorija su kuharice, konobarice i ugostiteljske radnice
koje su bile u dodiru s hranom. Ve¢i broj zena (frizerke i kozmeticarke) bio je izlozen, na svom
radnom mjestu, raznim kemikalijama. Ucestalost izloZenosti pojedinom onecis¢ivacu bila je
podjednaka. Za muskarce je redoslijed izloZenosti pojedinom onecis¢ivacu (tablica 21) bio

drugaciji. Najces¢e su bili izlozeni toplini 1 hladno¢i, zatim zraenju racunala, hrani i
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kemikalijama.

Tablica 21. Onecis¢ivaci na radnom mjestu — muskarci

Onecisc¢ivaci na radnom mjestu, muskarci |Ispitanici*N |Kontrolna skupina*N
Rad na raCunalu 51 7
Hrana 32 6
Kemikalije 32 1
ZraCenje 11 0
Infekcija 8 2
Toplina 54 0
Hladnoca 54 0
PraSina 46 4
Nema podataka 55 1
Nema zagadenja 11 0
Invalidi (vojni i civilni) i uposlenici MORH-a 8 0

*pojedini ispitanici bili su podvrgnuti ve¢em broju navedenih onecis¢ivaca

Broj analiziranih kariotipova musSkaraca (232) 1 Zena (231) prikazan je na slici 19.

Varijacije u populaciji koje su nadene u limfocitima periferne krvi zastupljene su u 22 (9,5% )

zena 1 23 (9,9%) muSkarca. U ispitanih Zena je viSe zastupljen viSak heterokromatina na 9.

kromosomu (9gh+), a u muskaraca per inv 9 (pl12;q13) (slika 19). Pericentricna inverzija 1

sekundarna konstrikcija (qgh) kromosoma 9 smatra se normalnom varijacijom tog kromosoma.

Sli¢ne varijacije se mogu naci i u pericentricnom dijelu kromosoma 1, 16 1 Yq. Molekulskim

metodama mogu se prema podrucju (alfa, beta ili klasi¢ne satelitske DNA) u kojem se dogada

inverzija, razlikovati 4 tipa heteromorfizma (1, 66, 67).
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Slika 19. Prikaz broja nacinjenih kariograma za Zene i muskarace. Svijetliji stupci prikazuju broj
urednih kariograma (46, XX ili 46, XY), a tamniji stupci varijacije u populaciji (1gh+,
9gh+, per inv (9)(p12;q13).

Prisutnost specifiénih protutijela IgM za CMV nadena je samo u 6,84% ispitanica.
Specifi¢na protutijela IgG za CMV nadena su u 100 ispitanica od ¢ega su u ¢ak 13 (11%) bila
izrazito povisena (viSe od 10 ili 100). Prisutnost specifi¢nih protutijela IgM VCA za EBV nadena
je u 14 ispitanica (11%), dok je IgG protutijelo za EA bilo prisutno u 43 ispitanice. Specifi¢na
protutijela IgG VCA za EBV nadena su u 94 ispitanice, od ¢ega su u ¢ak 25 (20%) bila izrazito
povisena (vise od 100 ili 400) (tablica 22). Razlika izmedu ispitanica i kontrolne skupine
znacajna je samo za protutijela I[gG VCA za EBV.

Prisutnost specificnih protutijela IgM za CMV nadena je samo u 3% ispitanika.
Specifi¢na IgG protutijela CMV nadena su u 78 ispitanika od ¢ega su u ¢ak 13 (13%) bila izrazito

povisena (vise od 10 ili 100).
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Tablica 22. Prisutnost protutijela na specifi¢ne antigene citomegalovirusa (CMV) i virusa Epstein

Barr (EBV) u ispitanica Zena.

Prisutnost/odsutnost protutijela Ispitanice N Kontrolna skupina N (%)
(%)
CMV IgM i IgG —ispitano u 117 Zena
IgM — otsutna 109 (93.16) 20 (100)
IeM — prisutna 8 (6,84) 0

X2=1,452,df=1,p=0,2282

oG — otsutna 17 (14,53) 4 (20)
IoG — prisutna 87 (74,36) 16 (80)
IoG — prisutna >10 ili >100 13 (11,11) 0

X2 =2,628, df =1, p = 0,2688

EBV IgM VCA, EA IgG, IgG VCA,
EBNA IgG - ispitano u 125 Zena

IgM VCA — otsutna

111 (88,8)

18 (90)

IeM VCA — prisutna

14 (11,2)

2 (10)

x2 = 0,025, df=1, p = 0,8736

IeG EA — prisutan 43 (34.,4) NA

IoG VCA — otsutna 31 (24.8) 0

IeG VCA — prisutna 69 (55,2) 20 (100)
IeG VCA — prisutna >100 i >400 25 (20,00) 0

X2 =14,598, df =1, p = 0,0007

EBNA IeG — otsutna 65 (52,00) NA
EBNA IgG — prisutna 53 (42,4) NA
EBNA IeG — prisutna >400 7 (5.,6) NA

Prisutnost specifi¢nih protutijela IgM VCA za EBV nadena su u 6 ispitanika (6%), dok je

IgG za EA bio prisutan u 5 ispitanika. Specificna protutijela IgG VCA za EBV nadena su u 78

ispitanika od cega su u Cak 52 (48%) ispitanika bila izrazito poviSena (viSe od 100 ili 400).

Razlika izmedu ispitanika i kontrolne skupine zna€ajna je samo za IgG VCA/EBV (tablica 23).
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Tablica 23. Prisutnost protutijela na specifi¢ne antigene citomegalovirusa (CMV) i virusa Epstein

Barr (EBV) u muskih ispitanika.

Prisutnost/odsutnost protutijela Ispitanici Kontrolna skupina
N (%) N (%)
CMV IgM i IgG — ispitano 96 muskaraca
IgM — otsutna 93 (96,88) 11 (100)
IeM — prisutna 3(3,12) 0

X2 =0,354,df=1,p=0,5521

IeGG — otsutna 18 (18.75) 3 (20)
IeG — prisutna 65 (67,71) 8 (80)
IeG — prisutna >10 ili >100 13 (13,54)

X2 = 1,891, df = 1, p = 0,3884

EBV IgM VCA, EA IgG, IgG VCA,
EBNA IgG — ispitano 109 muskaraca

IeM VCA — otsutna

103 (94.44)

10 (90)

IgM VCA — prisutna

6 (5,56)

1 (10)

X2 =0,234,df=1,p=0,6286

IgG EA — prisutan 5(4,58) -
[eG VCA — otsutna 31 (28,44) 0
IeG VCA — prisutna 26 (23.85) 20 (100)
IeG VCA — prisutna >100 1 >400 52 (47,71) 0

X2 =42,708, df =2, p <0,0001

EBNA IgG — otsutna 50 (45,87) -
EBNA IgG — prisutna 37 (33,95) -
EBNA IgG — prisutna >400 22 (20,18) -

Osim odredivanja protutijela za specificne antigene CMV-a i EBV-a, u nekih je Zena i

muskaraca odredena i prisutnost/odsutnost protutijela i za specifi¢ne antigene sljede¢ih mogucih

teratogenih mikroorganizama: toksoplazma, Rubeola virus, HSV tip 1 i 2, HHV-6, Parvo B19,
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Varicela/Zoster, parotitis, listeria monocytogenes, adenovirus, RSV, coksackie virus,

influence A, morbili (tablici 24).

Tablica 24. Prisutnost protutijela IgM specifi¢nih za pojedini mikroorganizam

A

Mikroorganizam Zene * Muskarci*

HHV-6 4/5 -

Rubeola 3/103 0/82

Toksoplazma 2/92 7/72

Parvo B19 7/56 0/49

HSV-1 8/88 4/80

HSV-2 0/69 34/70

VZV 7/21 3/21

*broj osoba sa prisutnim protutijelima IgM/ukupan broj testiranih osoba
B
Mikroorganizam | Zene Zene | Muskarci | Muskarci % Df p

+ - + -

HHV-6 4 1
Rubeola 3 100 0 82 0,95 1 0,3309
Toksoplazma 2 90 7 65 3,10 1 0,0783
Parvo B19 7 49 0 49 4,71 1 0,0300
HSV-1 8 80 4 76 0,53 1 0,4664
HSV-2 0 69 34 26 5021 | 1 |<0,0001
VZV 7 14 3 18 5,88 1 0,0153

virus

U samo manjeg broja ispitanika nadena su specificna protutijela IgM. Iz tablice 24B

vidljivo je da je ucestalost protutijela IgM za virus parvo B19 statisticki znac¢ajno veca u Zena

nego u muskaraca (p = 0,0300). Suprotno je nadeno za virus HSV-2. Ucestalost prisutnosti

protutijela IgM bila je ve¢a u muskaraca nego u zena (p < 0,0001). Za VZV je veca ucestalost

protutijela IgM bila u Zena nego u muskaraca (p = 0,0153).

Protutijela IgG za HSV-1 nadena su u veceg broja ispitnika, i Zzena i muskaraca (tablica

25). Medutim, statisticki je znacCajna samo smanjena ucestalost prisutnosti protutijela IgG za
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HSV-2 (tablica 25B).

Tablica 25. Prisutnost protutijela IgG specificnih za HSV-11 -2

A
Virus Zene* Muskarci*
HSV-1 78/88 64/80
HSV-2 35/69 1/70
*broj osoba sa prisutnim protutijelima [gG/ukupan broj testiranih osoba
B
Virus Zene Zene | Muskarci | Muskarci 2 df p
- - + - X
HSV-1 77 10 64 16 1,24 1 0,2663
HSV-2 35 34 1 69 41,47 1 <0,00001

U skupini od 258 ispitanica zabiljezeno je ukupno 574 pobacaja. Podatke o

patohistoloSkom nalazu posteljice nasli smo za 414 uzoraka. Od tih 414 opisa, uredan nalaz se

nasao u 61 slucaju. U preostalih 353 patohistoloskih opisa nadene su promjene u razli¢itim

kombinacijama, tako da je u nekim posteljicama nadeno istovremeno vise promjena (tablica 26).

