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POPIS KRATICA

aberacija-n — numericka kromosomska
aberacija
aberacija-s — strukturna kromosomska
aberacija
a-CGH -  komparativna  genomska

hibridizacija na mikro¢ipu, od engl. array

comparative genomic hybridization

CMA — kromosomski mikroc¢ip, od engl.

chromosomal microarray

CNV - varijacija broja kopija, od engl. copy

number variation

gDNA — genomska DNA
HCG — ljudski korionski gonadotropin

IVF/ET —oplodnja in vitro i embriotransfer,

od engl. in vitro fertilization/embryo transfer

RPL — ucestali spontani gubici trudnoce, od

engl. recurrent pregnancy loss

SNP — polimorfizam jednog nukleotida, od
engl. single-nucleotide polymorphism

SNP-mikroc¢ip — SNP-array, od engl. single-

nucleotide polymorphism array



1. UVOD

Spontani gubitak trudnoce, posebice dugo zeljene ili planirane, predstavlja veliki
emocionalni i psiholoski stres za obitelji koje na taj nacin izgube prinovu. Za zene koje izgube
trudnocu, taj je dogadaj visestruko traumaticniji jer one prozivljavaju i fizioloski stres, ¢esto pracen
fizickim bolom, bilo zbog uklanjanja posteljice iz maternice, bilo zbog poroda mrtvog djeteta ili
drugih reproduktivnih posljedica. Otkrivanje uzroka spontanog gubitka trudnoée vazna je zbog
daljnjeg planiranja potomstva, emocionalnog zdravlja i psiholoskog mira roditelja te odredivanja
individualnog 1 obiteljskog rizika za buduce spontane gubitke trudnoce. Unato¢ velikom napretku
medicine i znanosti, za veliki broj spontanih gubitaka trudnoc¢a i danas je vrlo tesko ili ¢ak
nemoguce sa sigurnos¢u odrediti uzrok. U cilju otkrivanja genetskih uzroka spontanih gubitaka
trudnoca, uvode se nove laboratorijske metode i tehnike koje imaju moguénosti otkrivanja malih
patoloskih promjena . Jedna od takvih metoda je i genomska hibridizacija na mikro¢ipu, odnosno

kromosomski mikro¢ip (CMA, od engl. chromosomal microarray).

1.1. SPONTANI GUBITAK TRUDNOCE

Termin ,,spontani gubitak trudno¢e* obuhvaca sve nenamjerne i nezeljene gubitke trudnoce,
bez obzira na starost ploda, odnosno trajanje trudnoc¢e. Ovisno o trajanju trudnoce, u ginekologiji
se razlikuje spontani pobacaj 1 mrtvorodenje, odnosno kasna smrt fetusa. Spontani pobacaj
obuhvaca sve gubitke trudno¢e prema smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, od
engl. World Health Organisation) iz 1977. ,,manje od 20. tjedna gestacije i mase manje od 500 g*
(Hu i ostali 2018, World Health Organisation 1979). Svaki kasniji gubitak trudno¢e smatra se
kasnom smrti fetusa, (www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik/ginekologija/poremecaji-

trudnoce/spontani-pobacaj).

U Hrvatskoj se u praksi spontanim poba¢ajem smatra svaki plod neuspjele trudnoce ispod
20 tjedana starosti (www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik/ginekologija/poremecaji-
trudnoce/spontani-pobacaj). Gubici trudnoca dijele se najces¢e na gubitke u prvom, drugom i
trecem tromjesecju trudnoce. Prvim tromjese¢jem smatraju se trudnoce do kraja 13. tjedna, drugim
tromjese¢jem do kraja 24. tjedna, a trece tromjeseéje pocinje s prvim danom 25. tjedna i traje do

poroda (www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik/ginekologija).



1.2. EPIDEMIOLOGIJA SPONTANIH GUBITAKA
TRUDNOCE

Izmedu 10 i 25% svih klini¢ki prepoznatih trudnoca zavrsi spontanim pobacajem (Strumpf
i sur. 2021), od kojih oko 80% zavrse unutar prvih 12 tjedana, odnosno tijekom prvog tromjesecja
(Pauta i sur. 2018). Uz spontane pobacaje, u neuspjele trudnoce takoder se ubrajaju i kasne smrti
fetusa. lako je kasna smrt fetusa mnogo manje zastupljeno od spontanih pobacaja, njihov broj nije
zanemariv. Globalna ucestalost mrtvorodenja je jedan na 72 poroda, pri ¢emu postoje znacajne
meduregionalne razlike. U Hrvatskoj se ucestalost mrtvorodenja u posljednjih desetak godina krece
oko tri promila, odnosno tri mrtvorodenja na 1000 poroda (United Nations Inter-agency Group for
Child Mortality Estimation 2020).

Kada se u obzir uzmu i biokemijske trudnoée, odnosno trudno¢e koje su detektirane
pomocu pozitivnog testa na ljudski korionski gonadotropin (HCG, od engl. human chorionic
gonadotropin), ali bez klinicke potvrde (Zinaman i sur. 1996) te trudnoce koje su ostale
neprepoznate, pretpostavlja se da je stvaran udio neuspjelih trudnoca visestruko veéi (van den Berg

i sur. 2012). Prema Zinamanu i sur. (1996) tek oko 30% svih zace¢a ima uspjesan ishod.

Spontani gubitak trudno¢e moze se klasificirati kao sporadi¢ni ili ponavljajuc¢i (RPL, od

engl. recurrent pregnancy loss) (Rai i Regan 2006).

1.2.1. SPORADICNI GUBITAK TRUDNOCE
Prema procjenama, tijekom Zzivota ¢e sporadi¢ni spontani gubitak trudnoce, najCes¢e spontani
pobacaj, dozivjeti izmedu 25 i 50% Zena (van den Berg i sur. 2012; Rai i Regan 2006). Vecina
sporadi¢nih spontanih gubitaka trudnoc¢e spada u tzv. fizioloSke pobacaje, kod kojih su plodovi
zaceca nespojivi sa zivotom. Kao potvrda ove pretpostavke posluzila je studija u kojoj je uoc¢eno
da se u 85% sporadi¢nih spontanih pobacaja javljaju malformacije fetusa, a vise od 70% ima neki

tip kromosomopatije (Larsen i sur. 2013).

Majcina dob, kao i puSenje u trudno¢i, najistraZeniji su faktori rizika za sporadi¢ni gubitak

trudnoce (Laisk i sur. 2020).



1.2.2. PONAVLJAJUCI GUBITAK TRUDNOCE

RPL podrazumijeva vise od jednog spontanog pobacaja, no kriteriji za dijagnozu RPL-a
nisu ujednaceni. Americko udruZenje za reproduktivnu medicinu (ASRM, od engl. American
Society for Reproductive Medicine) definira RPL kao minimalno dva spontana pobacaja, koji se ne
moraju dogoditi uzastopno. S druge strane, Europsko drustvo za ljudsku reprodukciju (ESHRE, od
engl. European Society of Human Reproduction and Embryology), kao i Kraljevski zbor
porodnicara i ginekologa (RCOG, od engl. Royal College of Obstetricians and Gynaecologists)
definiraju RPL kao minimalno tri uzastopna spontana pobacaja (Pereza i sur. 2016). Ucestalost
dijagnoze RPL-a dakle uvelike ovisi o definiciji. Vise od jednog spontanog gubitka trudnoce
dozivjet ¢e izmedu 4 i 5 % parova (van den Berg i sur. 2012; McQueen i Lathi 2019; Popescu i sur.
2018; Rai i Regan 2006), a vise od dva, odnosno tri spontana gubitka trudnoc¢e pojavit ¢e se kod
1% parova (McQueen i Lathi 2019; Rai i Regan 2006; Sahoo i sur. 2017). Sukladno tome, i

ucestalost RPL-a varira izmedu 1 1 5%.

