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1.UVOD

1.1.Povijest citogenetike

Mehanizmi prijenosa svojstava i obiljezja kroz generacije bili su nepoznati do
postavljanja  Mendelovih zakona koji su krajem 19. st. razjasnili kretanja
kromosoma/informacija o nasljednim svojstvima tijekom diobe stanica. Dokaz o
kromosomskoj teoriji nasljedivanja bio je odluc¢uju¢i dogadaj u biologiji koji je omogucio
razvoj citogenetike. Citogenetika proucava svojstva i ponasanje kromosoma. Tijekom prve
polovice 20-og stoljeca genetiCka istrazivanja uglavnom su bila ograni¢ena na biljne i
zivotinjske vrste. Cyril Darlington, koji je bio biljni citogeneti¢ar, dao je najveéi doprinos
istrazivanju kromosoma u mejozi. Njegova su istrazivanja potvrdila da su kromosomske
strukture i ponasanja u somatskim i spolnim stanicama zajednicke svim biljkama i

zivotinjama (Ferguson-Smith, 2015).

Medutim, u to je vrijeme bilo teSko analizirati ljudske stanice. Normalan broj
kromosoma u ljudskim stanicama nije bio poznat, sve dok znanstvenici Tijo i Levan 1956.
godine nisu otkrili da ljudska stanica ima 46 kromosoma (Tjio i Levan, 1956) (Slika 1.). Ovo
otkri¢e ukupnog broja kromosoma oznacilo je poc¢etak modernog doba ljudske citogenetike
(Ferguson-Smith, 2015).
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Slika 1. Normalni kariogrami. A) uredan Zenski kariogram (46,XX) , B) uredan muski
kariogram (46,XY). (Preuzeto iz arhive Odjela za laboratorijsku citogenetiku Klini¢ke bolnice
,»oV. Duh* u Zagrebu.)



Prvu kromosomsku aberaciju u ¢ovjeka otkrili su znanstvenici Marthe Gautier i sur.
sredinom 20-og stolje¢a kada su pronasli dodatni kromosom u Kulturi fibroblasta kod
nekoliko djece s Downovim sindromom (Lejeune i sur., 1956). Sljede¢ih nekoliko godina
otkriveni su: poremecaji broja spolnih kromosoma, Turnerov i Klinefelterov sindrom, i
suviSak broja nekih autosomnih kromosoma kao $to su kromosomi 13 i 18. Sve navedene
kromosomske aberacije otkrivene su u stanicama fibroblasta ili u stanicama koStane srzi
(Ferguson-Smith, 2015). Daljnji razvoj citogenetike dogodio se u drugoj polovici 20-0g
stolje¢a uvodenjem kulture limfocita i kromosomskog pruganja kao najznacajnije tehnike
citogenetike. Najznacajnija otkrica dobivena ovom metodom bila su detekcija
Philadelphijskog kromosoma u kroni¢noj mijeloidnoj leukemiji, kao i translocirani oblik
Downovog sindroma u tri generacije jedne obitelji. Razvoj stani¢nih kultura, posebice
limfocitne kulture, koriStenja kolhicina i hipotoni¢ne otopine dovele su do otkrica mnogih

kromosomskih sindroma (Ferguson-Smith, 2015).

Uvodenje kromosomskog pruganja 70-tih godina 20. stoljec¢a jedan je od izuzetno
vaznih dogadaja koji je pridonio razvoju citogenetike. Znanstvenici Pardue i1 Gall istrazivali
su satelitnu DNA koju su radioaktivno obiljezili, a koja se uspjesno hibridizirala na
centromerama denaturiranih kromosoma. Mjesta koja su hibridizirala su selektivno obojali
Giemsom i dobili G-pruge (Sumner i sur., 1971). Ova metoda pruganja kasnije je doprinijela
preciznosti mapiranja gena i otkrivanju citogenetickih karakteristika tumora. Zech i Rowley
su utvrdili da je Philadelhijski kromosom nebalansirana translokacija 9. i 22. kromosoma
(Rowley, 1973).

Znanstvenici Pardue i Galla su dalje razvijali citogeneticCke metode koristenjem
hibridizacije in situ za mapiranje DNA sekvenci u kromosomima (Henderson i sur., 1972).
Medutim, oznacavanje s radioizotopima je dugotrajan proces pa je nedugo potom zamijenjen
fluorescentnim oznacavanjem i detekcijom fluorescencijskim mikroskopom. Fluorescencijska
hibridizacija in situ (FISH, od eng. fluorescent in situ hybridization) postala je standardna

metoda mapiranja (Ferguson-Smith, 2015).

1.2.Kromosomske aberacije

Kromosomske aberacije pojave su koje ukljucuju sve promjene u strukturi i broju
kromosoma. Nastanak kromosomskih aberacija uzrokuje jedan od cetiri mogu¢a mehanizma:
pogreske U mejozi (tijekom gametogeneze), pogreske pri oplodnji ili mitozi nakon oplodnje i

pojava strukturnih aberacija i razmjestanja kromosoma (Gersen i Keagle, 2005). Starost majke



i okolisni uvjeti povezani su s nastankom kromosomskih aberacija. Prenatalni probir i
testiranje mogu se provesti za detekciju kromosoma fetusa i otkrivanje razli¢itih vrsta

kromosomskih aberacija (Haga i sur., 2009).
Kromosomske aberacije se dijele na numericke i strukturne (Warburton, 1987).

Numericke aberacije uzrokovane su nerazdvajanjem kromosoma i uzrokuju 95 %
fetalnih smrti. One uklju¢uju umnozavanje broja haploidnog kromosomskog seta
(poliploidije) ili promjenu broja jednog ili vise kromosoma (aneuploidije), Sto rezultira
viskom ili manjkom kromosoma. Naj¢es¢e vrste numerickih aberacija su: trisomija, triploidija
i monosomija (Warburton, 1987). Nerazdvajanje kromosoma dogada se kada se parovi
homolognih kromosoma ili sestrinskih kromatida ne razdvoje tijekom mejoze | ili 1l, ili
tijekom mitoze. Ukoliko se tijekom mejoze | homologni kromosomi ne razdvoje, u mejozi Il
do¢i ¢e do nastanka aneuploidnih gameta. Takoder, nerazdvajanje se moze dogoditi i u mejozi
Il kada se ne razdvajaju sestrinske kromatide pa i tada spolne gamete sadrze aneuploidni broj
kromosoma ( Dailey i sur., 1996).

Strukturne kromosomske aberacije rezultat su loma i razmjeStanja dijelova
kromosoma nastalih najéeS¢e pod utjecajem razlicitih Stetnih spojeva ili radijacije. One
nastaju de novo tijekom gametogeneze ili se nasljeduju od roditelja koji je nositelj balansirane
translokacije. Strukturna razmjestanja mogu biti balansirana i nebalansirana. Balansirana
razmjeStanja ukljuuju razmjeStanja kromosomskih segmenata bez gubitka ili suviska
kromosomskog materijala, dok nebalansirana razmjestanja ukljucuju duplikacije, insercije ili
delecije kromosomskih segmenata. Bolest se moze pojaviti i kao posljedica balansiranog
razmjeStanja ako se tocka loma nalazi unutar sekvence gena, Sto rezultira gubitkom ili
nefunkcionalno§¢u proteina. Strukturne aberacije mogu ukljucivati lom samo jednog
kromosoma, koji moze dovesti do delecije ili insercije kromosomskog materijala (Slika 2.)
(Gersen i Keagle, 2005).
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Slika 2. Prikaz kariograma sa strukturnom aberacijom: delecija na p-kraku 18.

kromosoma (oznaceno strelicom). (Preuzeto iz arhive Odjela za laboratorijsku citogenetiku
Klini¢ke bolnice ,,Sv. Duh* u Zagrebu.)

Ako kromosomsko razmjesStanje ukljucuje vise kromosoma, rezultat je insercija ili

translokacija. Translokacije se dijele na: Robertsonove i recipro¢ne translokacije.

Robertsonovom translokacijom nastaje fuzija akrocentri¢nih kromosoma (kromosomi 13, 14,
15, 21 i 22) s gubitkom kratkog dijela kromosoma, pri ¢emu nastaju strukture poput
metacentricnih ili submetacentriénih kromosoma (Slika 3). Druga vrsta translokacija

recipro¢ne su translokacije kod kojih se izmjenjuje materijal dijelova kromosoma bez ukupne
promjene broja kromosoma (Gersen i Keagle, 2005).
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Slika 3. Prikaz kariotipa s Robertsonovom translokacijom kromosoma 14 i 21

(oznaceno strelicom). (Preuzeto iz arhive Odjela za laboratorijsku citogenetiku Klinicke
bolnice ,,Sv. Duh* u Zagrebu.)



Strukturne aberacije zbog kromosomskog razmjestanja ili zbog gubitka dijela

genetskog materijala uzrokuju 3 % spontanih pobacaja (Gersen i Keagle, 2005).

1.2.1. Aneuploidije

Najces¢e numericke kromosomske aberacije kod spontanih pobacaja su one u kojima
nedostaje odredeni kromosom ili postoji visak jednog ili viSe kromosoma. Monosomija i
trisomija najéeSc¢e se nalaze u materijalu spontanih pobacaja. Dogadaju se zbog nerazdvajanja
tijekom prve i druge mejoticke diobe (Warburton, 1987). NeuspjeSan genski utisak moze biti
faktor koji doprinosi visokoj smrtnosti embrija zbog autosomnih monosomija. S druge strane,
trisomije su relativno Ceste | dovode do spontanog gubitka trudnoée. Oko 25 %
kariotipiziranih spontanih pobacaja su trisomije. U dosada$njim istrazivanjima proucavale su
se sve autosomne trisomije, s jedinstvenim izuzetkom kromosoma 1, za koju se pretpostavlja

da je letalna i prije implantacije zametka (Gersen i Keagle, 2005).