Tablica 26. Patohistoloski opisi posteljica pobacenih plodova

Patohistoloski opis za 1., I1., II1. i IV. pobacaj Ispitanice |Kontrolna skupnina
degenerativno tkivo (D+F+V+TROF) 196 36
upalni elementi (U) 93 20
hidropske promjene i edem (H) 81 0
infarkt (I) 64 7
nekroza (N+Ca) 63 14
krvarenje (K) 41 0
pojava drugih specifi¢nih stanica (AS, HB itd.) 29 0
promjena strome i tromboza STR/TR 16 1
nezrele hematopoetske stanice (NH) 10 2
molla hydatidosa (M) 7 0
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razlika izmedu ispitanica i kontrolne skupine je statisticki znacajna (test za tablice kontingencije, p < 0,0001)

Najces¢i opisi u posteljicama pobacenih plodova bili su: degenerativno tkivo, upalni
elementi (leukociti, granulociti, limfociti) i hidropske promjene.

U tablicama 27 1 28 opisana je ucestalost pojedinog patohistoloskog nalaza s obzirom na
prvi, odnosno drugi pobacaj. Najces¢i patohistoloski nalaz posteljice tijekom prvog pobacaja je
«D» (degenerativno tkivo). Na drugom su mjestu upalne promjene («U»). Zajedno ¢ine polovinu

nadenih patohistoloSkih nalaza. Na treCem je mjestu, po ucestalosti nalaz «H» (hidropske

promjene).

Tablica 27. Prikaz ucestalosti patohistoloskih opisa kod prvog pobacaja

PHD opis Broj zena (N) (%)
D 13 38,3%
U 6 17,6%
H 4 11,9%
N 3 8,8%
UREDAN 3 8,8%
K 2 5,9%
I 1 2,9%
NH 1 0,0%
M 1 2,9%
STR/TR 0 0,0%
AS, HB 0 0,0%
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Usporedujuci prvi spontani pobacaj s drugim glede patohistoloskog nalaza mozemo zakljuciti da
je patohistoloSki nalaz znacajno razlicit isklju¢ivo za nalaz H (hidropske promjene) kod drugog
spontanog u odnosu na prvi spontani pobacaj. Buduc¢i su svi rezultati iz istog uzorka, statisticki
mozemo testirati slijedecu pretpostavku: da li se moze kao istinita prihvatiti pretpostavka da je
udio nalaza «H» u drugom spontanom pobacaju znacajno vec¢i od udjela istog nalaza u prvom

spontanom pobacaju.

Tablica 28 . Prikaz ucestalosti patohistoloSkih opisa kod prvog i drugog pobacaja

PHD opis Broj Broj Zena/ Postotak s obzirom na broj
Zena/prvi drugi pobacaj drugih pobacaja
pobacaj (N=154)
D 1 63 30, 2%
U 1 31 15,3%
H 0 36 17,6%
K 0 9 4,4%
I 0 2 1,1%
N 0 18 8,9%
STR/TR 0 5 2,6%
UREDAN 0 20 9,9%
NH 0 4 2,1%
M 0 0 0,0%
AS, HB 0 16 7,9%

Za to testiranje sluzili smo se Z-testom.

Pretpostavljene hipoteze su:

H,..p,<p,
H,.p,>p,
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“Medu” - izracun

Grupa 1 - proporcija 0,148

Grupa 2 - proporcija 0,234

Razlika u dvije proporcije 0,086

Srednja proporcija 0,221

Z-test 1,309

p vrijednost 0,095
Nulta-hipoteza odbacena je na razini znacajnosti od 10%

Testiranje je provedeno uobicajnim jednosmjernim Z-testom. Kod postupka testiranja izracunata
je empirijska razina znacajnosti koristenjem slijede¢ih medu-izracuna.

Buduéi empirijska razina znacajnosti iznosi 9,5%, moze se prihvatiti alternativna hipoteza
(odnosno odbaciti nulta hipoteza) kako je udio nalaza «H» statisti¢ki znacajno ve¢i u drugom
spontanom pobacaju u odnosu na prvi pri teorijskoj razini znacajnosti od 10%. To znaéi da je
ucestalost hidropskih promjena u drugog pobacaja ceS¢a nego u prvog, dok u prvom pobacaju
cesca pojava upalnne promjene ,,U*.

U nastavaku je prikazana viSedimenzionalna tablica (tablica 29) s obzirom na najznacajnije
patoloske nalaze prvog i drugog pobacaja istovremeno.

Iz tablice se moZe napraviti ukupno 49 testiranja o hipotezi da li se razlikuje broj Zena prema
odabranim patohistoloskim nalazima izmedu prvog i drugog spontanog pobacaja (hi kvadrat test)

pretpostavljajuci da su uzorci zavisni (McNemarov test).
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Tablica 29. Visedimenzionalna tablica s najznacajnijim PHD nalazima prvog i drugog pobacaja istovremeno

Kratica Drugi U D H N F Uredan Razno

pobacaj

Prvi Dostupnost 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
pobacdaj podataka

U 0 - - - - - - - - - - - - - -

1 24 8 24 8 25 7 29 3 29 3 28 4 30 2

D 0 162| 32| 151 | 43| 156| 38| 176| 18| 184| 10| 174 20| 181 | 13

1 25 8 26 7 28 5 30 3 28 5 29 4 29 4

H 0 173 34| 161 | 46| 170 37| 180 20| 194| 13| 183 24| 192| 14

1 13 5 14 4 12 6 17 1 16 2 18 - 15 3

N 0 172 35| 160| 47| 170 35| 190| 17| 195| 12| 183 | 24| 190| 16

1 14 5 16 3 12 7 15 4 16 3 19 - 19 -

F 0 175 38| 166 | 47| 174| 39( 193] 20| 199 14| 189| 24| 196 | 17

1 12 2 11 3 10 4 13 1 13 1 14 - 13 -

Uredan 0 174| 40| 168 | 46| 173 | 41| 193] 21| 199| 15| 193 21| 198| 15

1 13 - 9 4 11 2 13 - 13 - 10 3 11 2

Razno 0 182 38| 172 | 48| 179| 41 199] 21| 206| 14| 196| 24| 203 | 16

1 5 2 5 2 5 2 7 - 6 1 7 - 6 1

U — upala; D - degenerativno promijenjeno tkivo; H - hidropski promijenjeno tkivo, edem, eritroblasti, nezrela hematopoeza,
mola; N - nekroza, kalcij, distrofi¢ni kalcifikati, ulaganja kalcija, ovapnjenja; F: fibrin, fibroza, fibrinske naslage, trofoblast,
sinciciotrofoblast; Uredan - uredan nalaz; Razno - razne stanice (Arias Stella fenomen, Hoffman Bauerr-ove stanice, polip, CIN,
korioepiteliom)

McNemar Change testom prikazana je znacajnost razlika raznih parametara izmedu prvog i drugog spontanog pobacaja.
Znacajna razlika postoji samo za H (McNemar Change test, Yates Chi2: 11.755 (p = 0.000) dok za U, D, N, F, Uredan i Razno
nema statisticki znacajne razlike.



Komentirajuéi rezultate navedene u tablici 26 u svezi s patohistoloskim opisom s patologom
placentologom, zakljucili smo da opis degenerativne promjene (D) moze znaliti blazi oblik
hidropskih promjena, manju fibrozu resica, slabiju vaskularizaciju i pojedinacne nekroti¢ne resice
najcesce uklopljene u obilniji perivilozni fibrin. Time «D» znac¢i manji oblik «Hy, ali isto i «F», 1
«V», 1 «N», 1 «Trofh, §to je sve znacajnije razli¢ito od upalnih elemenata u opisu.

Protocna je citometrija napravljena na ukupno 299 uzoraka posteljica. Za 29 uzoraka nije
bilo moguée interpretirati rezultate. U 209 uzoraka dokazan je diploidni sadrzaj DNA. U 61
uzorku naden je aneuploidni sadrzaj DNA. Podaci su prikazani u tablici 30.

Tablica 30. Sadrzaj DNA u tkivu posteljice

Sadrzaj DNA Broj uzoraka
N (%)
Diploidni 209 (77,41)
Aneuploidni 61 (22,59)

Tablica 31. Lancana reakcija polimerazom za HPV u tkivima posteljice

HPV PCR Ispitanice Kontrolna skupina
Pozitivno 0 0
Negativno 50 20

Tablica 32. /n situ hibridizacija za HPV u tkivima posteljice

HPYV in situ hibridizacija Ispitanice Kontrolna skupina
Pozitivno 0 nije radeno
[Negativno 20 nije radeno

Metodom lancane reakcije polimerazom i1 metodom hibridizacije in situ pocetnicama
specificnim za HPV u uzorcima DNA izoliranim iz tkiva posteljice nismo dokazali prisutnost

HPV (tablice 31 1 32).
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6. RASPRAVA

Humana reprodukcija Cesto je neucinkovit proces. Prema izvjeS¢ima iz literature otprilike
65-90% rano izgubljenih trudnoca uzrokovane su promjenama kromosoma u stanicama ploda, a
ucestalost takvih promjena izravno je povezana sa zivotnom dobi majke (68). I u velikom broju
ponovnih pobacaja plodovi imaju promjene kromosoma. Nadalje, 70-85% abnormalnih oocita 1
preimplantacijski izgubljenih embrija povezanih s in vitro fertilizacijom (IVF) imaju promjene
kromosoma, a uspjeh IVF-e je obrnuto proporcionalan s dobi majke. Stovise, kariotipovi
preimplantacijski izgubljenih embrija, dobivenih IVF-om, zena koje su imale ponavljane
pobacaje, pokazuju Sest puta ¢eS¢u pojavu monosomija (68). Upotrebom tehnike prijenosa jezgre
oocite starijih zena u enukleiranu oocitu mladih zena dokazano je da je uzrok aneuploidije, (a
koja je povezane s dobi majke) citoplazma oocite a ne njena DNA. Ovaj nalaz upucuje na
zakljucak da je oocita, koja se u mejozi nalazi mnogo godina, izrazito podlozna promjenama
proteina citoskeleta (69).

U naSem istrazivanju u 258 Zena i muskaraca nije dokazana povezanost s dobi majke i oca
tj. najveci broj Zena, njih 64%, Zivotne je dobi izmedu 24 1 33 godine.

U opseznoj studiji provedenoj u Kanadi 1999. godine, na 22 199 bra¢nih parova (odnosno
44 398 osoba) u kojih su zabiljezeni ponavljani gubici trudnoca, konstitutivne anomalije
kromosoma u limfocitima periferne krvi opaZene su u samo u 4,7 % slucajeva (68). U naSoj
studiji uzeti su u obzir samo oni bracni parovi koji su imali uredan konstitucijski kariotip.