Uzroci RPL-a mogu se definitivno utvrditi u 40 do 50% parova (Pereza i sur. 2016).
Kromosomske aberacije fetusa spadaju medu Ceste uzroke RPL-a, no ucestalost kromosomskih
aberacija fetusa opada s brojem izgubljenih trudnoca (Larsen i sur. 2013). Medu ¢este uzroke RPL-
a spadaju balansirane strukturne kromosomske aberacije kod jednog od partnera. Najcesc¢i
nekromosomski uzroci RPL-a su anomalije maternice i antifosfolipidni sindrom kod zena, a medu
nesto rjede uzroke spadaju i monogenetske bolesti, izlozenost toksinima, nelijeCena hipotireoza i
diabetes melitus tipa 2 kod zena (Pereza i sur. 2016). U preostalih 50 do 60% parova pretpostavlja
se da bi uzrok mogla biti trombofilija kod Zena, imunosni poremecaji, endokrini poremecaji ili

infekcije reproduktivnog trakta (Pereza i sur. 2016; Rai i Regan 2006).
1.3. KROMOSOMSKE ABERACIJE PLODA

Kromosomske aberacije ploda obuhvacaju bilo koju promjenu broja ili strukture
kromosoma. One spadaju medu najc¢esce uzroke spontanih gubitaka trudnoce te se smatra kako je
izmedu 65 i 70% svih spontanih gubitaka trudno¢e uzrokovano nekim oblikom kromosomskih
aberacija (McQueen i Lathi 2019). Zastupljenost ovih promjena kod spontanih gubitaka trudnoc¢e
u prvom tromjesecju iznosi nesto vise od 50%, dok se ona u drugom tromjesecju smanjuje i iznosi

oko 30% (Jenderny 2014). U trecem tromjesecju ovaj tip poremecaja zastupljen je u svega 8-13%
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uzoraka spontano izgubljenih trudnoca (Rebele 2017). Slika 1.1. graficki prikazuje udio spontanih

gubitaka trudnoce s kromosomskim aberacijama po tromjese¢jima trudnoce.
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Slika 1.1. Udio spontano izgubljenih trudnoé¢a s kromosomskim aberacijama izmedu svih spontano

izgubljenih trudnoca, prema tromjesecjima. (prema Jenderny 2014; Rebele 2017)

Kromosomske aberacije dijele se na numericke 1 strukturne kromosomske aberacije
(Warburton 1987) . Ponekad se izdvajaju i drugi poremecaji, najc¢es$¢e mozaicizmi, odnosno pojava
viSe populacija stanica ploda, s razli¢itim kromosomskim poremecajima (Goddijn i Leschot 2000).
Vecina kromosomskih aberacija nastaju de novo, prilikom gametogeneze ili razvoja embrija (van
den Berg i sur. 2012). Zastupljenost pojedinog tipa kromosomskih aberacija kod plodova spontano

izgubljenih trudnoca uzrokovanih kromosomskim poremecajima prikazana je na Slici 1.2.

Tip kromosomske aberacije ploda

= Numericka
= Strukturna

= Mozaicizam

Slika 1.2. Zastupljenost numerickih i strukturnih kromosomskih aberacija te mozaicizma u skupini
spontano izgubljenih trudnoc¢a uzrokovanih kromosomskim abnormalnostima (prema Goddijn i Leschot
2000).



1.3.1. NUMERICKE KROMOSOMSKE ABERACIJE

Oko 86% spontanih gubitaka trudnoce uzrokovanih kromosomskim aberacijama otpada na
ovaj tip poremecaja (Goddijn i Leschot 2000). Numeri¢ke kromosomske aberacije uzrokovane su
nerazdvajanjem kromosoma, tijekom gametogeneze (mejoticko) ili tijekom mitoze nakon oplodnje
(Gersen i Keagle 2005).

Najjednostavnije se numericke kromosomske aberacije dijele na poliploidije i aneuploidije.
Kod poliploidija promjena broja zahvaca cijeli haploidni set kromosoma (n=23), dok se kod

-----

aberacija su trisomije i monosomije (Warburton 1987).

Numericke kromosomske aberacije generalno zavr$avaju spontanim pobacajem prije
desetog tjedna trudnoce, uz izuzetak poremecaja spolnih kromosoma i trisomija kromosoma 13, 18
i 21 (McQueen i Lathi 2019).

1.3.1.1. POLIPLOIDIJE
Normalna kromosomska konstitucija covjeka iznosi 2n = 46, pri cemu su 44 kromosoma
autosomi, a preostala dva spolni — XX kod Zena, a XY kod muskaraca. Kod poliploidija se cijeli
haploidni set kromosoma (n = 23) umnaza te zametak ima vise od dva haploidna kromosomska
seta. Kod uzoraka spontanih gubitaka trudnoce najzastupljenije poliploidije su triploidije,
konstitucije 3n = 69 te tetraploidije, konstitucije 4n = 92 (Simpson 1990). Kada se zajedno zbroje,
na poliploidije opada otprilike 21% spontanih gubitaka trudno¢e uzrokovanih kromosomskim

aberacijama (Goddijn i Leschot 2000).

Triploidija moZe nastati fuzijom haploidne (normalne) i diploidne gamete, ili pak
fertilizacijom jajne stanice s dva spermija, dok tetraploidija gotovo iskljucivo nastaje kao rezultat
neuspjele mitoze u stadiju zigote (Warburton 1987). Poliploidne trudnoée obi¢no spontano zavrse

do kraja sedmog tjedna trudnoc¢e (Simpson 1990).

1.3.1.2. ANEUPLOIDIJE
U aneuploidije spadaju promjene broja kromosoma koje ne zahvacaju cijeli haploidni set,
ve¢ samo specificni kromosom ili nekoliko kromosoma. Medu najcesce aneuploidije spadaju

trisomije, kod kojih se neki od kromosoma javlja u tri kopije, te monosomije, kod kojih se neki



od kromosoma javlja u jednoj kopiji. I trisomije i monosomije mogu biti viSestruke, odnosno vise
kromosoma moze biti zahva¢eno promjenom broja. U rijetkim slu¢ajevima moze se istovremeno
dogoditi trisomija jednog i monosomija drugog kromosoma. Ova jedinka imat ¢e jednak broj
kromosoma kao i zdrava jedinka, ali zbog prisutnosti jednog kromosoma u tri, a jednog
kromosoma u samo jednoj kopiji, ovaj poremecaj takoder spada u aneuploidije (Griffiths i sur.

2000).

1.3.1.2.1. MONOSOMIJE
Monosomija je poremecaj kod koje postoji samo jedan kromosom iz kromosomskog para,
odnosno kromosomskom setu nedostaje jedan kromosom. Jedina autosomalna monosomija
zabiljeZena u uzorcima spontanih gubitaka trudnoce je monosomija kromosoma 21, s ucestaloscu
manjom od 1% (Menasha i sur. 2005). Smatra se da monosomija ostalih autosoma dovodi do

nemogucnosti implantacije ili propadanja ploda u veoma ranom stadiju blastociste (Simpson 1990).

Monosomija spolnih kromosoma, odnosno monosomija X, je jedina vijabilna monosomija
kod ljudi. Monosomija X kromosoma uzrok je Turnerovog sindroma, koji se javlja kod jedne od 2
000 do jedne od 2 500 zivorodene djevoj¢ice (Cui i ostali 2018). Uzrok nastanka monosomije X je
najéeSc¢e zaostajanje Y-kromosoma kod oca (Carlson 2014). lako se Turnerov sindrom relativno
¢esto pojavljuje kod Zivorodenih djevojéica, vise od 99% plodova s ovim poremecajem biva
spontano pobaceno do kraja prvog tromjesecja (Warburton 1987). Otprilike 13% spontano
izgubljenih trudnoca uzrokovanih kromosomskim aberacijama otpada na monosomiju X (Goddijn

i Leschot 2000).

Zdrave Zenske osobe imaju dvije kopije kromosoma X, dok zdravi muskarci imaju samo
jednu kopiju. Kada ne bi postojao mehanizam kompenzacije doze, ekspresija gena kromosoma X
bila bi dvostruko veca kod Zena. Lionizacijom i inaktivacijom jednog X kromosoma kod Zenskih
osoba, koja pocinje u 8-stani¢nom stadiju, ujednacava se razina genske ekspresije X kromosoma
kod muskaraca i zena, a inaktivirani kromosom X kod Zena vidljiv je kao Barrovo tjelesce (van
den Berg i sur. 2009). Vijabilnost kod monosomije X objasnjava se ovim mehanizmom. Medutim,
na oba spolna kromosoma postoje i pseudoautosomne regije, pod nazivom PAR1 i PAR2. Regija
PARI veca je u odnosu na PAR2, no obje regije sadrze gene koji imaju svoje ekvivalente na

kromosomu Y 1 kod zdravih Zena ne podlijezu inaktivaciji. Simptomi i znakovi Turnerovog



sindroma objasnjavaju se postojanjem samo jedne kopije gena iz ovih regija, odnosno

haploinsuficijencijom PAR1 i PAR2 (Ibarra-Ramirez i Martinez-de-Villarreal 2016).

1.3.1.2.2. TRISOMIJE

Trisomije su naj¢esci tip kromosomskih aberacija, na koje otpada nesto vise od 50% svih
numerickih kromosomskih poremecaja. Smatra se da uglavnom nastaju kao posljedica
nerazdvajanja jednog kromosomskog para tijekom mejoze | kod majki ili nerazdvajanjem
sestrinskih kromatida tijekom mejoze II. Medu uzorcima spontanih pobacaja zabiljezene su
trisomije svih kromosoma (Menasha i sur. 2005). NajceSc¢a trisomija kod ljudi je trisomija
kromosoma 16, ¢ija zastupljenost iznosi oko 30% svih trisomija kod spontano izgubljenih trudnoca
(Goddijn i Leschot 2000) te oko 7% svih kromosomskih aberacija kod spontano izgubljenih
trudnoca (Gersen i Keagle 2005). Druge Cesto zabiljeZene trisomije su trisomije kromosoma 13,
18, 21 i 22 (Goddijn i Leschot 2000), kao i trisomija 15 (Menasha i sur. 2005; Simpson 1990).
Najrjede zabiljezene trisomije su trisomija kromosoma 1, 11 i 19 (Menasha i sur. 2005, Gersen i
Keagle 2005). Pretpostavlja se da je razlog rijetkog pojavljivanja ovih trisomija u uzorcima
spontano izgubljenih trudnoca sli¢an kao i kod monosomija autosoma — gubitak ploda u veoma

ranoj fazi blastociste odnosno prije implantacije (Jenderny 2014).