1.2.1.1. Monosomija

Monosomija je prisutnost samo jedne kopije kromosoma kromosomskog para, a
najces¢e je posljedica nerazdvajanja kromosoma (Gersen i Keagle, 2005). Autosomna
monosomija dovodi do teske razvojne abnormalnosti ili letalnosti ploda. Kod ljudi, autosomna
monosomija uglavnom uzrokuje spontane pobacaje. Pojava monosomije kod spolnih
kromosoma je iznimka, buduci da je monosomija kromosoma X jedina vijabilna monosomija.
Ona je uzrok Turnerovog sindroma kod ljudi (Slika 4.). Smatra se da je zaostajanje Y-
kromosoma kod mejoze oca cest uzrok Turnerova sindroma (Bruce i sur., 2014). Uzrok
nastanka monosomije X-kromosoma moze biti i postzigotno nerazdvajanje u ranoj
emrbiogenezi, a vecina takvih slucajeva (99 %) zavrSava spontanim pobacajem (Gersen i
Keagle, 2005). Autosomna monosomija ostalih kromosoma kod spontanih pobacaja vrlo je

rijetka. U nekim istrazivanjima pojavnost monosomije je 0,2 % (Jenderny, 2014).
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Slika 4. Prikaz kariograma s monosomijom X-kromosoma. (Preuzeto iz arhive Odjela

za laboratorijsku citogenetiku Klinic¢ke bolnice ,,Sv. Duh“ u Zagrebu.)

1.2.1.2. Trisomija

Trisomije su najveca pojedina¢na skupina kromosomskih aberacija u spontanim
pobacajima (Warburton, 1987). Najc¢eS¢a trisomija u spontanim pobacajima je ona
kromosoma 16, koja ¢ini 31,0 % ukupnih trisomija i 7,27 % od razlic¢itih tipova
kromosomskih aberacija u svim spontanim pobacajima (Slika 5; Slika A). Slijedi trisomija
kromosoma 22, u 11,4 % ukupnih trisomija i u 2,26 % svih spontanih pobac¢aja. Trisomija
kromosoma 21 treca je naj¢e$ca trisomija, a moze se na¢i u 10,5 % svih trisomija i u 2,11 %
svih spontanih pobacaja (Gersen i Keagle, 2005). Najrjede trisomije koje se nalaze u
citogenetickoj analizi spontanih pobacaja su trisomije kromosoma 1, 11 i 19. Razlog rijetkog
pojavljivanja trisomija ovih kromosoma nije poznat, ali navedeni kromosomi sadrze veliki
broj gena i njihova trisomija mozZe uzrokovati najraniji gubitak ploda, ¢ak i prije implantacije

u maternici (Jernedy i sur., 2014).

Autosomne trisomije uglavnom zavrSavaju smréu ploda, a od toga pravila odstupaju
trisomije kromosoma 13, 18 i 21 (Warburton, 1987). Trisomija kromosoma 21 (uzrok
Downovog sindroma) najéesci je kromosomski sindrom koji se nalazi u priblizno 1 od 700
zivorodene djece (Slika 5; Slika B). Trisomija kromosoma 18 (uzrok Edwardovog sindroma) i
trisomija kromosoma 13 (uzrok Patauovog sindroma) javljaju se u priblizno 1 u 6000 - 8000 i
1 u 12 000 Zivorodene djece. Identifikacija trisomnih zametaka od klinicke je vaznosti zbog

moguceg povecanog rizika za aneuploidiju u kasnijim trudno¢ama. Rizik ponavljanja gubitka



trudnoée za par s prethodnim gubitkom ploda uzrokovanim trisomijom je 1 % (Gersen i

Keagle, 2005).

‘So& L&) z'} \‘:‘b; e o ,.;_2 ‘\fj 'Fn G
. \ i - b & » el &
o NQ AR OF DU 85 EE sk (B '-‘*e‘;:
1 3 ’ v - ¢ 2 8 :) L\
a9 &£e 4% v 8 &%
G Y A ap k E X .) .:‘c ’z T ‘:’ 3 % » i T e 1 ) Bs ow ‘
A 28 RG 3t A1 ma GO B¢ ;g % 3 < ¥F B8 &
@ 7N 2% £4 5% gt s BE
v AB o0 mes GA &84 FE 8E BR 1B IERYT
- - - L - e
: 2 o Tk
¥ x s R Y ™ & ¥
&3 42 $in » 2 q'gg
A. B

Slika 5. Prikaz kariograma s najces¢im trisomijama. A) trisomija kromosoma 16, B)
trisomija kromsoma 21. (Preuzeto iz arhive Odjela za laboratorijsku citogenetiku Klinicke

bolnice ,,Sv. Duh*“ u Zagrebu.)

UCcestalost trisomije povecava Se porastom majéine dobi. Kod novorodencadi s
trisomijom uoéeno je da su trisomije ¢es¢e kod manjih kromosoma (Warburton, 1987). Cesti
Su 1 slucajevi pojavljivanja dvostrukih trisomija kod spontanih pobacaja koji se povezuju s
kasnijom majé¢inom dobi (Gersen i Keagle, 2005). Trisomiju mogu uzrokovati i
nerazdvajanje kromosoma u drugoj mejotickoj diobi te nerazdvajanje kromosoma u prvoj i

drugoj mejotickoj diobi kod muskaraca (Warburton, 1987).

1.2.1.3. Polisomije spolnih kromosoma

Trisomije spolnih kromosoma rijetko uzrokuju spontani gubitak trudnoce, ali su s
obzirom na ucestalost pojavljivanja, slicne monosomiji kromosoma X (Gersen i Keagle.,
2005). Kariotipovi 47,XXY ili 47,XYY pojavljuju se u 1 na 800 zivorodenih djecaka, a 47,
XXX kod 1 na 800 zivorodenih djevojéica (Simpson i sur., 1990). Trisomije spolnih
kromosoma obi¢no nisu udruzene s dismorfijom pa se c¢esto ne identificiraju prije
citogeneticke analize. Pogreske u mejozi uzrokovane ocinskim porijeklom odgovorne su za
44 % slucajeva kariotipova 47,XXY i 6 % slucajeva kariotipova 47,XXX. Ucestalost
trisomija spolnih kromosoma je 0,2 % od ukupnih spontanih pobacaja (Gersen i Keagle
2005).



1.2.2. Poliploidije

Poliploidija je prisutnost viSe od dva haploidna kromosomska seta. NajceSce
pojavljivane poliploidije u spontanim pobacajima su triploidije (3n=69) i tetraploidije (4n=92)
(Simpson i sur., 1990).

1.2.2.1. Triploidija

Triploidija predstavlja tri kopije haploidnog kromosomskog koplementa. MozZe nastati
tijekom oplodnje diploidne gamete koja se tijekom mejoze nije reducirala na haploidni set
kromosoma ili tijekom oplodnje haploidne jajne stanice s dva spermija (Slika 6.). Triploidija
moze imati spolni komplement XXX, XXY ili XYY, iako su se medu spontanim pobacajima
dosada pronasli samo XXX i XXY. Najveci dio triploidnih zametaka spontano se pobaci do
15. tjedna trudnoce, te se ¢esto na takvim embrijima mogu uociti morfoloske abnormalnosti
(Warburton, 1987). U 99 % slucajeva triploidni plodovi spontano se pobace tijekom prvog i
drugog tromjesecja trudnoce. Ucestalost triploidije kod spontanih pobacaja iznosi 12 %

(Jenderny, 2014).

'™ Moo .
ry & 11'., ~?75£‘ a5ty
3%3,' :‘:::?-.3’36 I IED LT kY

Slika 6. Prikaz kariograma s triploidijom kromosoma. (Preuzeto iz arhive Odjela za

laboratorijsku citogenetiku Klini¢ke bolnice ,,Sv. Duh* u Zagrebu.)

1.2.2.2. Tetraploidija

Tetraploidija predstavlja Cetiri kopije svakog kromosoma, a dogada se zbog pogreske
mitoticke podjele u samom zacetku razvoja zigote. Spontani se pobacaj u ovakvim
slucajevima dogada u prvom tromjesecju, tocnije do petog tjedna trudnoce (Warburton,

1987). Stopa ucestalosti tetraploidije kod spontanih pobacaja iznosi 3 %. (Jenderny, 2014).
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1.3. Mozaicizam

Mozaicizam je postojanje dviju ili vise stani¢nih linija s razli¢itim kromosomskim
setovima prisutnim u jednoj osobi. Fetalni dio posteljice i plod u pravilu imaju istu
kromosomsku konstituciju, medutim u 1 do 2 % slucajeva dogada se da u tkivu posteljice
bude prisutna kromosomska aberacija. Ovakav slucaj naziva se mozaicizam ograni¢en na
posteljicu (Vici¢ i Stipoljev, 2013). Stupanj mozaicizma ovisi o vremenu kada se pogreska
dogodila. Ako se pogreska javlja rano u zigoti, postotak svake od stanic¢nih linija moze biti
jednak (Hardy i Hardy, 2015). Postoji vise nacina koji uzrokuju nastajanje mozaicizma kao
Sto su: postzigotno mitotsko nerazdvajanje kromosoma, postzigotno anafazno zaostajanje, te
pojava popravaka pogreske broja kromosoma u aneuploidnoj zigoti tijekom prvih stani¢nih
dioba (Vi¢i¢ i Stipoljev, 2013).