U spermijima zdravih muSkaraca ucestalost anomalija autosoma (za svaki posebno) iznosi
0,03%, a ucestalost anomalija spolnih kromosoma 0,11%. U samo se nekim istraZzivanjima ove
anomalije povezuju se s dobi oca (70).

Nastanak aneuploidije tijekom oogeneze uglavnom je posljedica nerazdvajanja
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kromosoma/kromatida i/ili preranog odvajanja kromatida tijekom I ili II mejotske diobe.
Preranom odvajanju kromatida prethodi preddioba ili preuranjeno razdvajanje centromera, §to
pospjesuje nerazdvajanje. Metodama kariotipizacije 1 komparativne genomske hibridizacije
(CGH) dokazana je ucestalija hipohaploidija, koja je kasnije potvrdena ispitivanjima na
preimplantacijskim embrijima. Ovo ukazuje na vaznost zastoja procesa mejoze na prijelazu II
metafaze u Il anafazu (tzv. anafazna pauza!) i na pravilno odvajanje kromatida. Mali kromosomi
(akrocentri¢ni) ¢es¢e podlijezu aneuploidiji iako i neki veliki kromosomi mogu podle¢i ovoj
pojavi. Ucestalost pojave nenormalnog broja kromosoma, odredeni kariotipizacijom, u oocitama
zena izmedu 30 1 35 godina, iznosi oko 11%. Upotrebom preciznije metode (analize korionskih
resica) postotak nadenih nenormalnosti broja kromosoma je jo§ veci. Ovakva su istrazivanja
pokazala sklonost germinalnom ili gonadalnom mozaicizmu. Konstitucijska aneuploidija embrija
najcesca je za kromosome 15, 16, 21 122, a slicna ucestalost nadena je i za kromosome 6, 14, X 1
Y. Trodnevni embriji zena mladih od 37 godina imaju ¢es¢e mozaicnu aneuploidiju (50%). Dva
su glavna tipa mozaicizma: diploidni/aneuploidni i kaoti¢ni mozaik. Kaoti¢ni mozaicizam nastaje
neovisno o dobi majke i mozZe biti povezan s anomalijama centrosoma i Cesto je muskog
podrijetla. Najc¢es¢i aneuploidni mozaicizam je gubitak kromosoma. Potom slijedi aneuploidija
zbog viska kromosoma, a najrjedi je uzrok aneuploidnog mozaicizma nerazdvajanje u mitozi. Svi
oblici aneuploidije mogu biti povezani s majcinom dobi, ali isto tako i s gubitkom nekih
specificnih produkata gena u stanicama embrija. Djelomi¢na aneuploidija koja je rezultat lomova
kromosoma nade se u oko 10% embrija (71).

Zanimljiv je nalaz Maccarrone-a i1 suradnika koji je opisan u ¢lanku autora Lockwood-a
(69) kojim je utvrdeno da anandamid i drugi endokanabinoidi, djeluju nepovoljno na implantaciju
1 razvoj embrija misa. Stvarni razlog tome je smanjenje razine i aktivnosti u limfocitima aktivnog

enzima koji razgraduje anandamid. Enzim se naziva FAAH (od engl. fatty acid amide hydrolase).
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Autori smatraju da bi se odredivanje razine FAAH moglo koristiti kao rani biljeg predispozicije
nastanka spontanog pobacaja. Mogué¢i mehanizam djelovanja endokanabinoida je modulacija
regulacije o limfocitima ovisne mreZze citokina, povezanih za uspje$an ishodom trudnoce (69).

Rezultati prikazani u ovom radu pokazuju da se najveci broj pobacaja, i to 208, dogodio
izmedu 8. 1 10. tjedna trudnoée (uzimajuéi u obzir prvi, drugi, treéi i Cetvrti pobacaj). U razdoblju
od 4. do 7. tjedna trudnoce bilo je 98 pobacaja, a od 11. do 13. tjedna 90, dok je do 16. tjedna bilo
samo 32 pobacaja.

U naSem ispitivanju unutar 463 ispitanika u manjem uzorku sacinjenom od 22 Zene i 23
muskarca, Sto predstavlja oko 10 % (9,7%) ispitivanog uzorka, nadene su varijacije poput
promjena u pericentricnom dijelu kromosoma 9 (per inv 9), viSak heterokromatina na
kromosomima 1 (1gh+) 1 9 (9gh+) te pojacani sateliti na akrocentricnim kromosomima 13, 14,
15, 211 22. U opcoj populaciji ove su promjene zastupljene ucestalosé¢u 10-15% (1, 66, 67).

Del Porto je analizom 257 bra¢nih parova nasao 137 s dva ili viSe spontanih pobacaja, a u
njihovim je kariotipovima stanica periferne krvi nadena iskljucivo per inv 9 (p12;q13) kao
varijacija u populaciji (72).

Slicno je, s obzirom na kromosom 9 i 16, nadeno 1 u istrazivanju Bureti¢ Tomljenovic¢
provedenom na 30 bra¢nih parova Primorsko-goranske Zupanije i Istre koji su imali jedan ili vise
spontanih pobacaja i mrtvorodenu djecu sa ili bez malformacija (73). Ovo izvjesce opisuje nesto
ucestalije promjene kromosoma 16 1 manju ucestalost promjena kromosoma 9 u odnosu na ranije
objavljene reference (37). Drzimo da se razli¢ita ucestalost varijacija kromosoma 9 1 16 u
populaciji moze objasniti subregionalnom varijabilnoséu (razlika izmedu podataka iz Rijeke i
Splita).

Heteromorfizam konstitutivnog heterokromatina je stabilna evolucijska promjena za koju

se smatra da nema utjecaja na fenotip. Heterokromatinske regije kromosoma 1, 9, 16 1 Y imaju

81



ulogu u imunosnom odgovoru tijekom ranog razvoja embrija. U Zena i muskaraca koji su imali
mrtvorodene ili malformirane plodove naden je viSak heterokromatina kromosoma 16 u odnosu
na kontrolnu skupinu. Isti parovi su pokazivali znacajno poviSene srednje vrijednosti
heterokromatina u potencijalnim zigotama. U brac¢nih parova koji su imali spontane pobacaje
naden je smanjen sadrzaj ukupnog heterokromatina u potencijalnoj zigoti (74). Visak
heterokromatina povezuje se s promjenom normalnog stanja metiliranosti ovih regija. Smatra se
da je demetilacija (hipometilacija) uzrok povecanja heterokromatina (75). Baranov i suradnici
pokazali su posebnosti metilacije metafaznih kromosoma preimplantiranih embrija covjeka (76).
Vaznost uloge heterokromatina u procesu mejotskog razdvajanja kromosoma potvrdili su
Demburg i suradnici (77). Ispitivan je takoder i utjecaj heterokromatina na ekspresiju gena koji se
nalaze u njegovoj blizini. Smatra se da heterokromatin smanjuje aktivnost takvih gena (78, 79).
Pokazana je takoder i razlika ponasSanja konstitutivnog heterokromatina kromosoma 1, 16 i Yqu
amniocitima 1 limfocitima periferne krvi. Heterokromatin u amniocitima snaznije prima
specificne boje sto ukazuje na njegovu jacu kondenziranost (80). Kondenzacija heterokromatina
dobar je pokazatelj i uspjeSnosti IVF-e (81).

Na vaznost pravilne kondenzacije heterokromatina u spolnim stanicama, u smislu
izbjegavanja aneuploidije, ukazuju i drugi autori (82 - 85).

Vaznost pravilne regulacije metilacije kromatina, ¢ime se odrZzava normalna homeostaza
ekspresije gena, opazena je i u stanicama tumora, gdje se istovremeno dogada globalna
hipometilacija genoma i snazna hipermetilacija CpG regija unutar regulatornih regija gena. Ovo
uzrokuje niz promjena kromosoma medu kojima su nestabilnost kromosoma i aneuploidija (86).
Uz pojavu metilacije i demetilacije (epigenetska kontrola ekspresije gena) veZze se i pojam
genskog upisa (imprinting) (87).

Imprinting je za sada otkriven uglavnom u genima koji su vazni za prenatalni i postnatalni
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rast te razvoj nekih tipova stanica. Deregulacija imprintinga uzrok je raznih bolesti ljudi, medu
njima 1 tumora. Veza izmedu mehanizma epigenetskog nasljedivanja i strukture i funkcije
kromosoma su metilacija histona i protein heterokromatina (HP1). Da bi zapocCeo proces
imprintinga (metilacije), izgleda da je klju¢na modifikacija strukture kromatina (88, 89).

Iako klasi¢na kariotipizacija ploda, posteljice 1 hidatiformne mole nije ispitivana u ovom
radu ipak smatramo vaznim opisati rezultate autorice Brajenovi¢ Mili¢ (90). Istrazivanja su
provedena na uzorcima anembrijskih trudnoca, ranih fetalnih smrti i hidatiformnih mola osoba
Primorsk — goranske Zupanije i1 Istre metodama dugotrajne kulture i GTG pruganja. Aberantni
kariotip naden je u 37,8% od ukupno 119 uzoraka. NajceSée su bile trisomije, ukljucujuci
dvostruke trisomije (35,6%), potom ploidije (33,3%), mozaicizam (11,1%), strukturne anomalije
(4,4%) 1 monosomije kromosoma X (2,2%). Trisomija jednog kromosoma bila je predominantna
promjena u anembrijskim trudnocama (64,3%), dok je u slucajevima ranog gubitka trudnoce
triploidije u odnosu na ostale anomalije kromosoma nadena je u 28,9% uzoraka, a u parcijalnim
hidatiformnim molama iznosila je 53,8 % (90).

Analizom 1743 bracna para (3486 ispitanika) s ucestalim spontanim pobacajima, nadeno
je 5,34% aberacija kromosoma u limfocitima periferne krvi od kojih su 2/3 autosomne
balansirane translokacije, $to je 30 puta ¢es¢e nego Sto se opisuje u op¢oj populaciji (91).

U ovom je radu stanje ploidnosti odredivano metodom protocne citometrije na 270
uzoraka posteljica. U 23% uzoraka nadena je aneuploidija ukljucujuéi i tetraploidiju.

Sli¢no je nadeno i ispitivanjem 217 uzoraka posteljica iz prvog tromjesecja trudnoce.
Aneuploidija je nadena u 26 uzoraka (12%). Od toga je 12 uzoraka (5,6%) bilo tetraploidno, a 7
netriploidno/tetraploidno. Od triploidnih posteljica 5 ih je bilo nehidropski promijenjeno (92).