Medu trisomije spojive sa zivotom, kod ¢ovjeka spadaju trisomije kromosoma 13, 18 i 21,

uz zabiljeZeni slucaj zivorodenog djeteta s trisomijom kromosoma 22 (Heinrich i sur. 2012).

Trisomija 13 uzrok je Patauovog sindroma, a trisomija 18 kromosomopatije pod nazivom
Edwardsov sindrom. Patauov sindrom javlja se kod 1 od 10 000 Zivorodene djece, dok je ucestalost
Edwardsovog sindroma veca i iznosi oko 1 od 4 000 zivorodenih (Hutaff-Lee i sur. 2013). Djeca s
ovim sindromima umiru unutar prvih nekoliko mjeseci zivota. Trisomija 21 uzrok je Downovog
sindroma, koji se javlja kod 1 od 700 Zivorodene djece. Nerazdvajanje kromosoma prilikom
sazrijevanja oocite glavni je uzrok nastanka ovih kromosomopatija, no manji broj moze biti
uzrokovan i nebalansiranom translokacijom, naslijedenom od roditelja s balansiranom

translokacijom (Witters i sur. 2011).

Ucestalost odredenih tipova trisomija povezana je s dobi majki. Ucestalost Downovog
sindroma raste na 1 od 400 zivorodene djece kod majki s 35 godina, preko 1 od 105 Zivorodene
djece kod majki s 40 godina, sve do 1 od 12 Zivorodenih kod majki s 45 godina (Bunt i Bunt 2014).
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Kod Edwardsovog i Patauovog sindroma ucestalost takoder raste s dobi majke. Tako je ucestalost
Edwardsovog sindroma kod majki s 35 godina 1 od oko 3 500 Zivorodene djece, a Patauovog
sindroma 1 od oko 5 000. Kod majki s 40 godina ucestalost Edwardsovog sindroma raste na 1 od
oko 700 zivorodene djece, a Patauovog sindroma na 1 od oko 1 500. Majke s 45 godina imaju
najveci rizik za Edwardsov kao i Patauov sindrom kod djece koji iznose redom 1 od oko 200 te 1

od oko 700 (Cuckle i Morris 2021).

Unato¢ odredenom broju zivorodene djece s ovim trisomijama, vecina plodova s ovim
poremecajima zavr$ava spontanim gubitkom u gotovo svim stadijima trudno¢e (Cavadino i Morris

2017).

1.3.1.2.3. POLISOMIJE SPOLNIH KROMOSOMA
Trisomije spolnih kromosoma, kromosomske konstitucije 47,XXY, 47, XXX ili 47, XYY
prisutne su u manje od 0,5% ukupnih spontanih gubitaka trudnoc¢e (Gersen i Keagle 2005). Njihova
pojavnost kod Zivorodene djece iznosi otprilike 1 na 800 zivorodene djece (Simpson 1990). Kako
ove kromosomopatije nisu u pravilu udruzene s malformacijama, najcesce se dijagnosticiraju tek

nakon citogenetske analize indicirane drugim razlozima.

1.3.2. STRUKTURNE KROMOSOMSKE ABERACIJE
Otprilike 6% spontanih gubitaka trudno¢a uzrokovano je strukturnim kromosomskim
aberacijama (Goddjin i Leschot 2000). Strukturne kromosomske aberacije obuhvacaju
kromosomske poremecaje kod kojih je broj kromosoma uredan, ali je doSlo do razmje$tanja
materijala izmedu razli¢itih kromosoma ili unutar istog. Naj¢esce nastaju pod utjecajem radijacije

ili Stetnih spojeva koji izazivaju dvostruke lomove na razli¢itim kromosomima (Gersen 1 Keagle

2005).

Obzirom na oCuvanost genetskog materijala, strukturne aberacije mogu biti balansirane i
nebalansirane. Kod balansiranih aberacija, ocuvan je cjelokupan genetski materijal, ali je njegov
razmjestaj razlicit od normalnog. U slu€aju kromosomskog loma unutar sekvence gena ili
premjestanja sekvence gena u blizinu promotora s razli¢itom izraZzenos$¢u, bolest se moze pojaviti
i kao posljedica balansiranih translokacija. Kod nebalansiranih kromosomskih aberacija mijenja se
cjelovitost genetskog materijala zbog delecije, duplikacije ili insercije odredenog kromosomskog

segmenta (Gersen i Keagle 2005).



Strukturna promjena moze biti uzrokovana lomom samo jednog kromosoma, pri ¢emu
nastaje delecija ili insercija, odnosno nebalansirana strukturna promjena. Kada se lom dogada na
vise razli¢itih kromosoma, dolazi do insercija ili translokacija. Translokacije takoder mogu biti
balansirane, najcesce reciprocne, ili nebalansirane, kada se jedan dio genetskog materijala gubi

(Gersen i Keagle 2005).

Recipro¢ne translokacije dogadaju se kada se nakon loma dva nehomologna kromosoma
izmijene njihovi dijelovi — segmenti, te dva razliita kromosoma izmijene mjesta. Ako se
recipro¢na translokacija dogodi prilikom mejoze, a nastala spolna stanica sudjeluje u oplodnji,
cijeli nastali organizam nosit ¢e ovu translokaciju. Osobe nositelji translokacije najc¢es¢e nemaju
simptome, no zbog neadekvatnog sparivanja homolognih kromosoma prilikom mejoze cesto su
smanjeno plodni. Takoder, ove osobe producirat ¢e gamete s nebalansiranim translokacijama, $to
moze dovesti do ucestalih spontanih gubitaka trudnoce ili potomaka s genetskim poremecajima.
Ako se recipro¢na translokacija dogodi prilikom mitoze, samo stanice koje su direktni potomci

zahvacene stanice nosit ¢e ovu translokaciju (Gersen i Keagle 2005).

Specifican tip translokacije, pod nazivom Robertsonova translokacija, dogada se izmedu
akrocentri¢nih kromosoma 13, 14, 15, 21 i 22. Prilikom Robertsonove translokacije dugi krak
jednog akrocentri¢nog kromosoma translocira se na mjesto kratkog kraka drugog akrocentricnog
kromosoma, ponekad uz gubitak kratkog kraka kromosoma. Pri tome nastaje struktura nalik na
metacentri¢ni ili submetacentri¢ni kromosom. Kratki krakovi akrocentri¢nih kromosoma se gube

tijekom dioba, i nemaju znacaja jer sadrze samo heterokromatinske regije (Gersen i Keagle 2005).

1.3.3. MOZAICIZAM

[zmedu ostalih kromosomskih aberacija koje uzrokuju spontani gubitak trudnoce, Cesto se
navodi mozaiciam. Mozaicizam je detektiran u oko 8% uzoraka spontano izgubljenih trudnoca
(Goddijn i Leschot 2000). Ovaj poremecaj podrazumijeva prisutnost dviju ili vise stani¢nih linija
s razli¢itim kromosomskim poremecajima u jednoj jedinci. Mozaicizam najéeSCe nastaje
pogreskama u mitozi nakon oplodnje, a ovisno o pogresci, u stani¢nim linijjama mogu biti
zastupljene razli¢ite kombinacije numeri¢kih kromosomskih aberacija (Vici¢ i Stipoljev 2013).
Ovisno o vremenu nastanka mitoticke pogreske, zastupljenost svake od stani¢nih linija moZze biti

razli¢ita (Hardy i Hardy 2015).



1.4. VARIJACIJE U STRUKTURI DNA

1.4.1. POLIMORFIZMI JEDNOG NUKLEOTIDA

Polimorfizmi jednog nukleotida (SNP, od engl. single-nucleotide polymorphism)
obuhvacaju promjene na jednom nukleotidu u slijedu DNA izmedu razli¢itih jedinki. Ovisno o
poziciji u DNA na kojoj se nalaze, SNP-ovi mogu biti uzrok pojave razli¢itih alela istog gena.
Kako bi neka varijacija na specifiénom nukleotidu u slijedu DNA bila smatrana SNP-om, mora

biti zastupljena u minimalno 1% populacije (www.nature.com/scitable/definition/snp-295/).
1.4.2. VARIJANTE BROJA KOPIJA

Varijante broja kopija (CNV, od engl. copy-number variation) oznac¢ava pojavu kada u
populaciji postoje razlike u broju kopija odredenog segmenta DNA, veli¢ine od 50 parova baza
(pb) pa sve do nekoliko tisu¢a pb (Alkan i sur. 2011). Ove promjene vece su od SNP-ova, a mogu
obuhvacati jednostavna, tandemska ponavljanja, kao i kompleksne promjene gubitka ili dobitka
heterozigotnosti, ali i umnazanja odnosno gubitke odredenih segmenata DNA razliCitih veli¢ina

(Redon i sur. 2006).