1.4. Spontani pobacaj

Spontani gubitak ploda najéeséa je komplikacija trudnoce. Spontani pobacaj ukljucuje
gubitak ploda do 20-0g tjedna trudnoce (Lorber Rolnik i sur, 2010). Stopa spontanog gubitka
trudnoce kod zena iznosi 12-24 % (Jurkovié i sur., 2013). Prava stopa pobacaja vjerojatno je
veca jer se mnogi gubitci pojavljuju pretklinicki. Vecina spontanih pobacaja dogada se u
prvom tromjesecju, a uzrokuju ih znacajnim dijelom kromosomopatije (Lorber Rolnik i sur.,
2010). Boué i sur. utvrdili su da je otprilike 2/3 gubitaka prije osmog tjedna trudnoce i gotovo
1/4 onih izmedu 8 i 12 tjedana trudnoée uzrokovano kromosomskom aberacijom. Sto je ranije
doslo do spontanog gubitka trudnoce, to je vjerojatnije da je u plodu postojala kromosomska
aberacija (Gersen i Keagle 2005). Iako se veci broj spontanih pobacaja dogada ranije u
trudnod¢i, gubitci U drugom i tre¢em tromjesecju nisu rijetki. Oko 2-5 % Zena dozivljavaju dva
ili vise spontanih gubitaka trudnoce. Vise od 50 % ranih pobacenih plodova i 5 %
mrtvorodenih plodova imaju abnormalne kariotipove (Gersen i Keagle, 2005). Veéina

spontanih pobacaja javlja se kod kromosomski normalnih roditelja (Berg i sur., 2012).

CitogenetiCka istrazivanja pokazuju da su kromosomske aberacije koje uzrokuju
spontane pobacaje ve¢inom numeri¢ke aberacije kromosoma (86 %), a manji dio strukturne
kromosomske aberacije (6 %) i kromosomski mozaicizmi (8 %). Vecina aberacija kromosoma
u spontanim pobacajima dogada se de novo ili su rezultat slucajnih pogresaka nastalih tijekom

gametogeneze i razvoja embrija (Berg i sur., 2012).

Pozitivna obiteljska anamneza bilo kojeg tipa kongenitalne anomalije, mentalne

retardacije, neplodnosti, spontanog pobacaja ili perinatalne smrti zna¢ajna je, jer svaka od njih

9



moze biti povezana s kromosomskom abnormalno$¢u. Postoji mali broj prihvacenih etiologija
za koje se smatra da uzrokuju opetovane spontane pobacaje (od eng. recurrent pregnancy
loss, RPL), odnosno ponavljanje dva (tri) ili viSe uzastopnih spontanih pobacaja kod 1 %
parova. Prihvacene etiologije koje uzrokuju opetovani spontani pobacaj su: roditeljske
kromosomske aberacije, nelijeCena hipotireoza, nekontroliran diabetes melitus, anatomske
abnormalnosti uterusa i sindrom antifosfolipidnog antitijela (od eng. antiphospholipid
antibody syndrome, APS). Ostale vjerojatne ili moguée etiologije ukljucuju dodatne
endokrine poremecaje, nasljedne i/ili steCene trombofilije, imunoloske poremecaje, infekcije i

okolisne ¢imbenike (Ford i Schust, 2009).

U slucajevima kod kojih par ima dva ili viSe spontanih pobacaja ili dijete sa
strukturnom kromosomskom anomalijom, treba provesti kromosomsku analizu obaju
partnera. Utvrdivanje prisustva takvog kromosomskog razmjestanja u jednog od roditelja
osigurava objasnjenje uzroka pobacaja, podatke o riziku za zivorodeno dijete s potencijalno
ozbiljnim anomalijama, kao i rizik za buduée trudnoée i informacije za ¢lanove proSirene
obitelji koji mogu biti izloZeni riziku nositeljstva kromosomskog strukturnog razmjesStanja

(Bick i sur., 1999).

1.4.1. Opetovani spontani pobacaj

Najvecéi prijepor pri postavljanju kriterija potrebnih za dijagnozu RPL-a odnosi se na
najmanji broj spontanih pobacaja. Prema smjernicama Europskoga drustva za ljudsku
reprodukciju (od eng. European Society of Human Reproduction and Embryology, ESHRE) i
Kraljevskog zbora porodnicara i ginekologa (od engl. Royal College of Obstetricians and
Gynaecologists, RCOG ) to su barem tri spontana pobacaja, a prema Smjernicama americkog
udruZenja za reproduktivnu medicinu (od engl. American Society for Reproductive Medicine,
ASRM) dva spontana pobacaja. Definicija navedena u smjernicama drustva ESHRE i RCOG
obuhvaca uzastopne spontane pobacaje, dok redoslijed U smjernicama drustva ASRM nije
preciziran (Pereza i sur., 2016). U ovisnosti o definiciji opetovanog spontanog pobacaja,
postotak parova kod kojih se dogodio ponovljeni spontani pobacaj raste do 5 %. Rizik
daljnjeg spontanog pobacaja povecava se priblizno do 50 % za zene s tri ili viSe pobacaja bez

zivorodene djece (Choi i sur., 2014).

Uzroci RPL-a mogu se pronac¢i u 40 — 50 % parova. Naj¢esci uzroci RPL-a kod zena
su anomalije maternice i kromosomske aberacije u jednog od partnera (Pereza i sur., 2016).

Broj zdravih jajnih stanica za reprodukciju kod starijih majki manji je nego kod mladih, Sto
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dovodi do ¢esceg pojavljivanja kromosomskih aberacija (Choi i sur., 2014). Jedan od uzroka
ponavljajué¢eg spontanog pobacaja jest i balansirano strukturno razmjestanje kromosoma u
jednog od partnera. Nositelji strukturnih razmjestanja kromosoma imaju povecani rizik
nastajanja nebalansiranih gameta. Kada se takva nebalansirana gameta oplodi, vrlo cesto
dolazi do spontanog pobacaja. Procijenjeno je da u 4 % parova s dva ili viSe pobacaja, jedan
od partnera nosi balansiranu translokaciju (Gersen i Keagle, 2005). Rjedi uzroci RPL-a su
monogenske bolesti (alfa-talasemija i miotoni¢na distrofija u jednog od partnera te specificne
dominantne bolesti u Zena vezane uz X-kromosom), kao i izloZenost toksinima, nelijeena

hipotireoza i Secerna bolest tipa 2 u Zena (Pereza i sur., 2016).

Uzroci RPL-a Cesto su nepoznatog uzroka, tj. uzrokuju ga idiopatske raznovrsne
skupine poremecaja pa se takva vrstu poremecaja naziva idiopatski ponavljajuéi spontani
pobacaj (IPSP) i ovisna je o gestacijskom razdoblju u kojem se spontani pobacaji ponavljaju.
Pretpostavka o genetskoj podloZnosti za IPSP temelji se na Cinjenicama da se rizik od
ponovnog gubitka trudnoe povecava s brojem prethodnih spontanih pobacaja neovisno o
dobi trudnice i da se u istog para spontani pobacaji ve¢inom ponavljaju u istom gestacijskom
razdoblju. Najve¢i dio genetickih istrazivanja obuhvaca istrazivanja genetske povezanosti (od
engl. genetic association study, ) u kojima se ispituje ovisnost izmedu genetske varijabilnosti i
IPSP-a, s ciljem utvrdivanja kandidatskih gena ili podrucja genoma koji bi mogli pridonijeti
spontanim pobacajima. Dosad ispitana varijabilnost detektirala je 180 kandidatnih gena.
Produkti ovih gena ve¢inom su proteini ukljuceni u funkciju imunosnog i endokrinog sustava,
koagulaciju, metabolizam, angiogenezu i kontrolu funkcije krvozilnog sustava (Pereza i sur.,
2016).

1.4.2. Gestacijska dob i omjer spolova kod spontanih pobacaja

Spontani pobac¢aj moze se podijeliti prema gestacijskoj dobi u ovisnosti o tome je |i se
dogodio u prvom, drugom ili treCem tromjese¢ju. Prosjecna gestacijska dob za pobaceni plod
normalnog kariotipa je 17,8 tjedana, dok je za pobaceni plod abnormalnog kariotipa 15,4
tjedna. Gestacijska dob pobacenog ploda moze se razlikovati s obzirom na vrstu poremecaja
koji je uzrokovao spontani pobacaj, pa tako pobaceni plodovi s triploidijom, monosomijom
kromosoma X te trisomijom kromosoma 13, 18 i 21 naj¢eSc¢e prezive dulje od 16. tjedna
trudnoce. Kod triploidije uocava se razlika u odnosu na haploidno podrijetlo. Ukoliko je
haploidni komplement ocevog podrijetla, srednja dob prezivljavanja ploda je 123 dana, a
ukoliko je majcinskog porijekla onda je 69 dana (Hassold i Chiu, 1986). Gestacijska dob

razlikuje se i kod majki s opetovanim spontanim pobacajem. Spontani pobacaji u tim
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slucajevima ve¢inom se ponavljaju u istom gestacijskom razdoblju, od ¢ega 90 % u prvom

tromjesecju (Pereza i sur., 2016).

Omjer spolova kod spontanih pobacaja razlikuju se u razliCitim istrazivanja. Veca
stopa zenskih pobacenih plodova s normalnim kariotipom povezuje se s kontaminacijom
uzorka majéinim stanicama, Sto znaci da uzorak prije analize vjerojatno nije bio temeljito
o¢is¢en. Omjer spolova XY:XX kod Zivorodene djece iznosi 1,06 (Cheng i sur., 2014), dok je
omjer spolova za pobacene plodove 0,88 (Hassold i Chiu, 1986). Na omjer spolova moze
utjecati i metoda kojom se kultiviraju stanice. Metoda dugotrajne kulture stanica smatra se
rizni¢énom za kontaminaciju maj¢inim stanicama jer sama kultivacija stanica traje od 7 do 14
dana, te postoji moguénost za prikazivanje pogre$nog omjera prilikom detekcije spolova zbog
rasta majcinih stanica. Metoda kratkotrajne kulture stanica manje je rizi¢na jer je brza
(priprema uzorka u roku od 24 sata) (Cheng i sur., 2014) i sadrzi nizi mitotski indeks stanica

bazalne decidue (Vici¢ i Stipoljev, 2013).