De Vita i suradnici (1993) ispituju materijal spontanih pobacaja s dvijema metodama:
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citogenetskom i metodom proto¢ne citometrije, te u 38 uzoraka nalaze 10 aneuploidnih (93).
Fukunaga i suradnici (1993) ispituju uzorke ranih spontanih pobacaja samo proto¢nom
citometrijom i nalaze 12% aneuploidnih uzoraka od 217 posteljica uklopljenih u parafin (94).
Koenig i suradnici (1993) nalaze 12 triploidija u uzorcima od 32 posteljice (95). Lorenzato
(1995) ispituje 46 uzoraka usporedujuéi patohistoloski nalaz s nalazom proto¢ne citometrije, ne
nalazi odgovarajuce usporedbe, ali nalazi 45,7% triploidija (96). Rua i suradnici (1995) metodom
protoc¢ne citometrije ispituju 540 uzoraka nakon intrauterine smrti ploda i nalaze 65,0% urednih
posteljica, 38 triploidija i 12 tetraploidija. Naglasava se ve¢i broj poliploidnih uzoraka u mladih
osoba (97). Van de Kaa i suradnici, te Jeffers i suradnici (1995) ispituju kompletne i parcijalne
hidatiformne mole metodom interfazne citogenetike, DNA citometrije 1 slikovne analize
proto¢nom citometrijom u blizanacke trudnoce, molarnih i nemolarnih pobacaja. Nalaze
poliploidiju kao odraz perzistentne trofoblasticne bolesti (98, 99). Van de Kaa i suradnici, potom
Paradinas 1 suradnici, prikazuju usporednu analizu DNA protocne citometrije, interfazne
citogenetike u diferencijalnoj dijagnozi i prognozi hidatiformnih kompletnih/inkompletnih mola 1
nemolarnih hidropskih pobacaja; nalaze 146 triploidnih i 107 diploidnih uzoraka. Ucestalost
pojave triploidnih uzoraka povecava se i do 4,8 puta kod Zena starijih od 40 godina (100, 101).
Ozeren 1 suradnici prikazuju studiju na 20 anembrijskih trudnoca, analizirali proto¢nom
citometrijom i nalaze 40% viSe aneuploidija nego u spontanim pobacajima (102).

Postoje 1 druge metode ispitivanja spontanih pobacaja koje su mozda i preciznije od
protoCne citometrije, ali je za takvu pretragu potrebito imati svjez uzorak tkiva i nije moguce
retrospektivno ispitivanje. Eiben 1 suradnici objavili su rezultate ispitivanja 750 uzoraka, od ¢ega
je 68% bilo prije 12 tjedna gestacije. Direktnom metodom ispitivanja nasli su 50,1% abnormalnih

kariotipova (103). Minelli 1 suradnici (1993) ispitivali su 52 uzorka 1 nasli 67% abnormalnih
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kariotipova. Prevladavaju trisomije 16 1 22 u skupini blighted ovum (104). Eichenlaub Ritter
(1996) citogenetski ispituje spermije i oocite prvoig reda tijekom IVF-a i nalazi hiperploidiju
povezanu s roditeljskom dobi (105). Qumsiyeh (1998) u 141 uzorku tkiva posteljice i fetusa (od
6. do 24. tjedna trudnoce) nalazi 30% kromosomskih aberacija (5). Kaspar i suradnici usporeduju
citometriju 1 kariotipizaciju kod 51 uzorku spontanih pobacaja i nalaze 21 triploidiju, 19
diploidija i 11 aneuploidija (106). Periimplantacijsku studiju embrija izvrSili su Simon i suradnici
1998. godine te su nasli povecan broj kromosomskih aberacija u Zena s ucestalim spontanim
pobacajima (58 % aneuploidija) (107). Carp i suradnici (2001) prikazuju 167 ispitanica s 3-16
pobacaja prije 20. tjedna trudnoce, i nalaze 29 kromosomskih aberacija, od cega 94%
aneuploidija i 6 % strukturnih promjena (108). Kalousek i suradnici ispituju ucestalost mozaic¢nih
promjena u posteljici kod 48 uzoraka (31 nemozaian i 11 mozai¢nih patoloskih kariotipova)
(109). Roland i suradnici otkrivaju CVS-om posteljiéni mozaicizam u 26 trudnica koje nisu
zeljele prekinuti trudnocu. U djece nema promjena u porodajnoj tezini i izostao je IUZR (110).
Dugotrajnom kulturom i direktnom metodom na 107 uzoraka Griffin i suradnici (1997) ispituju
postelji¢ni mozaicizam (111). Metoda interfazne genetike upotrebljava se u praksi za usporedbu
s citogenetskom metodom (112, 113). Metode CGH 1 FISH su vjerojatno tehnike buduénosti
(114, 115). Usporedbom s metodama klasi¢ne citogenetike odnos nadenih abnormalnih
kariotipova je 42,8% prema 65,8% (3). Usporedivanje FISH metode s molekulskim metodama ne
pokazuje takve rezultate (116, 117). Molekulskim metodama (118) i metodama proto¢ne
citometrije (119, 120) usporeduju se kompletne i inkompletne mole.

Uputne dijagnoze u nasih ispitanika rasporedili smo u nekoliko skupina. Veliku skupinu
(49,7%) cine dijagnoze koje govore o klinickom, ginekoloskom obliku pobacaja (habitualis,
completus, incompletus, imminens) ili se samo spominje spontani pobacaj kao sterilitet ili

infertilitet. Uputna dijagnoza naziva molla hydatidosa nadena je u 1,1% slucajeva, a blighted
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ovum (hydrovum) odnosno anembrijska trudnoéa u 21,7% slucajeva. Uputna dijagnoza spontani
pobacaj i mrtvorodence, ili smrt fetusa in utero, ili uz malformirani plod ili IUZR, uz ektopicnu
trudnocu, polip, konizaciju nadena je u 9,4 % slucajeva. Za 18,1% slucajeva nije bilo podataka o
uputnoj dijagnozi.

Iz podataka obiteljske anamneze oba bra¢na partnera vidljivo je da u ¢ak 140 (od 187)
zena, 1 109 (od 153) muskarca postoji obiteljsko opterecenje sterilitetom i spontanim pobacajima,
smréu djece u dojenackoj dobi, mrtvorodenom djecom, sindromu iznenadne smrti dojenceta,
mentalnoj retardaciji, sindromu Down, drugim malformacijskim sindromima i drugim vrstama
anomalija. U obiteljskim su anamnezama ¢esto spominjane i razne bolesti drugih organa (22,5%),
te SeCerna bolest i druge autoimune bolesti (18,2%). Podatke o spontanim pobacajima,
mrtvorodenima ili sterilitetu u obitelji u I generaciji (sestra, brat), II generaciji (majka, otac, stric,
tetka) 1 III generaciji (baka, djed, sestre i braca djeda i bake) imalo je 38 (27,2%), 94 (67,1%) 1 8
(5,7%) osoba.

U skupini muskaraca iste je podatke dalo 32 (29,4%) za I generaciju, 70 (64,2%) za II
generaciju i 7 (6,4%) za III generaciju. Kada se unutar ovih skupina prociste podaci izbacivanjem
podataka o sterilnim brakovima, umrloj djeci, mrtvorodenim ili mentalno retardiranim rodacima,
ostaju samo podaci o spontanim pobacajima u I, II 1 III generaciji. Oni su znatno brojniji nego u
opc¢oj populaciji: u zena 50,0% a u muskaraca 48,6%. Ukupni rizik pobacaja za muskarce i Zene u

op¢oj populaciji iznosi 33% (121, 122).

Dob majke, ali i oca (123) vaZzni su za ucestalost spontanih pobacaja, kao i broj ranijih
spontanih pobacaja. U Zena koje su imale aneuploidiju u prethodnoj trudno¢i, poviSen je rizik za
sljede¢u trudnoc¢u s aneuploidnim zametkom (124). U naSoj studiji Zene su bile u dobi od 24 — 33

godine.

86



Danas se uz obiteljsku anamnezu sve ¢eS¢e provode istrazivanja polimorfizama raznih
gena, poglavito onih vezanih uz krvarenje i metabolicke bolesti u zena koje su imale ucestale
pobacaje, te su primjerice nadeni polimorfizmi gena za MTHFR (engl.
methylene-tetrahydrofolate reductase) koji je karakteristican za razvoj greSaka neuralne cijevi
(125) 1 cimbenike koagulacije, narocito faktora V (Leiden) (126). Nositelji (heterozigoti)
mutacije (R506Q) gena faktora V imaju ¢eS¢e pojave spontanih pobacaja (126, 127). Ve¢i broj
spontanih pobacaja naden je u majki koje su imale dijete s NTD (od engl. neural tube defect) u
prethodnoj trudno¢i (128).

Neki su autori istrazivali 1 polimorfizme gena za zenske spolne hormone (129, 130).
Nadalje, polimorfizam gena za metionin sintetazu povezan je s rizikom rodenja djeteta sa
sindromom Down (131, 132, 133).

Sve je veci broj podataka o Cinjenici da se sklonost ucestalim pobacajima moze povezati i
s obiteljskom anamnezom sekundarnog antifosfolipidnog sindroma (imunosna promjena) (134,
135).

Spontani pobacaji su ¢es¢i u obiteljima u kojih se pojavljuje kosangvinitet (136). Tako su
zene s nasljednom rekurentnom hidatiformnom molom homozigotne za autosomno recesivnu
mutaciju gena koji se nalazi na kromosomu 19q13.3-13.4. U istom se podruc¢ju kromosoma nalazi
skupina «cinkov prst» gena, od kojih je barem jedan, Peg 3, izgleda, povezan s razvitkom
hidatiformne mole. Proteinski produkt ovog gena sudjeluje u signalizacijskoj mrezi ¢imbenika
nekroze tumora — NF kB (TNF, od engl. tumor necrosis factor), koji regulira proliferaciju,
diferencijaciju 1 programiranu smrt stanica. Peg3 je gen koji podlijeze genskom upisu. Nastajanje
upisa kod majke dogada se tijekom rasta oocite 1 bilo koji dogadaj, koji zaustavi taj proces
tijekom embriogeneze, dovodi do promijenjene ekspresije gena, bilo maj¢inih ili ocevih (137,

138).
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Posebna vrijednost nase studije je Cinjenica §to su u obiteljskom stablu prisutni podaci o
spontanim pobacajima I, II i IIl generacije bliskih rodaka. Rijetki su autori koji su, poput
Parazzini-a i suradnika, sacinili sli¢nu analizu (139). Prikazali su slucajeve 94 Zene s jednim ili
viSe spontanih pobacaja. Upitom o obiteljskoj anamnezi veceg broja Zena nadeno je obiteljsko
opterec¢enje pobacajima nego u kontrolnoj skupini zena koje su imale normalnu trudnoc¢u i porod.
Godina pojave menarhe i1 broj poroda majki i kéeri bio je sukladan, sasvim razli¢ito od podataka
o spontanim pobacajima (140, 141).