Na temelju znac¢aja u nastanku bolesti, CNV se mogu klasificirati kao patogene,
vjerojatno patogene, varijante nepoznatog znacenja, vjerojatno benigne i benigne. Patogene CNV
su sve one varijante kod kojih postoji utvrdena uzro¢no-posljedi¢na veza s nekom bolesti ili
sindromom. Vjerojatno patogene su one varijante kod kojih postoji opravdana sumnja na
povezanost s patogenim promjenama. Kod CNV nepoznatog znacenja trenutno ne postoji
dovoljno dobra argumentacija da bi se varijantu klasificiralo kao benignu ili kao patogenu.
Vjerojatno benigne CNV su varijante kod kojih postoji argumentacija da nemaju patogenih
ucinaka, ali se ona ne moze sa sigurno$¢u dokazati. Benignim CNV-ovima smatraju se oni Koji
nisu povezani sa pojavom patoloskih promjena i obi¢no se javljaju kao obiteljske polimorfne

varijante (Ambry Genetics 2020).

Postoji veci broj internetskih baza CNV-a s njithovom klasifikacijom. Najc¢eSc¢e koriStene
su OMIM (www.omim.org), UCSC (genome.ucsc.edu/), Decipher (www.deciphergenomics.org),

DGV (od engl. Database of Genomic Variants, dgv.tcag.ca/dgv/app/home) i ClinVar
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(www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar). Prema ovim bazama, sve aneuploidije, poliploidije i ve¢ina

nebalansiranih strukturnih kromosomskih aberacija spadat ¢e medu patogene CNV.

1.5. CITOGENOMSKA ANALIZA UZORAKA SPONTANIH
GUBITAKA TRUDNOCE

Citogenomska analiza kod spontanih gubitaka trudnoce provodi se kako bi se otkrio uzrok
neuspjeha trudno¢e. U Hrvatskoj se kao zlatni standard provodi klasi¢na citogenetska analiza
plodova, a u posljednjih nekoliko godina koristi se i komparativha genomska hibridizacija na
mikrocipu (a-CGH, od engl. array comparative genomic hybridization).

1.5.1. KLASICNA CITOGENETSKA ANALIZA
Zbog svoje relativno niske cijene, dugotrajne primjene i relativno jednostavne izvedivosti,
konvencionalna citogenetska analiza najcesci je dijagnosticki postupak u prenatalnoj dijagnostici

spontanih gubitaka trudnoce.

Citogenetska analiza spontanih gubitaka trudnoce zasniva se na konvencionalnoj kulturi
stanica ploda ili posteljice i kariotipizaciji (Doria i sur. 2009). U idealnom slucaju, koristi se tkivo
ploda, no kod ranih spontanih pobacaja tkivo ploda je ¢esto nevijabilno, dok je kod kasnih gubitaka
trudnoce znacajan stupanj maceracije fetalnog tkiva. Tkiva posteljice ostaju vijabilna dulje te su

cesto jedini izvor stanica koje se mogu umnoziti u kulturi (Warburton 1987).

Prije provodenje analize, tkivo ploda ili posteljice, najcesce korionskih resica, odvaja se od
maj¢inog tkiva, ispire i uzgaja u kulturi. Stanice se nakon nekoliko dana zaustavljaju u metafazi i
bojaju po Geimsu (McQueen i Lathi 2019). Nakon bojenja, kromosomi se gledaju pod

mikroskopom 1 odreduje se njihov broj te broj i raspored pruga.

Ovom metodom mogu se otkriti svi tipovi aneuploidija i poliploidija, kao i balansirane
translokacije, duplikacije i delecije vece od pet do deset megabaza (Mb) (McQueen i Lathi 2019).
Medutim, glavni nedostatak ove metode je potreba za uspostavljanjem kulture stanica. Tkiva
spontanih gubitaka trudnofe posebno su zahtjevna za kultivaciju, pri ¢emu se cesto javlja
nemogucénost rasta kulture ili infekcija kulture. Cesto je tkivo ploda macerirano i nevijabilno te se
u 20 do 40% slucajeva klasi¢na citogenetska analiza uop¢e ne moze provesti (McQueen i Lathi

2019; Pauta i sur. 2018; Sahoo i sur. 2017; Shah i sur. 2017). Dodatni nedostatak ove tehnike je
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trajanje dijagnostickog postupka koji se krece izmedu 10 i 21 dan (van den Berg i sur. 2012).

1.5.2. KROMOSOMSKI MIKROCIPOVI
Kromosomski mikro¢ipovi, odnosno CMA, spada u metode molekularne citogenetike nove
generacije koje omogucavaju premosc¢ivanje ograni¢enja klasi¢ne citogenetske analize. Zasnivaju
se na hibridizaciji DNA uzroka i kontrolne DNA na plo¢icama, mikro¢ipovima. DNA uzorka i
kontrolna DNA obiljeZene su razli¢itim fluorescentnim bojama, tako da se prisutnost ili odsutnost
odredenog segmenta DNA uzroka odreduje mjerenjem razlike intenziteta signala nakon

hibridizacije (Azmanov i sur. 2007).

U najkoristenije CMA metode spadaju a-CGH i1 SNP-mikroc¢ip (SNP-array od engl. single-
nucleotide polymorphism array).

1521 A-CGH

Komparativna genomska hibridizacija na mikro¢ipu, odnosno a-CGH, varijanta je CMA
metode u kojoj se na mikroCipu nalaze vezane specificne jednolancane sekvence DNA
karakteristicne za tocno odredene lokacije u genomu, rasporedene po kromosomima. Ovakav
raspored DNA proba omogucava analizu cjelokupnog genoma, a rezolucija metode odredena je
razmakom izmedu sekvenci DNA proba na kromosomima (McQueen i Lathi 2019). Za razliku od
citogenetske analize, a-CGH ne zahtijeva vijabilne stanice, ve¢ samo stani¢nu DNA ploda koja se
moze ekstrahirati iz nativnog tkiva. Ova metoda moze se provesti i kada je tkivo ploda nevijabilno
ili ¢ak macerirano, a moze se provesti 1 kada se DNA izolira iz tkiva fiksiranog u formalinu ili
parafinu (Sahoo i sur. 2017). Kod kasne smrti fetusa a-CGH od posebne je vaznosti zbog stanja

tkiva mrtvorodencadi (Reddy i sur. 2012).

Ova metoda temelji se na usporedbi izmedu referentne DNA 1 DNA uzorka, koji se obiljeze
razli¢itim fluorescentnim bojama. Nakon obiljezavanja 1 cijepanja specificnom, istom
endonukleazom, mijesa je jednaka koli¢ina referentne DNA i DNA uzorka te se nakon hibridizacije

usporeduje intenzitet fluorescencije pomocu bioinformatickih alata (Dugoff i sur. 2016).

Kao i kod citogenetske analize, a-CGH moze detektirati aneuploidije, delecije i duplikacije
uz minimalno raspolozivog tkiva (McQueen i Lathi 2019). Rezolucija detektabilnih delecija i

duplikacija puno je vec¢a i iznosi oko 200 kilobaza (kb), S§to omogucava detekciju suptilnih
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patoloskih promjena broja kopija (CNV, od engl. copy number variation) i kada klasi¢na
citogenetska analiza daje normalan nalaz (Hui i sur. 2021; Pauta i sur. 2018). Jos$ jedna prednost

ove metode je relativno kratki dijagnosticki postupak (van den Berg i sur. 2012).

Najznacajnija mana ove tehnike je njezina vrlo visoka cijena, koja je mnogostruko visa od
cijene klasi¢ne citogenetske analize (Chung i sur. 2020; Wordsworth i sur. 2007). Unato¢
povecéanoj rezoluciji kod mikrodelecija i mikroduplikacija, zbog samog mehanizma metode,
nemoguce je detektirati balansirane translokacije, inverzije, kripti¢cnog mozaicizma, i poliploidije
u uzorku (van den Berg i sur. 2012; Déria i sur. 2009; McQueen i Lathi 2019). lako se mozaicizam
generalno smatra nedetektibilnim pomoc¢u a-CGH (McQueen i Lathi 2019), neka istrazivanja
pokazuju da se, u sluc¢aju dovoljno velikog udjela obaju stani¢nih linija (oko 20%), mozaicizam
moze detektirati i ovom metodom (Ballif i sur. 2006). Takoder, u odredenom broju slucajeva
javljaju se varijante nepoznate vaznosti koje kompliciraju interpretaciju nalaza (McQueen i Lathi
2019).