1.5. Faktori koji utjeCu na spontani pobacaj
Osim utjecaja majéine dobi na pojavu vec¢ine kromosomskih aberacija kod spontanih
pobacaja, osobito pojavu trisomija (Warbuton, 1987), utjecu i okolisni ¢imbenici poput

pusenja i alkohola (Ford i Schust, 2009).

1.5.1.Majcina dob

Majcina dob pokazuje pozitivnu korelaciju s ucestaloS¢u spontanih pobacaja.
(Simpson, 1990), medutim dob majke razlikuje se s obzirom na to je li pobaceni plod bio
normalnog ili abnormalnog kariotipa. Ucestalost pobacaja kromosomskih normalnih plodova
varira izmedu 4-9 % kod zena do 30 godina, a porastom majéine dobi i dalje raste udio

normalnih kromosomskih pobacaja (Hassold i Chiu, 1986).

Dob majke razlikuje se ovisno o kromosomskim aberacijama koje uzrokuju spontani
pobacaj. Majcina dob ima najveci utjecaj kod trisomija koje uzrokuju spontani pobacaj.
Ucestalost svih trisomija umjereno se povecava do 30-ih godina majki, nakon ¢ega naglo
raste. Najvece neproporcionalno odstupanje trisomija je kod majki iznad 40. godine, kada se
udio trisomija naglo povecava s 10 % na 30 %. Unutar grupe trisomija jedina iznimka uocava
se kod trisomije 16 kod koje ucestalost pojavljivanja nakon 30-e godine zivota majke naglo
raste. Kod drugih kromosomskih aberacija maj¢ina dob nije znac¢ajno povezana s nastankom
aberacija (Hassold i Chiu, 1986). Ucestalost pojavljivanja trisomije 13 najcesca je kod zena
izmedu 25 1 29 godina, dok je kod trisomije 21 najceS¢a izmedu 30 i1 35 godina, te
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proporcionalno raste s porastom majcine dobi (Dai i sur., 2017; Hassold i Chiu, 1986).
Trisomija 18 najcesce se pojavljuje nakon 25-e godine zivota majke i porast majc¢ine dobi
nema znacajniji utjecaj na broj takvih slucajeva (Dai i sur., 2017). Za razliku od trisomija,
monosomija X-kromosoma u pozitivnoj je korelaciji s mladom Zivotnom dobi majke (Hassold
i Chiu, 1986).

Osim pojavljivanja kromosomskih aberacija kod Zena starije zivotne dobi, veca je
kumulativna izloZenost toksinima, vise je prilika za stjecanje infekcija te imaju slabije
vaskulariziran endometrij maternice (Simpson i sur., 1990). Takoder, s obzirom da se
prosjecna dob zena koje nose prvo dijete povecala tijekom posljednja dva desetlje¢a u

zapadnim zemljama, vjerojatno je da Ce fetalna trisomija postati ¢es¢a (Berg i sur., 2012).

Majcina dob takoder je znacajan ¢imbenik rizika za ponavljanje spontanog pobacaja.
Majkama u dobi od 20 do 24 godina opetovani spontani pobacaj dogada se u 8,9 % slucajeva,
za razliku od majki u dobi od 42 godine kod kojih se pobac¢aj dogada u vise od polovice
trudnoca. Najrizi¢nija skupina trudnica su zene starije od 45 godina koje imaju rizik za

opetovani spontani pobacaj do 74,7 %. (Hardy i Hardy, 2015).

1.5.2. PuSenje i alkohol

Pusenje predstavlja jedan od teratogenih faktora koji povecava rizik nastanka
spontanog pobacaja. Prethodna istrazivanja pokazala su da ne postoji povezanost izmedu
pusenja i pojave abnormalnih plodova, jer je veéina analiziranih uzoraka bila normalnog
kariotipa. Ipak u 95 % aberantnih kariotipova pusenje se smatra moguc¢im uzrokom nastanka

aberacija ploda (Kline i sur.,1976).

U istrazivanju Armstronga i sur., puSenje povecava rizik od spontanog pobacaja za 11
% (za one trudnice koje dnevno konzumiraju 20 cigareta i vise) (Armstrong i sur.,1992.).
Povecana perinatalna smrtnost kod pusacica djelomi¢no je posljedica oSteCenja posteljice, Sto

uzrokuje stvaranje anoksije (Hutter i sur, 2010).

Istrazivanja koja povezuju konzumaciju alkohola i spontanog pobacaja kod Zena
pokazala su da Zene koje Cesto konzumiraju alkohol imaju poveéan rizik od prijevremenog
poroda i mrtvorodenih plodova (Henriksen i sur., 2004). Harlap i sur. pronasli su povecani
rizik kod Zena koje konzumiraju alkohol u prvom tromjesecju, iako to povecanje nije
dosegnulo statisticku znacajnost. Umjereno konzumiranje alkohola povecava rizik za spontani

pobacaj do 1,26 puta. Ukoliko trudnica konzumira alkohol dva do Sest puta tjedno, rizik za
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spontani pobacaj povecava se za 2,33 puta. U istrazivanju Armstronga i sur., pokazano je da
konzumacija alkohola povecava rizik od spontanog pobacaja za 5 % (za one trudnice koje

konzumiraju alkohol tri puta dnevno) (Armstrong i sur.,1992).

Konzumacija alkohola povezana je i s anomalijama spermija, a pobaceni plodovi ¢esto
su abnormalng Kariotipa. Alkohol je prisutan u spermijima relativno kratko nakon
konzumacije, a mozZe izravno utjecati na implantaciju. Na ovaj nacin, muSkarac

konzumacijom alkohola moze utjecati na rizik ranog gubitka ploda (Henriksen i sur., 2004).

1.6. Citogeneti¢ka analiza uzoraka spontanog pobacaja

Konvencionalna Kkariotipizacija morfoloska je karakterizacija kromosomskog
komplementa pojedinca uklju¢ujuéi broj, oblik i veli¢inu kromosoma. Moze otkriti
abnormalnosti cijelog genoma na razini kromosoma i stoga se koristi kao standard za
otkrivanje abnormalnosti kromosoma u uzorcima pobacaja. Jo$ jedna od prednosti koriStenja
konvencionalnih metoda jest visoka specificnost. Nedostatci konvencionalnih metoda
ograniena SuU razluivost (>3-5 Mb), moguénost nerasta/infekcije kulture stanica ili
kontaminacija uzorka ploda majc¢inim stanicama, slozena laboratorijska procedura i dugo
vremensko razdoblje kultiviranja i analiziranja stanica (Berg i sur., 2012). Rezultati analize
uzoraka spontanog pobaéaja omogucavaju uvid u moguci rizik od opetovanog spontanog
pobacaja. Kod parova s plodom koji nosi trisomiju postoji povecani rizik za ponavljanje
istoga rezultata. Ukoliko uzorak pobacenog ploda ima normalni kariotip, u vecini slu¢ajeva u

iducoj trudno¢i plod je normalnog kariotipa (Gardé i Bajndczky, 1992).

Kromosomske aberacije u materijalu spontanih pobacaja mogu se detektirati analizom
razli¢itih tkivnih kultura. Kod ranih spontanih pobacaja moze se dogoditi odsutnost il
dezorganizacija embrija. Nativno embrijsko ili fetalno tkivo pozeljno je jer omogucéuje brz
rast stanica za analizu. Uspjes$nost kultiviranja tkiva pobacenog je ploda od 50 % do 80 %
(Warburton, 1987). Ovisno o tome koje tkivo se koristi za citogeneti¢ku analizu, uspje$nost
analize moze se razlikovati. Najcesce koristeno tkivo za analizu spontanih pobacaja tkivo je
koze ili posteljice. Kod analiziranja tkiva posteljice najceSce se kao uzorak koriste korionske
resice koje se sastoje od tri sloja: unutarnji sloj mezenhimne strome, srednji sloj
citotrofoblasta 1 vanjski sloj sinciciotrofoblasta. U ovisnosti koja se citogeneticka metoda
primjenjuje za analizu stanica, koriste se razli€iti slojevi korionskih resica. Tako se za metodu
kratkotrajne kulturu stanica Kkoriste stanice citotrofoblasta, dok se za metodu dugotrajne

kulture stanica koriste stanice mezenhimalne strome (Vici¢ i Stipoljev, 2013).
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Prema istraZivanju Johnsona i sur., uspjeS$nost kultiviranja tkiva koze manja je nego
tkiva posteljice i iznosi 37,8 %, dok je kod posteljice 100 %. Jedan od moguéih razloga
neuspjesnosti kultiviranja koze ograniceno je vrijeme uzimanja uzorka. Tkivo koze smatra se
nativnim ukoliko se uzorak uzima najviSe jedan sat nakon spontanog pobacaja, u suprotnom
se tkivo koZe ne uzima u obradu. Osim toga, vrsta analiziranog tkiva utjece i na rezultate
kariotipizacije. Pojavnost abnormalnog kariotipa kod analize tkiva posteljice u istrazivanju
Johnson i sur. iznosila je 92,3 %, dok je kod tkiva koze bila 42,9 %. Razlog je tome, osim u
vrsti uzorka, u gestacijskoj dobi u kojoj se uzima tkivo za analizu. Tkivo koze uglavnom se
uzima u kasnijem, a tkivo posteljice u ranijem gestacijskom razdoblju spontanog pobacaja, pa
je tako veca vjerojatnost pojavljivanja abnormalnog kariotipa, kod ranijeg gubitka ploda
(Johnson i sur., 1990).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je ovog rada odrediti kromosomopatije koje su uzroci spontanih pobacaja u
hrvatskoj populaciji i njihovu ucestalost, te odrediti uspjesnost pojedinih tehnika kultivacije

tkiva.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Podatci za 253 uzorka pobacenih plodova prikupljeni su iz baze podataka Odjela za
laboratorijsku citogenetiku Klini¢ke bolnice ,,Sv. Duh* u Zagrebu za razdoblje od veljace
2012. godine do srpnja 2017. godine. Podatci su sadrzavali rezultate citogeneti¢ke analize
tkiva korionskih resica i tkiva koze. Analizirana su 182 uzoraka tkiva korionskih resica, od
¢ega 60 metodom dugotrajne kulture stanica (od eng. long-term culture, LTC), 37
kratkotrajnom kulturom stanica (od eng. short-term culutre, STC) i 85 uzoraka objema
metodama. 32 uzorka tkiva koze analizirana su metodom dugotrajne kulture stanica (od eng.

long-term culture, LTC).