U naSim je istrazivanjima tijekom razgovora postavljeno i pitanje o Stetnim navikama.
Odgovore smo dobili od 122 ispitanice, od Cega su 92 imale jednu ili viSe navedenih navika.
Pusenje 1 drzanje Zivotinja bili su zastupljeni u najvec¢em broju.

U populaciji muskaraca odgovore smo dobili od 88 ispitanika. Sedamdeset i Cetiri ih je
imalo jednu ili viSe navedenih $tetnih navika, pri ¢emu je pusenje bilo najzastupljenije.

U obje skupine (Zene i muskarci) ucestalost je Stetnih navika bila statisti¢ki znacajno visa
u skupini ispitanika u odnosu na kontrolnu skupinu. PuSenje cigareta smanjuje fertilnost,
povecava broj spontanih pobacaja i povecava ucestalost abrupcije placente, nastajanje placente
praevie, krvarenja tijekom trudnoée i preranog prsnuca vodenjaka. Novorodencad, koja su
izlozena pusenju tijekom trudnoce, radaju se s tezinom manjom od 2500 g., a posebno su sklona
iznenadnoj smrti novorodenceta. Relativni rizik pobacaja medu puSacima je 1,1 — 1,3 (10 — 20
cigareta) (141). Bioritam majke, kao i njena izloZenost stresu, bitni su vanjski ¢imbenici koji
mogu utjecati na ishod trudnoce (142, 143).

Uzivanje marihuane nije se moglo povezati s uestalijom pojavom spontanih pobacaja
(144).

Rezultati ispitivanja o teratogenima vezanim uz oneciS¢ivace na radnom mjestu razliciti

su za Zene 1 muSkarce. Najveci broj ispitanica u nasoj studiji radio je na racunalu. Iako je zasada

88



tesko reci da li ovakva vrsta posla pogoduje nastanku pobacaja, podaci iz literature govore da
zracenje, ionizirajuée i neionizirajuce, pogoduje nastanku pobacaja (145-147). Manjak folne
kiseline udruzen sa zracenjem povecava nestabilnost kromosoma i povezuje se s aneuploidijom
kromosoma 21 (148, 149).

Sli¢no djeluje i izloZzenost atmosferskom pritisku tijekom putovanja avionom. Ispitivanja
na laboratorijskim zivotinjama pokazala su da ultrazvuk djeluje teratogeno u vidu neuroloskih,
razvojnih, hematoloskih, genetskih 1 strukturnih anomalija. Nema, medutim, dokaza o
teratogenom djelovanju dijagnostickog ultrazvuka na trudnicu. Elektromagnetsko zracenje,
toplina, herbicidi, pesticidi, organska otapala (ksilen, toluen) i teSki metali (ziva, olovo)
povecavaju ucestalost spontanih pobacaja (150, 151)

Slijedeca kategorija naSih ispitanica su kuharice, konobarice i ugostiteljske radnice koje
su svakodnevno u dodiru s hranom. U literaturi postoje razli€iti podaci o utjecaju hrane na
razvitak pobacaja. Tako je pokazano da cokolada ne izaziva pobacaj u trudnih miseva. Suprotno
tome, alkohol povisuje sklonost pobacajima. Tako je npr. u 29% Ruskinja, koje su rodile dijete s
fetalnim alkoholnim sindromom, u anamnesti¢ckim podacima nadeno, da su ranije imale pobacaje
tijekom prvog ili drugog trimestra trudnoce, da se u 12-25% slucajeva dogadala perinatalna smrt,
a u 22% prerani porod. Intravenska primjena alkohola trudnim miSevima 6. 1 7. dana trudnoce
uzrokovala je smrt embrija, ali ne i promjene na prezivjelim fetusima (152).

Kofein iz kave (uzimanje viSe od 3 Salice kave na dan) povecava rizik za spontani
pobacaj. Kava je embriotoksi¢na u dozi od 75-80 mg/kg. Kline 1 suradnici (28) su pokazali,
kariotipizacijom 900 uzoraka pobacenih plodova, ucestalije pobacaje s urednim kromosomima,
kod onih Zena koje su uzimale vise od 162 mg/dan kofeina. Sli¢no su pokazali 1 drugi autori
(153-156).

Aditivi, saharin i aspartam, ne dovode do povecane pojave spontanih pobacaja u miSeva.
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Debljina je povezana s ucestalijim pobacajima (157).

Vedi broj zena (frizerke i kozmetic¢arke) bio je izlozen na svom radnom mjestu raznim
kemikalijama.

U ovoj studiji redoslijed ucestalosti izloZenosti pojedinom zagadivacu (rad na racunalu,
hrana, kemikalije, prasina, toplina, hladnoca itd.) bila je podjednaka kod zena. Kod Zena je
najzastupljenija Stetna navika bila puSenje i kod ispitanica i kod kontrolne skupine. Za muskarce
je redoslijed bio drugaciji, tj. najcesée su bili izlozeni toplini i hladno¢i, zatim zracenju racunala,
hrani i kemikalijama.

Ucinak izlozenosti roditelja teratogenima moze se ispitivati nakon ekoloskih nesreca ili
ratova. Medutim, i u svakodnevnom su zivotu zZene i muskarci izloZeni raznim onecis$¢iva¢ima
kao §to su kozmeticki pripravcei koji se upotrebljavaju u frizerskoj struci. U jednom ispitivanju,
provedenom na 714 trudnoca, nije nadena statisticki znacajna ucestalost spontanog pobacaja ili
kongenitalnih anomalija. Rascjep usnice i nepca je bila naj¢eS¢a anomalija (34, 151). U nasoj
studiji od 258 ispitanica 40 ih je tehnicarki, kemijskih radnica i kamenoklesarica, 23 kuharica,
konobarica i ugostiteljskih radnica, 57 medicinskih sestara, a 8 frizerki i kozmeticarki.

Uporaba neke kemikalije i njeno potencijalno Stetno djelovanje na plod ovisi o trajanju
izloZenosti noksi 1 prozracnosti prostora u kojem se obavlja posao (lak za nokte i kosu, aceton,
kemikalije za bojanje kose itd). Tako je jedna studiji pokazano povecanje rizika gubitka ploda i
do 60% u kozmeticarki ili onih koje su bile izloZene isparavanju laka za nokte (158-160).

Izlozenost benzenu u razdoblju oko zaceca pokazuje mali porast pojava broja
malformacija iz reda velikih greSaka i malformacija kraljeznice (161-167). Pressinger i Sinclair u
preglednom c¢lanku navode veliki broj podataka o vanjskim uzrocima steriliteta i pobacaja (163).
Infertilnost je opazena u 4,1% Zena izmedu 15-24 godina. U dobnoj skupini od 15 do 34 godine 1

35 do 44 godine uclestalost sterilnosti raste s godinama na 13,1% 1 21,4%. Rizik za pobacaj u
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zena od 20 do 29 godina iznosi 10%, a za starije od 45 godina 50%. Otprilike 8-12% muskaraca
je sterilno, a pobacaj u njihovih partnerica je ¢es$¢i u onih koji imaju partnera s manjim brojem
spermija. U Zena sa spontanim pobacajima 48% muzeva imalo je abnormalan spermiogram. U
40% infertilnih parova problem je u muskarcu. Pusaci imaju manji broj spermija i veéi broj
abnormalih. Spontani pobacaji ¢es¢i su u Zena koje rade na mjestima gdje su izlozene kemijskim
otapalima (ksilen, aceton, tetrakloretilen, petrolej, onima koje rade u tekstilnoj industriji,
kemijskim cistionama, koje rad s olovom, zZivom i kadmijem). Otprilike 20-25% pobacaja
uzrokovani su problemima imunoloskog sustava. Prirodene anomalije javljaju se cesce kod
anestezioloskih sestara (16,4%), stomatologa i stomatoloskih asistentica (24% prema 11%) (168).

Muski ispitanici u ovom radu (258) bili su zastupljeni sa 70 zaposlenika tehnicke struke
(automehanicari, elektricari, stolari, pomorci, vozaci), 50 vojnika, policajaca, vojnih invalida ili
zaposlenika MORH-a ili HV-a, 29 konobara, kuhara, pekara i ugostiteljskih radnika.

U ovom radu 58% ispitanica i 41 % ispitanika imalo je, prije pojave spontanih pobacaja,
upalu mokraénih ili spolnih organa. Postoji statisticki znacajna povezanost izmedu pojave
infekcije 1 anomalija mokra¢nog i spolnog sustava (Ureaplasma urealyticum, Chlamydia
trachomatis, Mycoplasma hominis, Escherichia coli, specificne vrste infekcija) i spontanih
pobacaja.

Od 258 Zena 80 je bilo zdravih, a za 16 nismo imali podataka o prethodnim bolestima. U
162 zZene pronadeno je 6 razli¢itih skupina bolesti, pri ¢emu su neke imale viSe od jedne bolesti iz
neke skupine. Od ukupnog broja ispitanika samo je kod njih 34 nacinjen spermiogram koji je u

80% slucajeva pokazao odstupanja od normale.

Od 258 muskaraca 110 ih je bilo zdravih, a za 31 nismo imali podataka o prijaSnjim

bolestima. U 117 muskaraca pronadeno je 6 razli€itih skupina bolesti, pri cemu su neki imali vise
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od jedne bolesti iz neke skupine. Nadena je statisticki znacajna razlika u ranijim bolestima
izmedu ispitanica i kontrolne skupine. Medutim, metodom Monte Carlo razlika je statisticki

znacajna i za muskarce (p = 0,0490).

Podaci o prethodnim infekcijama mokra¢nog i spolnog sustava te anomalije istih, nadene

suu 94 (58%) od 162 Zene, te u 48 (41%) od 117 muskaraca.