Shema protokola a-CGH prikaza je naslici 1.3.

DNA uzorka - obiljezena Referentna DNA -
cyanine 5-dUTP obiljeZena cyanine 3-dUTP
signal uzorak referentna  5iar plava : crvena
mijesanje i DNA
hibridizacija
- m— == 10:10
2 kopije 2 kopije
—
. m— Lo, 15:10
3 kopije 2 kopije
f
' O
— w510
kompjuterska 1 kopija 2 kopije
analiza

dobici (duplikacije)

gubici (delecije)

NN P g N BN € B ™Y
Q- = 0 3MmMmO ® m®m =~ 0 C

@ NTTTITTS

Slika 1.3. Shema a-CGH. Preuzeto i prilagodeno prema Karampetsou i sur. (2014).
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1.5.2.2.  SNP-MIKROCIP

SNP-mikrocip varijanta je CMA metode trenutno najvece rezolucije, do 20 kb (Sahoo i sur.
2017). Temelji se na detekciji razlic¢itih SNP-ova. Kao i kod a-CGH, za ovu provodenje ove metode
nisu potrebne vijabilne stanice ve¢ samo visokokvalitetna DNA. Za razliku od a-CGH, kod ove
metode hibiridizira se samo DNA uzorka. Na mikro¢ipu koji se koristi kod ove metode vezane su
gusto rasporedene jednolancane DNA sekvence, specifi¢ne za odredene regije genoma, u razlicitim
SNP varijantama, kojima se omogucava detekcija razli¢itih alela u testiranom uzorku. Na taj na¢in
omogucava se analiza cjelokupne DNA uzorka, uz mogucnost detekcije razlicitih alela pojedinih

gena.

U slucaju prisutnosti dva alela u uzorku, pojavit ¢e se dva signala za odredeni SNP.
Takoder, u slu¢aju pojave jednog signala na odredenom SNP mjestu, moguce je utvrditi gubitak
heterozigotnosti. Ovom metodom takoder je moguce detektirati i uniparentalnu disomiju — pojavu
kod koje oba homologa jednog kromosoma dolaze od istog roditelja. Na cjelokupnom genomu
postoje regije u kojima je ocekivana homozigotnost alela kod svih jedinki, bez obzira na razinu
srodnosti populacija. Medutim, kada je homozigotnost prisutna na cijelom kromosomu, moze s¢ s
velikom pouzdanosti tvrditi prisutnost uniparentalne disomije (Dugoff i sur. 2016; Tucker i sur.
2012).

U slucaju ocekivane kontaminacije, prisutnost vise od jedne stani¢ne linije moZze se odrediti
modeliranjem vjerojatnosti pojave odredenog raspona signala na specificnim SNP mjestima ako je
do kontaminacije stvarno doslo i usporedbom modela sa stvarnim o¢itanjem. Na isti na¢in detektira
se i mozaicizam. Triploidija se detektira pojavom signala pojacanog intenziteta duz cijelog
genoma, dok se trisomija odnosno monosomija detektira pojacanim odnosno smanjenim
intenzitetom signala duz cijelog kromosoma (Dugoff i sur. 2016; LaFramboise 2009; Srebniak i
sur. 2011).

Ovom metodom premosceni su veliki tehnicki nedostaci a-CGH — nemoguénost detekcije
kripticnih mozaicizma, potencijalne kontaminacije uzorka drugim uzorkom DNA i triploidije

(lwamoto i sur. 2007).

Shema protokola SNP-mikro¢ipa prikazana je na Slici 1.4.

14



|

=
DNA uzorka -
obiljezena zeleno

hibridizacia

usporedba s referentnim

‘ kompjuterska anafiza i
podacma

3 kopije

2 kopije

1 kopija

intenzitet
fluorescencije

e —
b — _
Pr——
- — ——

talost alela B
=

v

uces

— —_—ee

ABB
BBB

signal

alel A

alelB
- 2 kopije
® _
1.- 1 kopija
ﬁ» 0 kopija

- 3 kopije

.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj rada je utvrditi postojanje suptilnih patoloskih promjena broja kopija (CNV) koristeci
metodu komparativne genomske hibridizacije na mikro¢ipu kod uzoraka spontanih gubitaka

trudnoce kod kojih je klasi¢na citogenetska analiza pokazala normalan kariotip ili

kromosomski poremecaj te udio patoloskih molekularnih kariotipova kod uzoraka bez informacija
0 kariotipu.

Nakon hibridizacije, mikro¢ipove ¢u skenirati 1 ocitati pomocu softvera GytoGenomics.
Rezultate ¢u usporediti medu skupinama te s reproduktivnom anamnezom ispitanica 1 literaturnim
podacima i procijeniti njihovo znacenje u odredivanju reproduktivnog rizika u daljnjem planiranju

potomstva.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. MATERIJALI

Istrazivanje je provedeno na 30 uzoraka tkiva spontanih pobacaja koji su u sklopu rutinske
citogenetske obrade dostavljeni Odjelu za laboratorijsku citogenetiku Klinike za ginekologiju i
porodnistvo Klini¢ke bolnice (KB) ,,Sveti Duh® u Zagrebu, u razdoblju od 2019. do 2021. godine.
Uzorci na kojima je provedena analiza a-CGH odabrani su na temelju klinickih indikacija i/ili
neuspjeha kulture stanica za klasi¢nu citogenetsku obradu. Indikacije za a-CGH bile su: visestruke
malformacije fetusa, ucestali spontani pobacaj , ucestali spontani pobacaj uz normalan kariogram,
smrt ploda u drugom i treCem tromjesecju, pobacaj nakon oplodnje in vitro i embriotransfera
(IVF/ET, od engl. in vitro fertilisation/embryo transfer), ucestali pobacaji nakon IVF/ET, zastoj u
rastu ploda, poviSeni rizik za trisomiju 13 i 18 prema kombiniranom probiru te povecani nuhalni
nabor. Medu uzorcima kod kojih se kultura stanica nije mogla uspostaviti, kod dva uzorka postojala
je klinicka indikacija ucestalih spontanih pobacaja, kod jednog je postojala klinicka indikacija na
temelju patohistoloskog nalaza holoprozencefalije i ageneze zuljevitog tijela (lat. Corpus

callosum), dok je kod ostalih pet uzoraka glavna indikacija bila neuspjeh kulture stanica.

Za analizu a-CGH Koristena je genomska DNA, rutinski izolirana iz nativnih tkiva odmah
po primitku uzorka iz korionskih resica (18 uzoraka) ili iz koze ploda (12 uzoraka). Genomska

DNA nakon izolacije, a prije a-CGH bila je pohranjena u zamrzivacu na temperaturi od -20°C.

Klasi¢na citogenetska analiza provedena je u sklopu rutinske obrade uzoraka spontanih
pobacaja u laboratoriju te su u ovo istrazivanje ukljuceni rezultati dobiveni retrogradnom analizom.
Uzorci su podijeljeni na temelju klasi¢ne citogenetske analize u tri skupine: skupina s normalnim
kariotipom (n=16), skupina s numeri¢kim i strukturnim kromosomskim abnormalnostima (n=6) te

skupina nepoznatog kariotipa (n=8).

Reproduktivne anamneze ispitanica prikupljene su iz baze podataka Odjela za
laboratorijsku citogenetiku. Podaci su sadrzavali informacije o dobi i medicinskoj anamnezi majke
1 oca, gestacijskoj dobi ploda, spontanosti zace¢a, broju prethodnih trudnoca, broju zdrave djece,
broju bolesne djece, broju spontanih pobacaja, broju induciranih pobacaja, broju mrtvorodene

djece te o obiteljskoj anamnezi spontanih pobacaja u obiteljima majke i oca.
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Prije citogenetske obrade uzorka sve pacijentice su informirane o postupku kariotipizacije

I a-CGH analize, dok je istrazivanje odobrilo Eticko povjerenstvo KB ,,Sveti Duh®.

3.2. METODE

Uzorci tkiva korionskih resica o¢i$¢eni su od tkiva i stanica majc¢ina podrijetla ispiranjem
u mediju RPMI (od engl. Roswell Park Memorial Institute medium) (Euroclone, Milano, Italija),

kako bi se sprijecila kontaminacija uzorka maj¢inom DNA.

Kod plodova kod kojih je koristeno tkivo koze ploda za izolaciju DNA, odrezan je mali
komadi¢ koznog tkiva, koji je zatim takoder ispran. Tkiva su zatim pohranjena u mediju RPMI ili
fosfatnom puferu 1x PBS (od engl. phosphate buffer saline), pri pH 7.1 te su zamrznuta na -20°C
do izolacije, ako ona nije bila provedena odmah.