3.2. Metode

Za potrebe citogeneti¢ke analize uzorak je sadrzavao od 5 do 20 mg korionskih resica.
Uzorak se ocistio od moguéih zagadenja majcinim stanicama. Oc¢i$¢ene i usitnjene resice
uzgajane su u kulturi stanica. Za potrebe kromosomske analize uspostavljene su dva tipa
kulture stanica: kratkotrajna kultura stanica i dugotrajna kultura stanica.

3.2.1.Dugotrajna kultura stanica korionskih resica i tkiva koze

Ociséeni 1 isprani uzorci korionskih resica od ostatka krvi, iglicama su usitnjeni na
manje komadice. Takvi uzorci prebaceni su u 2 ml tripsina (tripsin 0,25 %; Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) i ostavljeni na 90 min u inkubatoru na 37
°C. Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani 5 min na 1000 o/min. Nastali talog ostavljen je
u posudici i dodano je 4 ml kompletnog medija (Euroclone, Amniomed Plus, Milano, Italija)
za kultivaciju stanica. Tako pripremljena kultura stanica ostavljena je sedam dana. Tijekom
kultiviranja rast stanica pracen je invertnim mikroskopom. Kada je u kulturi naraslo dovoljno
kolonija za analizu stanica, napravljena je promjena hranidbenog medija tako Sto je stari
medij odbacen i dodano je 3 ml novog medija. Nakon §to su Stanice izloZene novom mediju, u
jednoj bocici napravljena je sinkronizacija uzorka, a u preostale dvije bocice prekid rasta

kulture stanica korionskih resica.

3.2.1.1 Sinkronizacija uzorka
Prije prekida rasta kulture stanica korionskih resica, u jednoj od tri bo¢ice uzorka
napravljena je sinkronizacija uzorka kako bi se Sto veéi broj Stanica doveo u istu fazu
stani¢nog ciklusa te kako bi se dobio Sto veci broj prometafaznih kromosoma. Nakon §to je
kultura stanica izrasla, odbacen je hranidbeni medij i dodano je 2 ml MEM-a (od eng.
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Minimum Essential Medium, MEM) (Gibco) i 2 ml tripsina (Gibco). Plastiénom strugalicom
stanice su odstranjene s dna bocice i po 2 ml uzorka prebaceno je u dvije plasti¢ne bocice u
koje je dodano 3 ml kompletnog medija (Euroclone). Nakon 24 sata dodano je 100ul BrDU
(200 pg/ml; 5-Bromo-2'-deoxyuridin, Sigma Aldrich, Svicarska) i uzorci su zamotani u
aluminijsku foliju kako bi se sprijecila izlozenost svjetlu. Idu¢i dan odstranjen je hranidbeni
medij 1 isprana je plasticna posuda s otopinom HBSS-a (od eng. Hank's Balanced Salt
Solution, HBSS) (Euroclone HBSS w/a Calcium & Magnesium —LIQUID 1X, Milano,
Italija). Nakon ispiranja dodano je 3 ml kompletnog medija (Euroclone) i 18 ul timidina
(kona¢na koncentracija 3 pg/ml) (Sigma Aldrich, Svicarska) te je zamotano u aluminijsku
foliju i inkubirano 5 sati na 37 °C. Nakon inkubacije, dodano je 120 ul kolcemida (Gibco
KaryoMAX kolcemid (10 pg/mL), Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD) i inkubirano 20 min na 37 °C.

3.2.1.2. Prekid rasta kulture stanica korionskih resica i tkiva koze

U preostale dvije boCice s uzorcima, stavljeno je 3 kapi kolcemida (Gibco
KaryoMAX) i ostavljeno 20 min na 37 °C u inkubatoru. Svaki je od uzoraka nakon 20 min
(u omjeru 50:50) prebacen u dvije konusne epruvete. U praznu bocicu dodano je 3 ml
tripsina (Gibco) i1 hranidbeni medij iz jedne epruvete. Plasticnom strugalicom stanice su
odstranjene s dna bocice i sadrzaj je prebacen U koni¢ne epruvete. Nakon toga, uzorci su
centrifuirani 10 min na 1000 o/min. Nakon centrifuge, iz epruvete je otklonjen supernatant
te je sav talog prebacen u jednu epruvetu. Dodano je 4 ml 0,07 M hipotoni¢ne otopine Na-
citrata (Sigma Aldrich, Svicarska) ¢ija je temperatura iznosila 37 °C, nakon &ega je slijedila
inkubacija 30 min na 37 °C. Nakon inkubacije je dodano 2 ml fiksativa (ledena octena
kiselina i mentol u omjeru 1:3) pa su uzorci centrifugirani 10 min na 1500 o/min kako bi se
talog isprao. Ovaj postupak ponavljan je dva puta. Zadnje ispiranje napravljeno je s 2 ml
octene kiseline nakon ¢ega su uzorci centrifugirani 10 min na 1500 o/min. Odbacen je
supernatant i dobiveni talog podijeljen je na tri vlazna i hladna predmetna stakla. Kada su se
predmetna stakalca osusila, stavljena su 40 min u inkubator na 100 °C.

3.2.1.3. Bojanje preparata

Poslije susenja, preparati su bojeni Giemsom. Pripremljene su otopine:

1. posuda: 0,25 % tripsin (¢uvan na 4 °C)
2. posuda: 200 ml Ringerove otopine

3. posuda: 160 ml fosfatnog pufera i 40 ml Giemse

18



4. posuda: 200 ml fosfatnog pufera
5. posuda: 200 ml destilirane vode

Preparat je u prvoj posudi drzan dvije sekunde kako bi se tretirao tripsinom (Gibco) i
potom je ispran u Ringerovoj otopini. Nakon ispiranja, obojen je Giemsom (Gibco—Buffer
Tablets ,,GURR®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD), inkubacijom 6
min. Nakon bojenja, preparat je stavljen u Cetvrtu posudu, na ispiranje fosfatnim puferom
(Gibco—Buffer Tablets ,,GURR®,) i potom u destiliranom vodom. Ovako pripremljeni

preparati osuseni su pri sobnoj temperaturi.

3.2.2. Kratkotrajna kultura stanica korionskih resica

Ocisceni uzorci korionskih resica isprani su medijem RPMI (od eng. Roswell Park
Memorial Institute medium, RPMI) (Euroclone, Milano, Italija) na sterilnom staklu pod
invertnom lupom i usitnjeni sterilnim iglicama na komadice. Usitnjene resice prebacene Su U
epruvete i dodano je 2 ml kompletnog medija (Euroclone). Takvi uzorci premjesteni Su u
inkubator na 8 sati na 37 °C i 5 % CO.. Nakon inkubacije, zatvorene epruvete preko noci
stavljene su u hladnjak na + 4 °C. Idu¢i dan, epruvete su prebacene u inkubator 5 sati na
37°C. Nakon inkubacije u epruvete je dodano 80 pl kolcemida (Gibco KaryoMAX)
ponovljena je inkubacija 30 min na 37°C. Nakon inkubacije, uzorci su centrifugirani 5 min na
1000 o/min, odstranjen je supernatant i dodano je 4 ml Na-citrata (1 % otopina) (Sigma
Aldrich). Takvi uzorci inkubirani su 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije uzorci su
centrifugirani 5 min na 1000 o/min, nakon ¢ega je dodano 3 ml fiksativa | (metanol:octena
kiselina 2:1; metanol; Merck, Darmstadt, Njemacka) te su uzorci ostavljeni 10 min na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi uzorci su centrifugirani 5 min na 1000
o/min te isprani fikastivom I. Ponovno su centrifugirani 5 min na 1000 o/min. Nakon
centrifugiranja, u svaku epruvetu dodano je 0,2 ml fiksativa Il (60 % octena kiselina, tripsin
0,25 %; Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) te su uzorci
ostavljeni na sobnoj temperaturi 3 min. Ovako pripremljeni uzorci, nanijeti su na mokra i
hladna stakla i ostavljeni 30 min na 100 °C. Poslije suSenja preparati su bojani Giemsom
(Gibco—Buffer Tablets ,,GURR®). Napravljeno je bojanje prema navedenom protokolu za

bojanje preparata kao kod dugotrajne kulture stanica.