Za vrijeme trudnoce moze do¢i do infekcije majke od koje se potom inficira i plod.
Najcesc¢a infekcija trudnice je uroinfekcija, a ona moze biti simptomatska i asimptomatska u
7-10% trudnica. Uzrocnici su najeSée gram negativne bakterije (E. coli). Oko 20-30% djece
zarazi se prolaskom kroz porodni kanal; pokazuju se klinickom slikom novorodenacke septikemije
1 meningitisa s visokom stopom smrtnosti. Zatim slijede spolne infekcije koje se mogu Siriti i
hematogeno i ascendentno kao §to su infekcije uzrokovane listeriom monocytogenes (10%
neonatalne sepse), streptokokima grupe B i enterokokima (S. faecalis, E. faecium). Chlamydia
trachomatis 1 mikoplazme su najce$¢i uzrocnici pobacaja, mrtvorodene djece i raznih infekcija
ploda a Sire se ascendentno. Sindrom intraamnijske infekcije nastaje ascendentno iz grli¢a
maternice, zahvaca donji pol ovoja, plodovu vodu i posteljicu. Fetus se moze zaraziti kroz
pupkovinu (vasculitis umbilicalis) ili gutanjem plodove vode. U trudnice se javljaju simptomi
prijeteéeg pobacaja, a ako se na vrijeme ne prepozna, moze do¢i do akutnog septickog oblika
bolesti (34, 41).

Chlamydia trachomatis uzrokuje spolno prenosivu bolest i moze se izolirati u 2-10%
zenske 1 muske populacije. Dokazano je da muSkaraci i zene koji imaju ponovljene spolne
infekcije klamidijom, imaju tkivnu predispoziciju za neke vrste genotipova klamidije, kao Sto je
npr. triptofan-sintetaza genotip. Smatra se da u prisutnosti IFN-y ( uklanjaju raspolozivi triptofan)

postoji poseban odnos izmedu domacina i1 parazita S$to pridonosi razvitku trajne infekcije
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klamidijom (169-172).

Mycoplasma hominis 1 Ureaplasma urealyticum su urogenitalni uzrocnici upala i spolno
prenosivih bolesti (STD). Genitalna mikoplazma stvara kroni¢nu upalu mokraéno-spolnog sustava
i amnijskih ovoja, a Ureaplasma moze inficirati amnijsku vreéu s klinicki tihim kroni¢nim
korioamnionitisom s karakteristicno snaznim upalnim odgovorom (173-176).

Neki virusi mogu biti teratogeni i mutageni. Tako je comet testom ispitana teratogenost i

mutagenost virusa influenze A2HK/68 na kulturi stanica i leukocitima periferne krvi ljudi (177).

U nasem je radu pokazana prisutnost specifi¢nih protutijela IgM za CMV u 31%

ispitanika 1 68% ispitanica. Specificna protutijela IgG za CMV nadena su u 67,7% i muskih i
74,4% Zenskih ispitanika od ¢ega su ¢ak u 13% i 11% bila izrazito povisena, ¢ak do 100.

U zemljama u razvoju gotovo je svaka odrasla osoba inficirana s CMV-om, dok je u
razvijenim zemljama zarazeno 50% odraslog stanovnistva. Oko 40-70% Zena prebolilo je bolest u
fertilnoj dobi, a u populaciji nalazimo 3-5% inficiranih trudnica. Smatra se da se oko 1%
(0,2-2,4%) plodova zarazi s CMV-om intrauterino. Infekcija moze nastupiti i u ploda kod kojeg je
primoinfekcija majke nastupila davno prije, a u trudno¢i je doslo do reaktivacije infekcije. Oko
60% seropozitivnih majki prenesu CMV na svoju djecu cerviko-vaginalnim sekretom, a 50%
mlijekom. Postnatalno se inficira oko 4% djece mlade od 5 godina i 15-30% djece u dobi od 5-15
godina. Kasnije se osobe mogu zaraziti spolnim putem jer se CMV nalazi u spermi, cervikalnom
sekretu 1 krvlju i krvnim pripravcima (leukociti, transplantirani organi). Rizik za fetus kod
primarne infekcije je 40%, a kod reinfekcije < 1%. Primarnu infekciju prati porast i IgM 1 IgG
protutijela. PoviSena razine IgG protutijela moZe biti odraz primarne i rekurentne infekcije, Sto
zahtjeva poseban oprezan pri tumacenju nalaza. Protutijela IgM pojavljuju se 4-16 tjedana nakon
akutne faze i simptomatske i asimptomatske primarne infekcije odraslih. Protutijela IgG ostaju

prisutna ¢itav zivot. Protutijela IgM se rijetko nalaze (0,2-1%) u bolesnika s rekurentnom

93



infekcijom. Analizom spontano pobacenih plodova dokazano je da se posteljica inficira prije
embrija ili fetusa i to majéinom krvlju izravno preko citotrofoblasta. Perikoncepcionalna primarna
infekcija s CMV-om ima teze posljedice za plod nego prekoncepcionalna primarna infekcija.
Prisustvo CMV u inseminatu moze biti uzrok neuspjele asistirane oplodnje. Isto tako, CMV moze
inficirati unutarnje genitalne organe muskarca te izazvati uretritis i prostatitis, akutni i kroni¢ni
(46). U 69% slucajeva prirodno steCeni imunitet smanjio je rizik od kongenitalne infekcije
CMV-om u sljede¢oj trudnoc¢i. Opisana je znacajnija povezanost titra protutijela IgG ili IgM u
supruga s infekcijom nego pojava serokonverzije u majke, Sto upucuje na vaznost seksualnog
prijenosa u patogenezi kongenitalne CMV infekcije. U Zena s generaliziranim neimunim fetalnim
hidropsom nadena je poviSena razina protutijela IgM i1 IgG za CMV 1 parvo B19 kao rezultat
reaktivacije maj¢ine kronicne CMV infekcije tijekom trudnoce. Analizom prisutnosti CMV-a u
spontanim pobacajima pokazano je da virus prvo zarazi posteljicu, potom embrio ili fetus (34, 41,
178-186).

U slucaju virusa EBV prisutnost protutijela IgM nadena je u 11% ispitanica i jo§ manjem
broju ispitanika (6%). Medutim, specificna protutijela IgG nadena su u ve¢em broju ispitanica od
cega su u 20% bila izrazito poviSena (vise od 400). Ova su protutijela bila izrazito povisena (vise
od 400) u 47% muskaraca. Vazno je naglasiti da su u 43 ispitanice nadena i IgG protutijela za
EA. IgG protutijela za EA nadena su u 5 ispitanika. Ovaj nalaz tumac¢imo kao dokaz reaktivacije
infekcije latentnim virusom EBV.

Epstein-Barr-ov virus (EBV) ima sve osobine herpes virusa, ali se od svih herpes virusa
covjeka razlikuje nekim antigenskim i bioloSkim osobinama. EBV inficira B limfocite vezanjem
na specifi¢ne receptore. Epidemije se obicno javljaju u proljece i jesen, dok sporadi¢ni slucajevi
nisu vezani za godiSnje doba. Infekcija se obicno javlja u djece Skolske dobi i mladih odraslih,

vec¢inom u dobi od 15 do 25 godina. Bolest se prenosi od covjeka do ¢ovjeka kapljicnim putem.
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Smatra se da se EBV nakon infekcije, bilo latentne ili manifestne, moze dugo, mozda i dozivotno,
zadrzati u epitelu orofarinksa i izlu€ivati slinom. Ti ljudi su stalni izvor zaraze za neimune. U
zemljama s loSim socijalno-ekonomskim prilikama, zbog niskog higijenskog standarda, do
infekcije dolazi u ranoj dje¢joj dobi i u toj dobi prolazi najcesce latentno ili se manifestira samo
blagim i nekarakteristicnim pojavama bolesti. U ekonomski razvijenim zemljama, s viSim
higijenskim standardom, infekcije EBV-om se ¢es¢e dogadaju tek u Skolskoj dobi ili kasnije. Tada
se obi¢no manifestira klinickom slikom infekcijske mononukloze. Malo je spoznaja o
transplacentarnom prijenosu primarne ili reaktivacijske infekcije EBV-om s majke na fetus. Za
svaki slucaj trudnice ne bi trebale biti u blizini akutno bolesne osobe s infekcijskom
mononukleozom, a niti tijekom serokonverzije protutijela ili prisutnosti EA protutijela planirati
novu trudnocu. Kada se majka zarazi tijekom trudno¢e moguée su malformacije i smrt ploda (34).
Iako se, do samo prije desetak godina, smatralo da virus EBV ne prolazi placentarnu
barijeru te nije uzrokom intrauterine infekcije koja bi uzrokovala spontani pobacaj, danas su
spoznaje sasvim drugacije. EBV mozZe pro¢i placentarnu barijeru, iako je takav prijelaz rijedak i
do sada opisan u samo nekoliko slucajeva. lako EBV ne uzrokuje bitno oSteéenje embrija ili
fetusa, on inficira placentu i stvara upalne promjene stanica decidue i korionskih resica (187).
Metilacija CpG podruéja posreduje, izmedu ostalog, smanjenju i/ili dokidanju ekspresije
pojedinih gena. Neki herpes virusi smanjuju stupanj metilacije CpG S$to znaci da su stanice
inficirane ovim virusima aktivne u metilaciji. S obzirom da je DNA, koja nastaje tijekom liticke
infekcije, uglavno nemetilirana, vjerojatno je da se metilacija javlja u stanicama u kojima je virus
latentan. Usprkos velikih razlika u sastavu nukleotida virusa EBV 1 HVS (herpes virus saimiri)
oba su CpG-«suprimirana» u vecini njihovih kodiraju¢ih sekvenci, $to je u skladu njihovoj
sposobnosti postojanja u stanicama u episomalnom obliku. Suprotno tome, virusi HSV-1 1 HVZ

nisu CpG-«suprimirani», §to znaci da su ti virusi latentni u tkivima koja se ne dijele i vrlo slabo

95



podlijezu de novo metilaciji. Takoder je zanimljivo da je CMV suprimiran samo u podrucju
svojih glavnih ranih gena. Stoga proizlazi da su stanice ukljuene u latentnu infekciju virusom
CMYV sposobne barem djelomi¢no provesti de novo metilaciju (187).