3.2.1. IZOLACIJA GENOMSKE DNA
Za izolaciju genomske DNA (gDNA) iz tkiva korionskih resica i koze ploda koristen je
komercijalni set kemikalija za izolaciju DNA, QlAamp® DNA Micro Kit (Qiagen, Stanford, CA,
SAD), prema protokolu prilagodenom za potrebe Odjela.

Koristeno je do 10 mg tkiva, koje je prije izolacije po potrebi odmrznuto do sobne
temperature te premjesteno u epruvetu od 1.5 mL. Tkiva koja su se nalazila u mediju centrifugirana
su 5 minuta na 10 000 rpm, odliven je nadtalog, a zatim je dodano 500 uLL PBS-a za ispiranje,
ponovljeno je centrifugiranje na istim postavkama i nadtalog je ponovno odliven. Tkiva koja su se

nalazila u PBS-u centrifugirana su na istim postavkama te je takoder nadtalog odliven.

Svi puferi, kao 1 proteinaza K, koriSteni tijekom daljnjih koraka izolacije dio su

komercijalnog seta QlAamp® DNA Micro Kit-a te su pripremljeni prema protokolu seta.

Na pripremljeni uzorak dodano je 180 pL pufera ATL za lizu tkiva. Zatim je dodano 20 puL
proteinaze K te je smjesa promijesana pulsnim vorteksiranjem tijekom 15 sekundi. Smjesa je zatim
inkubirana u vodenoj kupelji na 56°C preko noci ili nekoliko sati, dok se uzorak nije potpuno

lizirao.

Zatim je dodano 200 pL pufera AL za lizu stanica i smjesa je vorteksirana 15 sekundi.

Dodano je 200 pL 96-100%-tnog etanola, ohladenog na -20°C te je ponovljeno vorteksiranje 15
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sekundi. Smjesa je inkubirana na sobnoj temperaturi 5 min i lagano centrifugirana kako bi se

sadrzaj spustio na dno epruvete (engl. spin down).

Uzorak iz epruvete pazljivo je pipetiranjem prenesen na QIAamp Micro-spin kolonu
(sadrzaj seta), smjeStenu u epruveti za sakupljanje od 2 mL, bez da se smoc¢i rub kolone. Poklopac
epruvete je zatim zatvoren i uzorak je centrifugiran 1 min na 8 000 rpm. U slucaju da lizat nije

prosao kroz kolonu, ponovljeno je centrifugiranje na vecoj brzini, dok spin-kolona nije bila prazna.

Kolona je zatim premjeStena u novu epruvetu za sakupljanje od 2 mL, a epruveta s otopinom
koja je isprala kolonu bacena je. Dodano je 500 uL pufera AW1 za ispiranje, epruveta je zatvorena
i centrifugirana 1 min na 8 000 rpm. Kolona je zatim ponovno premjestena u novu epruvetu, a
epruveta s otopinom je bacena. Dodano je 500 puL pufera AW?2 za ispiranje, epruveta je zatvorena

i ponovljeno je centrifugiranje 1 min na 8 000 rpm.

Epruveta s otopinom koja je isprala membranu bacena je, a kolona je premjeStena u novu

epruvetu za sakupljanje i centrifugirana 3 min pri 14 000 rpm kako bi se osusila membrana.

Kolona je zatim premjestena u sterilnu epruvetu za mikrocentrifugu od 1.5 mL. Dodano je
20-100 uL pufera AE za eluciju DNA izravno na membranu kolone. Kolona je zatim inkubirana
1-5 min na sobnoj temperaturi i centrifugirana 1 min na 14 000 rpm. Ponovljeni su koraci

dodavanja pufera AE, inkubacije i centrifugiranja.

Kvaliteta izolirane gDNA provjerena je mjerenjem koncentracije DNA te omjera
apsorbancije pri valnim duljinama od 260 i 230 te 260 i 280 nm. Za mjerenje je KoriSten
spektrofotometar Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, SAD).

U slucaju kada gDNA nakon provjere kvalitete nije bila odmah koristena, skladiStena je u

zamrzivacu na -20°C.

3.2.2. KOMPARATIVNA GENOMSKA HIBRIDIZACIJA NA
MIKROCIPU

A-CGH provedena je koriste¢i komercijalni stakleni mikro€ip s osam uzoraka i priblizno

55 000 oligonukleotidnih proba rasporedenih duz genoma (SurePrint G3 Unrestricted CGH ISCA
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v2 (8x60K), Agilent, CA, SAD). Za samu hibridizaciju na mikroc¢ipu koristeni su komercijalni

setovi kemikalija za hibridizaciju (Agilent), uz odgovarajuci protokol prilagoden od strane Odjela.

Za hibridizaciju je koristena gDNA uzoraka i referentna muska, odnosno Zenska DNA
(Agilent Human Reference DNA Male odnosno Female). Referentna DNA dolazi u standardnoj
koncentraciji od 200 ng/uL. Kako bi hibridizacija bila uspjesna, koncentracija referentne DNA i

gDNA uzorka morale su biti jednake.

Prilikom pripreme uzoraka i referentne DNA izmjerena je koncentraciju gDNA. U slucaju
kada je koncentracija gDNA bila veéa od koncentracije referentne DNA, uzorak je razrjedivan s
AE puferom koristenim u postupku izolacije DNA. Kada je koncentracija gDNA bila manja, na
isti naéin je razrjedivana referentna DNA. Minimalna ukupna koli¢ina gDNA za provodenje a-

CGH 1znosila je 0.2 pg po uzorku.

Dan prije hibridizacije stalak za PCR epruvetice stavljen je na led i pripremljene su vrecice
s ledom. A-CGH se provodila tek kada se prikupilo osam uzoraka, bez obzira na dijagnosticku

svrhu, kako bi se mikro¢ip u potpunosti iskoristio.

U slucajevima kada se prije a-CGH znao spol ploda koristena je referentna DNA
odgovarajuceg spola. Kada zbog neuspjeha kulture stanica spol ploda nije bio poznat, koristena je

muska referentna DNA.

3.2.2.1. OZNACAVANJE I HIBRIDIZACIJA UZORAKA

U oznacene PCR epruvetice od 0.2 mL ispipetirano je 13 uL gDNA i 13 pL referentne DNA
odgovarajuceg spola. Epruvetice su centrifugirane 1 minutu na 2,250 g. Komponente seta za
enzimsko obiljeZzavanje DNA (engl. labelling) i procis¢avanje obiljezene DNA (SureTag Complete
DNA Labelling Kit, Agilent) odmrznute su na sobnoj temperaturi i stavljene na led. U svaku od
PCR epruvetica s gDNA dodano je 2.5 pL nasumi¢nih primera (Random Primers, Invitrogen™
Termo Fisher Scientific). Smjesa je zatim njezno promije$ana uvlacenjem i ispustanjem pipetom.
Nakon mijesanja, epruvetice su stavljene u termicki cikler (engl. thermal cycler) na temperaturu
od 98°C u trajanju od 10 minuta te minimalno 5 minuta na 4°C. Nakon kraja ciklusa epruvetice su

centrifugirane 1 minutu na 2,250 g.
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Smjesa kemikalija za enzimsko obiljezavanje pripremljena je u zamracenoj prostoriji,
koriste¢i kemikalije iz seta. Pripremljene su dvije smjese kemikalija, jedna za testnu gDNA, a druga
za referentnu DNA, prema Tablici 3.1.

Tablica 3.1. Komponente smjese kemikalija za enzimsko obiljezavanje referentne i testne gDNA, uz
navedene koli¢ine. Za smjesu kemikalija za referentnu DNA koristena je crvena fluorescentna boja, dok je

za smjesu kemikalija za testnu gDNA koriStena plava fluorescentna boja.

Komponenta Koli¢ina (pL)
5x Reakcijski pufer 42.5
10xdNTPs 21.25
Cyanine 3-dUTP (referentna

boja) 12.75
Cyanine 5-dUTP (testna boja)

Exo(-) Klenow 4.25

Ukupno 80.75

Restrikcijski enzim Exo(-) Klenow dodan je u smjesu kemikalija kako bi se gDNA i
referentna DNA specifi¢no pocijepale na istom mjestu. Komponente su dodavane u epruveticu na
stalku koji drzi hladno¢u 1 njezno promijeSane pipetiranjem uvlacenjem 1 ispuStanjem. Zatim je
dodano 9.5 puL odgovaraju¢e smjese kemikalija u svaku od epruvetica s gDNA, odnosno
referentnom DNA te je smjesa ponovno njezno promijesSana pipetom. Epruvetice su zatim bile
stavljene u termalni cikler, na sljede¢i program: 2 sata na 37°C; zatim 10 min na 65°C; te 4°C do

daljnjeg koristenja.