3.2.3. Statisticka obrada podataka
Prikupljeni podatci analizirani su u statistickom programu Statistica 13. Koristene su

metode tabelarnog i grafickog prikazivanja, korelacijska analiza, Kolmogorov—Smirnov test,
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Mann-Whiteny U-test i Hi-kvadrat test. Kolmogorov—Smirnov testom prikazana je
distribucija dobi majke. Korelacijskom analizom testirano je kretanje vrijednosti broj¢anih
varijabli. Korelacijska analiza koristila se kod raspodjele strukturnih i numerickih aberacija te
kod utvrdivanja raspodjele numerickih aberacija plodova. Mann-Whitney U-testom testirane
su razlike u vrijednostima odabranih varijabli s obzirom na kategorijske varijable koje se
pojavljuju u dva modaliteta. Mann-Whitney U-test koristio se kod utvrdivanja povezanosti
broja spontanih pobacaja s obzirom na prethodne trudnoce pacijentica te kod utvrdivanja
omjera spolova pobacenih plodova. Polozajna centralna vrijednost, tj odredivanje medijana
koristila se kod utvrdivanja statisticki znaCajne razlike izmedu dobi majke i1 pojavljivanja
numerickih aneuploidija. Hi-kvadrat test koriSten je kod utvrdivanja odstupaju li neke
dobivene frekvencije od ocekivanih vrijednosti. Hi-kvadrat test primjenjivao se kod
utvrdivanja statisticki znacajne razlike u ovisnosti spola pobacenog ploda s obzirom na

abnormalnost kariotipa i kod utvrdivanja uspjes$nosti analize s obzirom na koristeno tkivo.
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4. REZULTATI
U razdoblju izmedu 2012. i 2017. godine prikupljeno je 253 uzorka spontanih

pobacaja. Od ukupnog broja uzoraka, 214 je uspjesno analizirano, od ¢ega je 51,4 % bilo
normalnog kariotipa, a 48,6 % abnormalnog kariotipa. Zastupljenost Zenskog spola iznosila je
54,67 %, dok je pobacaja muskoga spola bilo 55,33 %. Prosje¢na dob pacijentica bila je
33,57+5,06 godina.

4.1. Analiza broja spontanih pobacaja i poroda s obzirom na ukupni broj pacijentica i
abnormalnost ploda

Analiza broja spontanih pobacaja u odnosu na ukupan broj pacijentica (Slika 7.)
pokazala je da je najveci broj pacijentica imalo jedan spontani pobacaj (50,60 %), dva
spontana pobacaja imalo je 29,8 % pacijentica, tri spontana pobacaja 13,54 % pacijentica,
Cetiri spontana pobacaja 3,98 % pacijentica, pet spontanih pobacaja 2,00 % pacijentica, Sest
spontanih pobacaja 0,8 % pacijentica, dok su slucajevi s osam i devet spontanih pobacaja bili

pojedinacni i njihov udio nije obuhvacéen analizom.

398 08

® 1 pobacaj
= 2 pobacaja
= 3 pobacaja
4 pobacaja
= 5 pobacaja

® 6 pobacaja

Slika 7. Udio pacijentica s obzirom na broj spontanih pobacaja.

Analiza broja poroda u odnosu na ukupan broj pacijentica pokazala je da je najveci
broj pacijentica nije imalo prethodni porod (53,78 %), jedan prethodni porod imalo je 33,07 %

pacijentica, dva prethodna poroda imalo je 11,95 % pacijentica, tri prethodna poroda 1,20 %
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pacijentica, dok su pacijentice s pet prethodnih poroda bili pojedina¢ni slu¢ajevi koji nisu

obuhvaceni analizom (Slika 8.).

= Nijedan porod
= 1 porod
= 2 poroda

3 poroda

Slika 8. Raspodjela broja prethodnih poroda pacijentica u odnosu na ukupan broj pacijentica.

Analiza abnormalnosti kariotipiziranih uzoraka s obzirom na ukupni broj spontanih
pobacaja pokazala je da je kod pacijentica s jednim spontanim pobacajem raspodjela takva da
je 56,6 % plodova normalnog kariotipa, dok je njih 43,14 % abnormalnog kariotipa. Kod
pacijentica s dva spontana pobacaja, 40,63 % plodova normalnog je kariotipa, a 59,38 %
abnormalnog je kariotipa. Kod pacijentica s tri spontana pobacaja 51,61 % normalnog je
kariotipa, a 48,39 % abnormalnog kariotipa. Uzorci pacijentica s Cetiri spontana pobacaja bili
su 62,50 % plodova normalnog kariotipa i 37,50 % abnormalnog kariotipa. Kod pacijentica sa
Sest spontanih pobacaja 50 % normalnog je i 50 % plodova abnormalnog Kariotipa.

Pacijentice s osam i devet spontanih pobacaja nisu obuhvacene analizom (Slika 9.).
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Slika 9. Prikaz udjela plodova s abnormalnim i normalnim kariotipom s obzirom na broj
spontanih pobacaja majke. Kratice: ABN-abnormalni kariotip ploda; NOR- normalni kariotip

ploda; SP- spontani pobacaj

Kromosomska analiza ploda s obzirom na prethodni broj poroda pacijentica pokazala
je da je kod pacijentica koje dosad nisu imale porod, zastupljenost normalnog kariotipa ploda
45,9 %, a abnormalnog kariotipa 54,1 % (Slika 10.). Kod pacijentica s jednim porodom, 54,41
% plodova normalnog je kariotipa, a 45,9 % plodova abnormalnog je kariotipa. Kod
pacijentica s dva poroda 66,67 % plodova normalnog je kariotipa, dok je 33,33 % plodova
abnormalnog kariotipa. Kod pacijentica s tri poroda uzorci su bili 200 % normalnog kariotipa.

Pacijentice s Cetiri ili pet poroda nisu obuhvacene analizom.
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I Broj pacijentica-NOR

40%
M Broj pacijentica-ABN
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0 1 2
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Ukupan broj poroda

Slika 10. Grafi¢ki prikaz udjela kariotipova s obzirom na broj poroda. Kratice: ABN-
abnormalni kariotip ploda; NOR- normalni kariotip ploda
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Mann-Whitney U-test pokazao je da nema statisticki znacajne razlike (p=0.741,

p>0,05) izmedu broja spontanih pobacaja i broja prethodnih poroda pacijentica.

Analiza uzoraka s obzirom na spol ploda, pokazala je da je 54,67 % plodova Zenskog
spola, a 45,33 % muskog spola. Analiza ucestalosti spolova kod abnormalnih i normalnih
kariotipova plodova pokazala je da je kod normalnog kariotipa zastupljenost zenskog spola
58,18 %, a 41,82 % muskog spola, dok je kod abnormalnog kariotipa zastupljenost Zzenskog
spola 50,96 % te 49,04 % muskog spola (Tablica 1.).

Tablica 1. Prikaz broja i postotka abnormalnih i normalnih kariotipova prema spolu
pobacenog ploda. ABN- abnormalni kariotip ploda; NOR-normalni kariotip ploda; M-muski

spol; Z- zenski spol

ABN NOR Ukupno
M 51 46 97
% 4904 | 41,82
Z 53 64 117
% 50,96 | 58,18
Ukupno 104 110 214

Hi-kvadrat test pokazao je da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu spola ploda

u ovisnosti o abnormalnosti kariotipa (p>0,05; p=0,289).

4.2. Analiza ucestalosti kromosomskih aberacija koje uzrokuju spontane pobacaje

Analiza svih strukturnih (strukturne aberacije i strukturni mozaicizam; STR i
MOSSTR) i numerickih aberacija (numeri¢ke aberacije i numericki mozaicizam; NUM i
MOSNUM) u ukupnom broju abnormalnih kariotipova, pokazala je da je zastupljenost
numerickih aberacija 94,23 %, dok je zastupljenost strukturnih aberacija 5,77 %. Analiza
raspodjele unutar podskupina strukturnih (STR+MOSSTR) i numerickih (NUM +
MOSNUM) aberacija pokazuju da je 88,46 % abnormalnih kariotipova aneuploidija, 5,77 %
numeri¢ki mozaicizam, 3,85 % strukturne aberacije i 1,92 % strukturni mozaicizmom
(Tablica 2.).
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Tablica 2. Raspodjela strukturnih i numeri¢kih aberacija. STR- strukturne aberacije;
MOSSTR- strukturni mozaicizam; NUM- numericke aberacije; MOSNUM- numeric¢ki

mozaicizam

Broj
pacijentica %
MOSSTR 2 1,92
STR 4 3,85
MOSNUM 6 5,77
NUM 92 88,46
Ukupno 104 100,00

Analiza tipa numerickih abnormalnosti s obzirom na moguce vrste aberacija, pokazala
je da je zastupljenost svih trisomija 65,31 %, dvostrukih trisomija 4,08 %, monosomije X-
kromosoma 16,33 %, tetraploidije 3,06 % i triplodije 12,24 % (Tablica 3.). Unutar grupe
trisomija, najveca zastupljenost onih koji uzrokuju spontani pobacaj je trisomije kromosoma
18 (13,27 %), kromosoma 16 (10,21 %), kromosoma 22 (10,21 %) i kromosoma 13 (612 %).

Detaljni prikaz zastupljenosti svih numeri¢kih aberacija prikazan je u Tablici 3.