Embriji sisavaca eksprimiraju oceve antigene histokompatibilnosti koji ih cine
potencijalnom metom majc¢inog imunoloSkog sustava. lako sam antigen moze proci trofoblast i
uc¢i u krvotok majke on ne moze pokrenuti imunolosku reakciju. Moze je pokrenuti samo onda
ako je preraden i izloZen na antigen prezentiraju¢im stanicama. Na srecu, ovakve stanice ne mogu
pro¢i posteljicu i uéi u krvotok majke, pa tako ne mogu pokrenuti imunosnu reakciju u majci.
Medutim, moguée je pretpostaviti da postoji takvo patolosko stanje u okviru kojeg je trofoblastna
barijera oStecena. Npr. lokalna infekcija moze potaknuti sintezu citokina koji poticu ekspresiju
antigena histokompatibilnosti na trofoblastima. U takvom slucaju stanice trofoblasta su podlozne
smrtonosnom djelovanju stanica LAK (od engl. lymphokine active killers). lako su u uterusu
nekih vrsta nadene NK stanicama sli¢ne stanice one nisu imale LAK aktivnost. Stovise, u uterusu
nisu opazeni u znacajnijim koli¢inama, ni IL-2 ni IL-12 za koje je poznato da stimuliraju razvitak
LA stanica iz NK stanica (42, 188).

Odrzavanje latentnog stanja virusa EBV u stanici domaéina omoguceno je djelovanjem
virusnog anti-apoptotskog proteina sli¢nog stani¢nom apoptotskom proteinu Bcl-2 (vBcl-2s)
(188). Viralni protein EBNAI, koji pri¢vr§¢uje episomalni oblik virusa na kromosome u mitozi,
posreduje odrzavanjui virusa u latentnom stanju (189).

Limfociti B Covjeka zarazeni Mycoplasma fermentans pojacano proliferiraju. Zarazene
stanice iskazuju protein koji reagira s unutarstaninom domenom receptora za EBV. Ovo
pokazuje da Mycoplasma fermentans dodatno poti¢e proliferaciju limfocita B vezanjem za
receptore EBV-a (190).

Kim 1 suradnici su pokazali snaznu povezanost izmedu statusa metiliranosti i
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imunoreaktivnosti proteina pl6 i prisutnosti virusa EBV u stanicama invazivnog SCC (cerviksa
uterusa) i uznapredovalijih stadija CIN-a. Ovo pokazuje da EBV i gen p/6 djeluju sinergistic¢ki u
deregulaciji stani¢nog ciklusa (191).

Osim odredivanja protutijela za specifi¢ne antigene virusa CMV i1 EBV u nekih je Zena i
muskaraca odredena i prisutnost/odsutnost protutijela i za specifi¢ne antigene sljede¢ih mogucih
teratogenih mikroorganizama: Toxoplasma gondii, virus rubeole, HSV tip 1 i 2, HHV®6, parvo
B19, VZV, virus parotitisa, listeria monocytogenes, adenovirus, RSV, coxsackie virus, virus
influenzae A, virus morbila.

Nadena je prisutnost specificnih IgM-protutijela manjeg broja ispitanika nadena je
Njihova je prisutnost statisti¢ki znacajno veca u zena nego u muskaraca, dok je za HSV-2 nadeno
suprotno.

U veceg broja ispitanika nadena su protutijela IgG za HSV-1 u muskaraca i Zena, ali
statisticki je znacajno veca ucestalost protutijela IgG za HSV-2 u muskaraca.

Veca je ucestalost osoba seropozitivnih na virus HSV u sredinama s ve¢om naseljenoséu i
nizim socijalnim razvojem. Kad je jednom zarazen, Covjek nosi virus u latentnom obliku. U
razdobljima oslabljene imunosne reaktivnosti, nekih drugih infekcija ili razli¢itim vrstama stresa,
virus se reaktivira. Genitalna infekcija s HSV-2 naj€esc¢a je u adolescenata. Prenosi se spolnim
putem. Oko 10-25% genitalnih infekcija uzrokovane su HSV tipom 1. Opisani su i slucajevi
reaktivacije subklini¢kog genitalnog herpesa i1 transplacentarnog prijenosa uslijed akutnog
maj¢inog stresa.

Virusi HSV koji posjeduju tzv. latency-associated transcript (LAT) gen blokiraju
apoptozu u neuronima kuni¢a, LAT stoga promovira preZivljenje virusom HSV-1 inficiranih
neurona (34, 192-194).

U ovoj retrospektivnoj analizi bilo je uklju¢eno 258 bra¢nih parova koji su, u razdoblju od
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1983. do 2001. godine, zatrazili genetski savjet. U ovih je parova ukupno zabiljezeno 574 spontana
pobacaja. Analiziralo je 282 arhivska uzorka (parafinske kocke), a 260 uzoraka posteljica
analizirano je metodom proto¢ne citometrije. U 23% wuzoraka nadena je aneuploidija ili
tetraploidija.

Podatke o patohistoloskom nalazu posteljice nadeni su za 414 uzoraka. U 61 uzorku nisu
nadene ozbiljnije patohistoloske promjene (uredan nalaz). U preostalih 353 opisa nadene su
razli¢ite promjene.

Uzorci su rasporedeni, prema patohistoloSkom opisu, u nekoliko skupina i praceni su s
obzirom na prvi, drugi, treéi i Cetvrti pobacaj. Najcesc¢i opisi u posteljicama pobacenih plodova bili
su upalni elementi (leukociti, granulociti, limfociti), degenerativno tkivo i hidropske promjene.

Degenerativne promjene (D) najcesée su u prvom pobacaju, a potom slijede upalne (U) i

hidropske (H) promjene. U drugom pobacaju i dalje su na prvom mjestu degenerativne promjene
ali iza njih slijede hidropske pa tek potom upalne promjene. Razmatraju¢i gore navedene
rezultate, vezane uz patohistoloski opis, s patologom-placentologom, zakljucili smo da opis
degenerativne promjene (D) moze znaciti blazi oblik hidropskih promjena, manju fibrozu resica,
slabiju vaskularizaciju, pojedinacne nekroticne resice najcesce uklopljene u obilniji perivilozni
fibrin. Prema tome, D znaci blazi oblik H, ali sadrziusebiiF, 1V, 1N, i1 Trof.

Mozemo zakljuciti kako je struktura patoloskih nalaza znacajno razlicita iskljucivo za

nalaz H (hidropski) kod drugog spontanog pobacaja u odnosu na prvi.

Van Lijnschoten i suradnici usporedivali su veli¢inu korionskih resica i1 proliferaciju
trofoblasta u uzorcima spontanih pobacaja koji su imali abnormalnosti kromosoma. Nasli su da
triploidni uzorci imaju nesSto vece resice (veli¢ina resica je u pozitivnom odnosu s gestacijskom

dobi). Medutim, veli¢ina resica smanjuje se kod trisomi¢nih uzoraka (195).
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Jindala i suradnici, u preglednom c¢lanku, prikazuju popis svih znacajnih studija
(objavljenih tijekom 2005. godine) rutinskog histopatoloskog ispitivanja pobacenih plodova
bolesnica s ponovljenim spontanim pobacajima. Ovdje se nalaze opisi sli¢ni onima pokazanim u
naSem radu. Medutim, ni primjenom patohistoloske analize ni dodatnim imunolo$kim analizama
(KN-stanice, HLA-G ekspresija ili IgG odlaganje) ne mogu se postaviti neki ustaljeni kriteriji
koji bi bili korisni za postavljanje klini¢ke dijagnoze i etiologije pobacaja (196, 197).

Noviji radovi prikazuju ploidnost raznim metodama, najcesée protocnom i slikovnom
citometrijom, CGH-om i FISH-om. Primjenom veéeg broja metoda povecava se i broj
dijagnosticiranih aneuploidnih pobacenih plodova (198).

Placentni interleukin-6 naden je tijekom intrauterine infekcije a ne poroda (199).

Nuovo 1 suradnici su pokazali da je tijekom intrauterinih infekcija enterovirusima/coxsackie

pojacana ekspresija citokina (TNF a) u tkivu posteljice 1 slezeni ploda (200).

U posteljicama pet majki, koje su oboljele od mononukleoze u 2. mjesecu trudnoce,
nadene su posebne promjene kao npr. endovaskulitis 1 perivaskulitis resica udruZen s
vaskularnom obliteracijom mononuklearima i velikim vakuoliziranim stanicama poput plazma
stanica. Miokarditis je naden u tri fetusa (201). Ve¢i broj stanica u apoptozi naden je u stromi
pobacene posteljice s abnormalnim kromosomima u usporedbi s posteljicama s normalnim
brojem kromosoma (202).

Danas se ispituju geni i njihovi polimorfizmi vezani uz regulaciju razvitka blastociste,
implantaciju i fetalni rast, kao S$to su npr. geni za citokine, hormone te ¢imbenike transkripcije i
angiogeneze (203, 204). Danas se osim karcinoma i prekanceroze vrata maternice, navodi i
mogucénost pojave gubitka trudnoce zbog prisustva i/ili infekcije s nekim tipovima HPV-a (34).
Metodom lan€ane reakcije polimerazom i metodom hibridizacije in situ po€etnicama specifiénim
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za HPV u uzorcima DNA izoliranim iz tkiva posteljice, nije dokazana prisutnosti HPV-a.

Jednako nasim rezultatima (otsutnost genoma virusa HPV u pobacenom materijalu), nasli
su Sifiakis i suradnici (40). Suprotno tome, Hermonat i suradnici i Genest i suradnici nasli su
prisutnost genoma HPV-a u materijalu poba¢enom tijekom prvog trimestra trudnoce i trofoblastu

(58, 59, 205).

Temeljem opisanih rezultata, a s obzirom na postavljenu hipotezu, mozemo ustvrditi
slijedece:

1. Dva uzastopna dogadaja uzrokuju aneuploidiju koja za posljedicu ima spontani
pobacaj

2. “Prvi udarac” predstavljaju prethodne bolesti, naroCito kroni¢ne infekcije
mokraénog 1 spolnog sustava, koje stvaraju predispoziciju prema spontanim
pobacajima

3. ,,Drugi udarac” je primarna infekcija ili reaktivacija EBV Zene i/ili muskarca

4. Znacajan je i dobiveni podatak o ucestalosti prethodnih spontanih pobacaja
kod srodnika u II generaciji, pa bi svakako trebalo nastaviti istrazivanje i
utvrditi 1 postojanje obiteljske sklonosti ka spontanim pobacajima.