3.2.2.2. PROCISCAVANJE OZNACENE gDNA i REFERENTNE DNA
Nakon oznacavanja i hibridizacije uzorka, uzorci su proc¢is¢eni na purifikacijskim kolonama
sadrzanim u setu kemikalija za oznacavanje i1 proc¢iS¢avanje. Epruvetice su izvadene iz ciklera i
centrifugirane 1 min na 2,250 g. Reakcijska smjesa je zatim prebacena u epruvete od 1.5 mL. U
svaku reakcijsku epruvetu dodano je 450 pL 1xTris-EDTA pufera (TE Buffer, Invitrogen™, Termo
Fisher Scientific) pH 8.0. Kolone za pro¢is¢avanje umetnute su u epruvetu za skupljanje od 2 mL,

a na kolone su naneseni uzorci gDNA, odnosno referentne DNA koje je trebalo procistiti.
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Epruvete su centrifugirane na sobnoj temperaturi 10 minuta na 14,000 g. Otopina koja je
prosla kroz kolonu bacena je, a kolona je vra¢ena u epruvetu za skupljanje. U svaku od kolona

zatim je dodano 480 puL 1xTE pufera te je ponovljeno centrifugiranje.

Kolona je zatim stavljena u novu epruvetu za sakupljanje od 2 mL, okrenuta naopako, a
epruveta s otopinom koja je isprala kolonu je bac¢ena. Epruvete su centrifugirane 1 minutu na 1,000
g u mikrocentrifugi na sobnoj temperaturi kako bi se sakupili pro¢is¢eni uzorci, u volumenu izmedu
201 32 uL. Uzorci su zatim koncentrirani vakuum koncentratorom u trajanju od 10 min na 35 °C
na volumen od otprilike 9.5 uL. Iz svakog uzorka uzeto je 1.5 uL te je izmjerena koncentracija

gDNA, odnosno referentne DNA, uz korekciju za boje cyanine-5 i cyanine-3.

3.2.2.3. HIBRIDIZACIJA
U novu PCR epruveticu od 0.2 mL dodano je 8 uL uzorka gDNA i 8 uL odgovarajuce
referentne DNA.

Prije pripremanja smjese kemikalija za hibridizaciju, pripremljen je blokirajuci reagens
(Agilent). U bocicu koja sadrzi liofilizirani 10x blokirajuéi reagens dodano je 1.350 uL destilirane

vode bez DNaze/RNaze. Smjesa je zatim ostavljena na sobnoj temperaturi 60 min te vorteksirana.

Hibridizacijska smjesa kemikalija pripremljen je za osam uzoraka, prema Tablici 3.2. Za
pripremu hibridizacijske smjese kemikalija koriSten je komercijalni set kemikalija za hibridizaciju
uzoraka na mikro¢ipu (Oligo aCGH/ChIP-on-chip Hybridization Kit, Agilent) i reagens za
blokiranje nespecifi¢ne hibridizacije (Cot-1 Human DNA, Agilent).

Tablica 3.2. Hibridizacijska smjesa kemikalija za a-CGH, s navedenim koli¢inama za osam uzoraka.

Komponenta Kolic¢ina (nL)
Cot-1-DNA (1 mg/mL) 18.7
10xaCGH blokirajuci reagens 42.1
2xHI-RPM hibridizacijksi pufer 210.36
Ukupno 271.16
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U svaku od reakcijskih epruvetica s gDNA i referentnom DNA dodano je 29 uL
hibridizacijske smjese kemikalija. Smjesa je lagano promijeSana pipetiranjem, a zatim su
epruvetice centrifugirane 1 min na 2,250 g. Nakon toga epruvetice su prebacene u cikler, 3 min na
98°C i 30 min na 37°C, uz volumen reakcijske smjese od 45 L. Epruvetice su nakon toga izvadene
iz ciklera i ponovno centrifugirane, 1 min na 2,250 g.

Hibridizacijsko stakalce za nanoSenje uzoraka (Hybridization Gasket Slide Kit (5), Agilent)
stavljeno je u nosa¢ mikrocipa, a zatim je u svaku od komorica stavljeno 40 pL uzorka, pazeci da
se ne naprave mjehuri¢i. Mikrocip je zatim stavljen na stakalce za nanoSenje uzoraka, aktivnom
stranom prema dolje. Nosac je poklopljen i dobro zategnut te je stavljen u hibridizacijsku pe¢nicu

na 24 sata pri 67°C, s brzinom rotacije 19 rpm.

3.2.2.4. ISPIRANJE MIKROCIPA
Prije ispiranja pripremljene su posude za bojanje, s puferom za ispiranje mikro¢ipa 1 (Oligo
aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 1, Agilent) i puferom za ispiranje mikro¢ipa 2 (Oligo
aCGH/ChlIP-on-Chip Wash Buffer 2, Agilent). Boca s puferom 2 dan prije je zagrijana u inkubatoru
na temperaturu od 37°C. Pripremljene su tri posude za ispiranje — posudu A i B s puferom 1, na
sobnoj temperaturi i posuda C s puferom 2 na temperaturi od 37°C. Posuda C pripremljena je
neposredno prije prijenosa mikro¢ipa u pufer 2, a sama staklena posuda za ispiranje takoder je

zagrijana u vodenoj kupelji na 37°C.

Nosa¢ s mikro¢ipom je nakon hibridizacije izvaden iz pecnice 1 ohladen na sobnu
temperaturu. Mikrocip je izvaden i uronjen u posudu A, pri ¢emu je staklo ¢ipa lagano odvojeno
od stakla s komoricama. Posuda B nalazila se na magnetskoj mijesalici, a u njoj je bio uronjen
drza¢ za stakla mikroc¢ipa (SureScan Microarray Scanner Slide Holders, Agilent). MikroCip se
zatim prenio u posudu B, na drzac, upaljena je magnetska mijeSalica te se inkubirao 5 min. Posuda
C s neposredno prije pripremljenim puferom 2 stavljena je na magnetsku mijesalicu zagrijanu na
37°C te je drza¢ s mikro¢ipom prenesen u nju i inkubiran 1 min. DrZac s ¢ipom polagano je izvaden
iz pufera, pazeci da Cip ostane potpuno suh. U slucaju zadrZavanja kapljice na ¢ipu, ponovno se

uronio u pufer i polako izvadio.

Mikrocip je zatim stavljen u nosac, zatvoren i stavljen na tamno mjesto do skeniranja, kako

se ne bi izgubila fluorescencija.
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3.2.3. REZULTATI a-CGH
Nakon provedene hibridizacije, mikroc¢ipovi su ocitani skenerom, na uredaju SureScan
Microarray Scanner (Agilent). Rezultati su ocitani i spremljeni u .tif formatu. Nakon ocitavanja
mikrocipa provjerila se kvaliteta provedenog a-CGH postupka analizom podataka dobivenih
softverskim paketom Feature Extraction. Izvjesce o kvaliteti a-CGH postupka (QC report, od engl.
Quality Control report) sadrzavalo je sljedece parametre: BGNoise, Signal Intensity, Signal to
Noise, Signal to Noise Reproducibility i DLRSD, zasebno za fluorokrome Cy3 i Cy5. Slika 3.1.

prikazuje primjer QC reporta za uspjesnu a-CGH analizu.

QC Report - Agilent Technologies : 2 Color CGH
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User Name Administrator  FE Version s021
Image SG16055062_253174855705_3001 [1_3] BG Methca Detrend on (NegC)
Protocol CytoCGH_0500_Sx_Novi7 (Read Only) Muitpicative Detrend True
Grid 031746_20200302 Dye Norm Linear
Saturation Value 65528 (r). 65526 (g)
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Slika 3.1.Prikaz QC-izvje$ca za uspjesno provedenu a-CGH analizu iz programa CytoGenomics 5.1.1.15.
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BGNoise (od engl. BackGround Noise) mjera je pozadinskog Suma, odnosno detektiranih
signala koji nisu dobiveni ocitanjem fluorokroma. Signal Intensity mjera je intenziteta signala
pojedinog fluorokroma. Signal to Noise omjer je izmedu signala detektiranog ocitanjem
fluorokroma i pozadinskog Suma. Ova mjera pokazuje koliko se jasno moze ocitati svaki od signala
fluorokroma. Repro (od engl. Reproducibility) mjera je kojom se detektira koliko je konzistentan
signal fluorokroma duz cijelog genoma. DLRSpread (od engl. Derivative log ratio spread) mjera
je omjera logaritamskih vrijednosti Suma duz uzastopnih proba na mikroc¢ipu. Povecana
DLRSpread vrijednost utjee na vjerodostojnost o¢itanih rezultata varijanti broja kopija (Goidin
2019). Vrijednosti parametara koje su morale biti zadovoljene kako bi se postupak smatrao

pravovaljanim navedene su u Tablici 3.3.

Tablica 3.3. Vrijednosti parametara kvalitete kontrole provedenog a-CGH postupka, svrstane u tri

kategorije: izvrsno, dobro i evaluirati.