Tablica 3. Ucestalost numerickih aberacija

Trisomija Broj uzoraka | Udio (%)

+2 2 2,04

+5 1 1,02

+7 1 1,02

+8 2 2,04

+12 2 3,06

+13 6 6,12

+14 3 3,06

+15 2 2,04

+16 10 10,21

+17 1 1,02

+18 13 13,27

+20 1 1,02

+21 8 8,16

+22 10 10,21

47, XXY 1 1,02

Dvostruka trisomija 4 4,08
Monosomija X 16 16,33
Tetraploidija 3 3,06
Triploidija 12 12,24
Ukupno 98 100,00
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4.3. Analiza utjecaja majcine dobi na kromosomopatije ploda i gestacijsku

dob pobacenog ploda

pokazala je da su starije majke bile one ¢iji su uzorci imali trisomiju 18 (Tablica 4., Slika 11.).
Njihova prosje¢na dob je 37 godina, dok su mlade majke bile one ¢iji su uzorci imali
monosomiju X-kromosoma i triploidiju te je njihova prosje¢na dob bila 31 godina. Prosje¢na
dob majki kod svih trisomskih uzoraka je 36 godina, dok je dob majki ¢iji su kariotipizirani
plodovi s trisomijom 13 iznosila 36,5 godina, a s trisomijom 21 je 35,5 godina. Kod ostalih
aneuploidija, prosje¢na dob majke je 36 godina. Prema interkvartalnom rasponu (od eng.
interquartile range, IQR) najveca razlika izmedu najmanje i najvece srednje vrijednosti dobi
majki zastupljena je kod monosomije X-kromosoma (23,0 - 41,0), kod triploidije IQR je 27,0
- 40,0 i kod trisomija je 26,0 - 41,0. Ostali interkvartalni rasponi prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Analiza rezultata razli¢itih tipova numeri¢kih abnormalnosti s obzirom na

prosjecnu dob majke. NUM-numeri¢ke aneuploidije; IQR-interkvartalni raspon

NUM-uzorci Medijan - dob majka | IQR

Monosomija X 31,0 (23,0-41,0)
Triploidija 31,0 (27,0-40,0)
Trisomija (ukupno) 36,0 (26,0-41,0)
+13 36,50 (31,0-39,0)
+18 37,00 (35,0-40,0)
+21 35,50 (32,5-38,0)
Ostale aneuploidije 36,00 (31,0-38,0)

Odredivanjem centralne poloZajne vrijednosti dobi majki, utvrdeno je da postoji
statisticki znacajna razlika u dobi majke s obzirom na numeri¢ke aneuploidije monosomije X,

triploidija i svih trisomija (p<0,05; p=0,0235).
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Slika 11. Odnos dobi majke i numerickih abnormalnosti ploda. NUM- numeri¢ke aberacije.

Analiza starosti majki ¢iji su plodovi bili normalnog kariotipa, pokazala je da je
prosjecna starost majke 33,5 godina.

Analiza broja spontanih pobacaja s obzirom na gestacijsku dob ploda pokazala je da se
64,03 % spontanih pobacaja dogodilo u prvom tromjesecju, 26,88 % u drugom tromjesecju i
9,09 % u treCem tromjesecju (Tablica 5.). Analiza prosje¢ne dobi majke i IQR-a s obzirom na
gestacijsku dob poba¢enog ploda pokazala je da je prosjecna dob majki koje su imale spontani
pobacaj u prvom tromjese¢ju 34 godine, dok je u drugom tromjesecju i1 tre¢em tromjesecju
prosjecna dob majki 33 godine (Tablica 5; Slika 12.). IQR starosti majki koje su imale
spontani pobacaj u prvom tromjeseéju je u rasponu 30 - 38, u drugom 29,5 - 38 i u trecem 30

— 38 godina.
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Tablica 5. Prikaz broja spontanih pobacaja i prosje¢ne dobi majke s obzirom na gestacijsku
dob pobaceng ploda. SP-spontani pobacaj; IQR-interkvartalni raspon

Prvo tromjesecje- do 13. tjedna; drugo tromjesecje- od 14. do 25. tjedna; trece tromjesecje od 26. do 40. tjedna

Gestacijska dob Broj SP % Dob majke IQR
Prvo tromjesecje 162 64,03 34 | 30-38
Drugo tromjesecje 68 26,88 33 | 29,5-38
Trece tromjesecje 23 9,09 33 | 30-38
Ukupno 253 100

46
44
42

40

36

34 ——t——

32

30

Dob majke-godine

28
26
24
22

20

18

Prvo tromjsecje Drugo tromjesecje Trece tromjesecje [B] Medijan
Gestacijska dob T 25%-75%

Slika 12. Grafi¢ki prikaz odnosa dobi majke s obzirom na gestacijsku dob pobacenog ploda

Prvo tromjesecje- do 13. tjedna; drugo tromjesecje- od 14. do 25. tjedna; trece tromjesecje- od 26. do 40.tjedna

4.4. Analiza uspje$nosti dugotrajne i kratkotrajne metode kod analize tkiva
korionskih resica i tkiva koze

Analiza koriStenih tkiva posteljice i tkiva koze pokazala je da je od ukupno 253
uzorka, 195 tkivo posteljice, 37 su uzorci koze dok su kod 21-nog uzorka analizirali i tkivo

posteljice i tkivo koze (Tablica 6.).
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Tablica 6. Prikaz raspodjele ukupnog broja uzoraka tkiva posteljice i tkiva koze za

citogeneticku analizu

Broj pacijentica %
Posteljica 195 77.08
Koza 37 14.62
Posteljica i koza 21 8.30
Ukupno 253 100.00

Analiza uspjesnosti koristenja tkiva posteljice ili tkiva koZe za citogeneti¢ku analizu,
radena je na ukupno 253 uzorka. Od ukupnog broja, 214 je uspjesno, a 39 neuspje$no
analiziranih uzoraka. 100 %-tna uspjeSnost zastupljena je kod paralelne analize tkiva
posteljice i tkiva koze, dok je kod koristenog tkiva posteljice uspjesnost 93,85 %, a kod tkiva
koze je 35,14 %. Neuspjesnost analize tkiva posteljice iznosi 6,15 % , a kod tkiva koze 64.86
%.

Tablica 7. Prikaz uspjesnosti koristenja tkiva posteljice i tkiva koZe za citogeneti¢ku analizu.
NI- nerast/infekcija stanica, broj uzoraka tkiva koji nije analiziran

Uspjesnost citogeneticke analize | NI | Ukupno

Posteljica 182 13 195
% 93,85 6,15

Oboje 21 0 21
% 100,00 0,00

Koza 11 26 37
% 35,14 64,86

Ukupno 214 39 253

Hi-kvadrat test pokazao je da postoji statisticka znacajnost razlika u uspjesnosti
citogeneticke analize izmedu tkiva koZe 1 uzoraka gdje su se koristila oba tkiva, te izmedu

tkiva posteljice i tkiva koze (p<0,001).

Analiza 182 uspjes$no analizirana uzoraka posteljice s obzirom na metodu
kultiviranja stanica pokazala je (Tablica 8.) da je 32,97 % kultivirano LTC metodom, 20,33 %

STC metodom i 42,70 % objema metodama.
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Tablica 8. Broj uzoraka tkiva posteljice koji su analizirani samo metodom kratkotrajne
kulture stanica (STC) ili dugotrajne kulture stanica (LTC) ili objema metodama paralelno.

Metoda Broj uzoraka | Udio (%)
LTC 60 32,97
STC 37 20,33
STC+LTC 85 42,70
Ukupno 182 100.00

4.5. Analiza rezultata utjecaja pusenja i konzumacije alkohola na pojavnost spontanog
pobacaja

Analiza kariotipova ploda s obzirom na pusenje trudnica pokazala je da je 47,09 %
trudnica nepusacica imalo plod s abnormalnim kariotipom, dok je 60,00 % trudnica puSacica
imalo plod s abnormalnim kariotipom. Kod trudnica nepusacica, normalni kariotip ploda
utvrden je u 52,91 % slucajeva, dok je kod trudnica pusacica normalan kariotip imalo 40,00 %
plodova (Tablica 9.).

Tablica 9. Raspodjela kariotipova pobaéenih plodova s obzirom na pusenje trudnica. ABN-
abnormalni kariotip ploda; NOR- normalni kariotip ploda

Pusenje - ne | Pusenje - da | Ukupno
ABN 89 15 104
% 47,09 60,00
NOR 100 10 110
% 52,91 40,00
Ukupno 189 25 214
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je najveéi broj pacijentica imalo jedan
spontani pobacaj (50,19 %). Manji broj pacijentica imale su dva (29,8 %) i tri (13,98 %)
spontana pobacaja dok su pacijentice s Cetiri 1 viSe spontanih pobacaja najmanje zastupljene.
Takvi rezultati podudaraju se s istrazivanjem Hogge i sur. u kojem je vecina pacijentica imala
jedan spontani pobacaj, dok je najmanji broj pacijentica imalo tri ili viS§e spontanih pobacaja
(Hogge i sur., 2003).

Zastupljenost normalnog kariotipa (56,6 %) bila je najve¢a kod grupe pacijentica s
jednim spontanim pobacajem i s tri spontana pobacaja (51,61 %), dok su pacijentice s dva
spontana pobacaja imale uglavnom zastupljeniji abnormalni kariotip (59,38 %). Pacijentice s
Cetiri spontana pobacaja (62,50 %) imale su zastupljeniji normalni kariotip, dok su one sa Sest
spontanih pobacaja imale jednako zastupljen i normalni (50 %) i abnormalni (50 %) Kariotip,
Sto nije u koleraciji s istrazivanjem Hogga i sur. gdje su pacijentice s jednim spontanim
pobacajem uglavnom imale abnormalne kariotipove (56,8 %), dok su omjeri normalnih i
abnormalnih kariotipova kod pacijentica s tri i vi§e spontanih pobacaja isti (50:50) (Hogg i
sur., 2003).