Time smo potvrdili postavljenu hipotezu ,,dvostrukog udarca”, ali obrnutim redoslijedom
dogadaja nego Sto je bila nasa prva hipoteza. lako nismo nasli potvrdu prisustva virusa HPV u
analiziranom tkivu iz podataka se vidi da i drugi virusi (CMV, HSV2) imaju utjecaja na ove
dogadaje pa i HPV moze biti jedan od njih.

“Drugi udarac” (EBV i drugi virusi) poti¢u niz molekulskih i imunosnih reakcija, a
takoder uzrokuju promjene na diobenom vretenu za vrijeme mejoze ili u kasnijim mitotickim

diobama. Aneuploidiju smo dokazali u 23% slucajeva.
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Razmisljajuéi o razvitku multifaktorske bolesti, Sto ucestali spontani pobacaji s genetskog
aspekta jesu, jer slijede tip nemendelskog nasljedivanja bolesti (osim onih koji imaju dokazan
uzrok u nasljednim genima ili krmosomskim promjenama). Za realizaciju ,,dva udarca” podlogu
mozda Cini oSte¢ena mreza citokina (206-210) i kroni¢na upala odnosno manjak folata koji igraju
vrlo vaznu ulogu u sprjeCavanju lomova kromosoma i hipometilacije DNA. Manjak ovog

vitamina moze uzrokovati demetilaciju heterokromatina §to pak uzrokuje defekte strukture

centromera, a to uzrokuje nenormalnu raspodjelu repliciranih kromosoma za vrijeme diobe (211).
U najnovijoj literaturi iz listopada 2007. godine nalazimo potvrde o povezanosti kroni¢ne upale
mokraéno-spolnog sustava i kod muskaraca s neplodnos¢u (212). Aziz i Agrawal upozoravaju na
molekulsku osnovu muske infertilnosti, tj. oSte¢enja spermija koja su najvjerojatnije povezana s
oksidativnim stresom, apoptozom i oSteCenjem kromatina, te pozivaju laboratorije diljem svijeta
na istrazivanja u tom smijeru (213). Tijekom izrade ovog rada nove spoznaje u suvremenoj
ginekologiji i genetici uklopile su se u teoriju ,,dva udarca* i znacajnu ulogu virusa u nastanku de

novo promjene aneuploidije kod zdravih mladih roditelja s urednim konstitucijskim kariotipom.
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ZAKLJUCCI

Temeljem opisanih rezultata, a s obzirom na postavljene hipoteze, mozemo zakljuciti

sljedece:

1.

U razdoblju od 1997. do 2001. godine utvrdena je povecana ucestalost posjeta genetskom
savjetovaliStu u odnosu na razdoblje 1987. — 1997. godine. Parovi su se javljali najcesce
nakon dva, a neki i nakon prvog odnosno tek nakon tre¢eg spontanog pobacaja. Ne postoji
znacajna razlika u tjednima u kojima se zbio prvi, drugi, treéi i Cetvrti pobacaj. Najveci
broj pobacaja nastupio je izmedu 8. i 10. tjedna trudnoce tj. u prvom trimestru, prije
zavrSetka organogeneze.

Nema znacajne razlike izmedu prosje¢nih godina Zena (29,4) i muskaraca (32,3) za bilo
koji broj spontanih pobacaja u ovoj skupini. Ispitivana skupina Zena imala je prosje¢nu
dob od 29,4 godine pa moZemo kazati da poznati ,,maternal age effect” u ovoj skupini nije
prisutan.

Srodnici u II generaciji ispitanika imaju dvostruko veci broj spontanih pobacaja od onih u
op¢oj populaciji, $to je odraz nasljedne sklonosti za pobacaj u tih obitelji.

I muskarci 1 zene imali su Ceste infekcije mokra¢nog i/ili spolnog sustava, pa smo
zakljucili da promjene nastale zbog kroni¢ne upale imaju podjednaku vaznost kada su
prisutne u oba spola.

Struktura patohistoloskih nalaza znafajno je razlicita isklju¢ivo za opis hidropskih

promjena kod drugog spontanog pobacaja u odnosu na prvi. To objasnjavamo duzim
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djelovanjem kroni¢nih upalnih ¢imbenika na plod u prvih 10 tjedana gestacije.

6. Aneuploidija ili tetraploidija nadena je u 23% uzoraka posteljica, Sto je manje od poznatih
podataka ispitivanja pobacaja citogenetskim ili molekulskim metodama, ali metodom
proto¢ne citometrije jedino je bilo moguce retrospektivno analizirati patohistoloske
preparate uklopljene u parafin od 1987.-2001. godine.

7. Postavili smo teoriju da dvije uzastopne promjene (udarca) uzrokuju aneuploidiju koja za
posljedicu ima spontani pobacaj. U tkivu posteljice nismo dokazali prisutnost HPV-a, pa
stoga mozemo odbaciti hipotezu o HPV-u kao prvoj promjeni (udarcu) u nastanku
aneuploidije.

8. Na kraju istrazivanja smo pokazali da “prvi udarac” predstavljaju prethodne bolesti,
narocito upale mokra¢nog i1 spolnog sustava u onih bra¢nih parova koji imaju obiteljsku
sklonost za spontane pobacaje.

9. U ispitanika je pronadeno prisustvo protutijela za neke viruse (EBV, CMV 1 HSV-2), pa
smo zakljucili da primarna infekcija ili reaktivacija EBV-a predstavlja drugi udarac.

10. Ispitanici u konstitucijskim karitipovima imaju ,,varijacije u populaciji” tj. polimorfizme,
narocito pericentricnu inverziju kromosoma 9 i viSak heterokromatina na kromosomu 9.
To je specificno obiljezje ispitivane populacijske skupine u juznoj Hrvatskoj, za razliku
od podataka iz Rijeke gdje je u spontanim pobacajima bilo vise 16gh+. Smatramo da su
polimorfizmi unutar centromeri¢ne regije u uskoj vezi s mehanizmima epigenetske
kontrole, te pod djelovanjem nekih vanjskih ¢imbenika (virusi, kroni¢na upala, oSte¢enje
ciotkinske mreze, manjak folata) mogu imati direktan utjecaj na metilaciju 1 diobeno
vreteno, §to u kona¢nici moze rezultirati nerazdvajanjem tj. aneuploidijom.

I1. Ucestali spontani pobacaji s genetskog aspekta slijede tip nemendelskog nacina

nasljedivanja, to su poligenske bolesti.
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8. SAZETAK

Pobacaj je najces¢a komplikacija trudnoce. Rizik za svaki sljedeci povecava se s brojem
prijasnjih pobacaja. Izgleda da su aberacije kromosoma i virusne infekcije, posebice one nastale
neposredno ili tijekom ranog perioda trudnoée na prvom mjestu, od brojnih moguéih uzroka.
Preranom prekidu trudnoée doprinose i razliciti vanjski ¢imbenici, posebice neprimjereni radni
uvjeti.

Ci]j istrazivanja bio je ispitati hipotezu da su dvije promjene odgovorne za nastanak
aneuploidija koje rezultiraju spontanim pobacajem. Prvi dogadaj bi bile ranije bolesti
mokraéno-spolnog sustava ispitanika kao 1 spontani pobacaji u II generaciji srodnika §to stvara
predispoziciju prema spontanim pobacajima. Drugi bi dogadaj bio kroni¢no prisustvo virusa EBV
u zena 1 muSkarca.

Nadeno je da nema znacCajne razlike izmedu prosjecnih godina zena i muskaraca za bilo
koji broj spontanih pobacaja te da starost zena ne utjeCe na ucCestalost pobacaja. I muskarci i Zene
imali su ranije infekcije mokra¢nog i/ili spolnog sustava. Srodnici u II generaciji 1 Zena 1
muskaraca imali su dvostruko veci broj spontanih pobacaja nego op¢a populacija (prvi udarac).
Nadene su varijacije u populaciji (per inv 9 1 9gh+) u konstitucijskim kariotipovima ispitanika.
Pronadeno je, u ispitanika, prisustvo protutijela za neke viruse (EBV, CMV 1 HSV-2).
Reaktivacija latentne infekcije s EBV-om predstavlja drugi udarac. Aneuploidija ili tetraploidija
nadena je u 23% uzoraka. Nije dokazana prisutnost HPV-a u tkivu posteljice.

Potvrdena je postavljena hipoteza o dvostrukom udarcu. Nije potvrdena hipoteza o ulozi
HPV-a kao prvog udarca u nastanku aneuploidije. Dokazano je da EBYV 1 drugi mikroorganizmi
mogu djelovati kao “drugi udarac”, koji ¢e zapoceti niz molekulskih i imunoloskih dogadanja i

uzrokovati promjene na diobenom vretenu za vrijeme mejoze ili u kasnijim mitotickim diobama.
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9. SUMMARY

The importance of DNA analysis of the human papilloma virus in patohystological material

of spontaneous abortions with aneuploidy in parents with normal constitutional karyotypes

An abortion is the most frequent complication of pregnancy. Among other various causes,
it seems that chromosome aberrations and viral infections come first. The purpose of this research
is to establish the hypothesis that two hits are responsible for aneuploidy which results in
spontaneous abortion. The first hit could have been triggered by patient's former diseases of
urinary and/or genital system. The number of spontaneous abortions recorded in their siblings of
second generations creates predisposition that may end with termination of pregnancy. The
second hit is usually triggered by chronic presence of EBV virus in male or/and female partner.
It has been demonstrated that there is no significant relation between the age of male or female
partners and the number of spontaneous abortions. Both males and females had former urinary
or/and genital infections and the number of spontaneus abortions among the siblings of second
generation is twice as high in relation to average population. Variations in constitutional
karyotypes (per inv 9, 9gh+) are also evident as well as presence of antibodies for EBV, CMV, or
HSV2 viruses. Reactivation of latent EBV infection provides possibility for second hit.
Aneuploidy or tetraploidy is found at 23% of samlpes. The presence of HPV genome in placenta
tissue is not verified. Although we could not verify the presence of HPV virus in analysed tissue,
it is clearly evident from statistical data that EBV and other viruses triggered the second hit, so it
is possible that HPV could be one of triggers in the teory of two hits.

Therefore we think that the presumed hypothesis of two hits is clearly established. The
second hit causes a series of molecular and imunological changes, including changes in spindle

apparatus during meiosis or in later mitotic divisions.
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