Kariotipizirani uzorci su analizirani s obzirom na spol pobacenog ploda.
Kariotipiziranih uzoraka zenskog spola bilo je 54,7 %, dok je zastupljenost muskog spola bila
45,3 %. S obzirom na abnormalne i normalne kariotipizirane uzorake, utvrdeno je da je zenski
spol zastupljeniji i kod normalnog (58,18 %) i kod abnormalnog (50,96 %) kariotipa.
Rezultati ovog istrazivanja U skladu su s rezultatima prethodnih istazivanja gdje je
zastupljenost zenskog spola takoder vec¢a i kod abnormalnih (64,23% ) i normalnih
kariotipova (69,39 %) (Cheng i sur., 2004). Na veéu zastupljenost Zenskog spola kod
kromosomski normalnih kariotipova moze utjecati i kontaminacija majéinim stanicama jer se
na razini citogeneticke analize ne moze razlikovati kromosomsko podrijetlo, odnosno da 1i se

radi o maj¢inim stanicama ili stanicama ploda (Lathi i sur., 2007).

Prema 12-godiSnjem istrazivanju Menasha 1 sur. najve¢i broj citogenetickih
poremecaja koje uzrokuju spontani pobacaj numericke su aneuploidije, dok je najmanji broj
strukturnih aberacija. Rezultati ovog istrazivanja potvrduju te rezultate (Menasha i sur., 2005)

Takoder, analizom podskupina numerickih i strukturnih aberacija utvrdeno je da su numericke
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aneuploidije najzastupljenije, dok su mozaicizmi (strukurni i numericki) najrjede zastupljeni.
Analizom numerickih aneuploidija, utvrdeno je da je najvise zastupljena trisomija kromosoma
16, 18 i 22, monosomija X-kromosoma i triploidija $to je u skladu s Jendernyovim

istrazivanjem (Jenderny, 2014).

Kako bi se povezao utjecaj dobi majke na nastanak spontanog pobacaja i vrstu
kromosomskih aberacija, analizirana je srednja vrijednost dobi. Istrazivanje Hassolda i Chiua
pokazalo je da postoji utjecaj dobi majki s obzirom na kromosomsku abnormalnost. Najveci
utjecaj dobi majke utvrden je kod trisomija, dok je kod monosomije X-kromosoma i
triploidije dob majke u negativnoj korelaciji sa staros¢u majke. Analizom prosje¢ne dobi
majki utvrdeno je da su starije trudnice bile one ¢iji su kariotipiziranih uzorci imali trisomiju
18, dok su mlade trudnice bile one ¢iji su pobaceni plodovi imali monosomiju X-kromosoma
ili triploidiju Sto je u skladu s istrazivanjem Hassolda i Chiua. Takoder, kod plodova s
normalnim kariotipom srednja dob majki je 31 godina, §to nije u skladu s prethodnim
istrazivanjem koje su objavili Menashe i sur., u kojem je srednja dob majki 35,1 godinu, a
razlog tome vjerojatno je razlicit broj pacijentica koje su sudjelovanje u istrazivanju (Menasha
i sur. 2005)

Vecina spontanih pobacaja dogada se u prvom tromjeseéju (do kraja 13 tjedna) pri
¢emu je visok udio citogeneti¢ki abnormalnih uzoraka, za razliku od spontanih pobacaja u
drugom i treCem tromjesecju kada se broj spontanih pobacaja znatno smanjuje (Hardy i
Hardy, 2015). Ovo istrazivanje pokazalo je da se ve¢ina spontanih pobacaja dogodila u prvom
tromjesecju (64,03 %) dok se najmanji broj spontanih pobacaja (9,09 %) dogodio u tre¢em
tromjesecju §to je u skladu s rezultatima Hardya. U ovom istrazivanju napravljena je i analiza
dobi majki s obzirom na gestacijsku dob pobacenih plodova. Analiza je pokazala da su majke
koje su imale spontani pobacaj u prvom tromjese¢ju bile najstarije, dok se dob majki u

drugom i treCem tromjesec¢ju uglavnom ne razlikuje.

Vecina uzoraka uspjesno je kariotipizirana (84,58 %) Sto je u skladu s Jendernyovim
istrazivanjem (Jenderny, 2014). Rezultati preostalih neuspjesno analiziranih uzoraka (15. 42
%), potvrdili su da se u vecini slu¢ajeva dogodio nerast stanica, a U manjem broju uzrok je
bila infekcija. Uzrok infekcije stanica najCeSce je bakterijska kontaminacija, bez obzira na

dodane antibiotike (Warburton, 1987). S obzirom na vrstu analiziranog tkiva (tkivo
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posteljice/tkivo koZe), nerast stanica se dogodio najvise kod uzoraka tkiva koze (84 %) 1

manjim dijelom kod uzoraka tkiva posteljice (16 %) (Lodish i sur., 2000).

Analiza vrsta koriStenog tkiva prilikom citogeneticke analize pokazala je da je najveci
broj analiziranih uzoraka tkivo posteljice, dok su se u najmanjem broju analiza koristila oba
tkiva. Veca uspjesnost citogeneticke analize postignuta je kod tkiva posteljice nego kod tkiva
koze, §to je ocekivano s obzirom na broj uzoraka koze i mitotski potencijal stanica posteljice.
Za analizu rezultata uspjeSnosti citogeneticke analize, proveden je i Hi-kvadrat test ¢iji su
rezultati pokazali da postoji statisticka znacajna razlika u uspjesnosti citogeneti¢ke analize
izmedu tkiva koze i uzoraka gdje su se Kkoristila oba tkiva, te izmedu tkiva posteljice i tkiva
koze (p< 0,001). Prema rezultatima ovog istrazivanja, ako je veca dostupnost materijala za
citogeneticku analizu najbolje je koristiti kombinaciju tkiva koze i tkiva posteljice, jer se
pokazala se kao najuspjes$nijom za citogeneti¢ku analizu. Ukoliko je dostupnost materijala za
analizu ograni¢ena, bolje je koristiti tkivo posteljice nego tkivo koze jer je veca uspjesnost

citogeneticke analize i manji je rizik od infekcije i nerasta stanica.

Osim analize uspjeSnosti koristenog tkiva, analizirana je i uspjesnost dugotrajne i
kratkotrajne metode kultiviranja stanica (STC i LTC) kod tkiva posteljice. Citogeneticka
analiza tkiva posteljice pokazala se uspjesnom (99,3 %) S$to je u skladu s istrazivanjem
Ledbettera i sur. (99,6 %) (Ledbetter i sur., 1990). Analiza je pokazala da je vecina stanica
uspjesno kultivirana objema metodama (42,70 %). Rezultati ovog istrazivanja ne podudaraju
se s istrazivanjima Ledbettera i sur., a uzrok tome vjerojatno je puno veci broj analiziranih
uzoraka korionskih resica kod Ledbettera i sur. (Ledbetter i sur., 1990). S obzirom na
dostupni broj uzoraka posteljice za citogeneticku analizu u ovom istrazivanju i analizu tkiva
posteljice samo LTC ili samo STC metodom, veci broj uzoraka uspjesno je analizirano LTC
metodom (32,97 %), ¢ime se LTC metoda pokazala uspjesnijom od STC metode, koja se

primijenila na 20,33 % uzoraka.

U ovo istrazivanje ukljucena je i analiza utjecaja pusenja i konzumiranja alkohola
tijekom trudnoce na spontani pobacaj. Analizom ukupnog broja trudnica, utvrdeno je da su
veéina pacijentica nepusacice, dok je manji dio pacijentica (11,68 %) puSacica. Analiza
rezultata kariotipiziranih uzoraka pokazala je da pusenje nema znatnog ucinka na

abnormalnost ploda $to je u skladu s rezultatima istrazivanja Kline i1 sur. jer puSenje prema
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tome istrazivanju nema direktni utjecaj na spontani pobacaj, ve¢ se smatra jednim od

teratogenih faktra koji bi mogao utjecati na abnormalnost ploda (Kline i sur.,1976).

Konzumacija alkohola direktno utjeCe na povecavanje rizika od spontanog pobacaja.
U kombinaciji s pusenjem smatra se jednim od glavnih rizika za spontani pobacaj (Armstrong
i sur, 1992). U ovom istrazivanju dvije pacijentice potvrdno su odgovorile da su za vrijeme
trudno¢e konzumirale alkohol ¢ime nije bilo dovoljno podataka za provedbu statisticke

analize.
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6. ZAKLJUCAK

Najve¢i broj spontanih pobacaja dogada se u prvom tromjeseCju i veéinom se
pojavljuju kod starijih majki

Ne postoji povezanost dobi majke i gestacijske dobi pobacenog ploda

Medu kromosomski abnormalnim uzorcima najzastupljenije su numericke aberacije
Najcesce numericke aberacije koje uzrokuju spontani pobacaj su trisomije kromosoma
18, 16 i 22 te monosomija X- kromosoma

Broj prethodnih poroda nije statisticki povezan s brojem spontanih pobacaja

Pobaceni plodovi pacijentica koje su prethodno imale porod Zivorodene djece, 56,04
% su normalnog kariotipa i 45,96 % su abnormalnog kariotipa

Majcina dob povezana je s pojavom trisomija, ali je u negativnoj koleraciji s pojavom
monosomije X-kromosoma i triploidije kod pobacenih plodova

Uspjesnost citogeneticke analize veca je kod tkiva posteljice nego kod tkiva koze
Metoda dugotrajne kulture stanica (LTC) je bolji izbor od metode kratkotrajne kulture
stanica (STC) s obzirom na ograni¢enu dostupnost tkiva posteljice

PuSenje znaCajno ne korelira s pojavom spontanog pobacaja 1 kromosomske

abnormalnosti ploda
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