Izvrsno  Dobro Evaluirati
Pozadinski sum (BGNoise) <10 10-20 >20
Intenzitet signala (Signal Intensity) >400 200-400 <200
Omyjer signala i Suma (Signal2Noise) | >100 50-100 <50
Repro 0-0.10 0.10-0.20 <0ili >0.20
DLRSpread <0.20 0.20-0.30 >0.30

Nakon provjere kvalitete postupka, oCitani podaci su analizirani na temelju omjera o¢itanih
vrijednosti fluorescencija za referentnu DNA i DNA uzorka. Program za analizu podataka zove
CytoGenomics 5.1.1.15. Tablica 3.4. prikazuje matemati¢ku logiku programa kojom se analiziraju

i prikazuju podaci nakon analize za naj¢eSc¢e detektirane oblike promjene broja kopija.

Nakon $to je program zabiljezio prosje¢nu vrijednost fluorescencije DNA uzorka, odnosno
referentne DNA, izra¢unavan je njihov omjer te logaritam po bazi 2 od dobivenog omjera. 1zlazni
podatak, koji je program prikazivao, otprilike odgovara logaritamskoj vrijednosti, uz korekciju, a

iznosio je vrijednost promjene u broju kopija, odnosno CNV (Goidin 2019).

Promjene u varijacijama broja kopija poznate patogenosti analizirane su prema bazama
OMIM (www.omim.org), UCSC (http://genome.ucsc.edu/), Decipher
(www.deciphergenomics.org), DGV (dgv.tcag.ca/dgv/app/home) i Clinvar
(www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar).
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Tablica 3.4. Matemati¢ka logika programa CytoGenomics 5.1.1.15. BK — broj kopija; U/R — omjer
prosjecnog broja kopija DNA uzorka i referentne DNA.

Opis Prosje¢an BK Prosje¢an BK Omjer Log Izlazni

uzorka referentne DNA (U/R) (omjer) podatak
Diploid 2 2 1 0 0

Delecija 1 2 0.5 -1 -0.9
Trisomija 3 2 1.5 +0.58 +0.53
50%-tna mozaicna delecija 1.5 2 0.75 -0.41 -0.37
50%-tna mozai¢na trisomija 2.5 2 1.25 +0.32 +0.29
20%-tna mozaicna delecija 1.8 2 0.9 -0.15 -0.13
20%-tna mozai¢na trisomija 2.2 2 1.1 +0.14 +0.12

3.2.4. STATISTICKA ANALIZA
Statisticka analiza podataka provedena je u programu Statistica 13.3 i Microsoft Office
Excel 2016. Koristene su metode tabelarnog i grafikog prikaza rezultata, Barnardov test,

Wilsonove intervale pouzdanosti, Shapiro-Wilkov test, Levenov test, ANOVA-u, t-test te y>-test.

Izracunat je udio normalnih i aberantnih nalaza kod a-CGH i citogenetske analize, kao i
udio uzoraka koji nisu dali rezultate kod citogenetske analize. Barnardov test koristen je kako bi se
odredila znacajnost razlika ucestalosti dobivenih rezultata te znacajnost razlike u broju detektiranih
kromosomskih aberacija izmedu citogenetske analize i a-CGH. Za odredivanje granica pouzdanosti
rezultata metoda koristeni su Wilsonove intervale. Za predstavljanje kategorijskih podataka
koristene su tablice apsolutnih i relativnih frekvencija. Analiza frekvencija kromosomopatija po

gestacijskoj dobi provedena je koristeéi y>-test.

Podatci o gestacijskoj dobi plodova analizirani su prema skupinama temeljenim na
rezultatima a-CGH, uz korekciju prema rezultatima citogenetske analize. Za procjenu rizika kod
daljnjeg planiranja trudnoca koristeni su, uz rezultate a-CGH, podatci o ukupnom broju trudnoca,

broju neuspjelih trudnoca i dobi majke.

Parametri koji su izracunati kod svih numeri¢kih podataka bili su: srednja vrijednost,
medijan, standardna devijacija i interkvantilni raspon. Pomo¢u Shapiro-Wilkovog testa provjerena
je normalnost distribucije podataka, a Leveneovim testom homogenost varijanci. Ovisno o
rezultatima ova dva testa, podatci su po potrebi transformirani kako bi se ujednacile varijance.

Analiza varijanci provedena je izmedu vise skupina ANOVA-om te t-testom izmedu dviju skupina.
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4. REZULTATI

4.1. ANALIZA REZULTATA CITOGENETSKE ANALIZE | a-
CGH

4.1.1. USPOREDBA USPJESNOSTI METODA

4.1.1.1. USPJESNOST CITOGENOMSKE ANALIZE NA CIJELOM UZORKU
Citogenetska analiza dala je rezultate kod 22 uzorka (73.3%). Od ukupnog broja uzoraka
kod kojih je analiza provedena 16 uzoraka (53.3%) imalo je normalan kariotip, dok je Sest
uzoraka (20.0%) imalo neki oblik kromosomske aberacije: tri uzorka (10.0%) imalo je numericku
kromosomsku aberaciju, dva uzorka (6.7% ) imalo je strukturnu kromosomsku aberaciju, a kod
jednog uzoraka (3.3%) detektiran je mozaicizam. Detektirani mozaicizam bio je kombinacija
strukturne i numeri¢ke kromosomske aberacije. Od ukupnog broja, kod osam uzoraka (26.7%)

nije se uspjela provesti citogenetska analiza.

Istovremeno, a-CGH bio je uspjesan na svim uzorcima (100%) — 20 uzoraka (66.7%)
pokazalo je normalan nalaz, a preostalih 10 uzoraka (33.3%) pokazalo je kromosomske aberacije:
sedam uzoraka (23.3%) imalo je numericku kromosomsku aberaciju, a tri (10.0%) strukturnu
kromosomsku aberaciju. Od navedena tri uzorka sa strukturnom aberacijom, kod jednog je ona
detektirana u mozai¢nom obliku. Mozaicizam i balansirana strukturna kromosomska aberacija
otkriveni citogenetskom analizom nisu detektirani pomoc¢u a-CGH. Slika 4.1. prikazuje razlike
izmedu rezultata citogenetske analize i a-CGH s apsolutnim (u zagradi) i relativnim frekvencijama

pojedinih rezultata.

Barnardov test pokazao je statisti¢ku znacajnost razlike u uspjesnosti a-CGH u odnosu na

citogenetsku analizu (p=0.0027).

Usporedujuci broj detektiranih kromosomskih aberacija u cjelokupnom uzorku, a-CGH
detektirao je viSe kromosomopatija u odnosu na citogenetsku analizu — 30.0%% nasuprot 20.0%.

Medutim, Barnardov test nije pokazao je statisticku znacajnost ove razlike (p=0.27).
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Slika 4.1. Rezultati citogenetske analize (CA) i a-CGH po skupinama. Razli¢ite kromosomske aberacije
prikazane su razli¢itim nijansama narancaste boje. aberacija-s — strukturna aberacija; aberacija-n —

numericka aberacija.

4.1.1.2. USPJESNOST CITOGENOMSKE ANALIZE PO TROMJESECJIMA
TRUDNOCE

Analizirano je 14 plodova pobacenih u prvom, 11 plodova izgubljenih u drugom i pet

plodova izgubljenih u treCem tromjesecju.

Pomocu citogenetske analize dobiveni su rezultati na devet uzoraka (64.3%) iz prvog, devet
uzoraka (81.8%) iz drugog te Cetiri uzorka (80.0%) iz treceg tromjesecja. U prvom tromjesecju
detektirana je ucestalost kromosomskih aberacija od 28.6%, u drugom tromjesecju od 18.2%, a u

treCem tromjesecju kromosomske aberacije nisu detektirane.

Pomocu a-CGH u svim tromjesec¢jima dobiveni su rezultati u 100% slu¢ajeva. U prvom
tromjesecju detektirana je ucestalost kromosomskih aberacija od 50.0%, u drugom tromjesecju od

27.3%, a u treCem tromjesecju kromosomske aberacije takoder nisu detektirane.

Barnardov test pokazao je statisticku znacajnost razlike u uspjesnosti izmedu a-CGH i
citogenetske analize u prvom tromjesecju (p=0.017), no razlika u uspjesnosti ovih metoda u

drugom i tre¢em tromjesec¢ju nema statisticke znacajnosti (p=0.22; p=0.52).
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Slika 4.2. prikazuje razlike izmedu rezultata citogenetske analize i a-CGH, po

tromjesecjima, s apsolutnim (u zagradi) i relativnim frekvencijama pojedinih rezultata.
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Slika 4.2. Prikaz rezultata citogenetske analize (CA) i a-CGH po tromjese¢jima. Razli¢itim nijansama
narancaste boje prikazane su razli¢ite kromosomske aberacije. aberacija-n — numericka aberacija;

aberacija-s — strukturna aberacija.

Usporeduju¢i udio detektiranih  kromosomskih aberacija po tromjese¢jima, a-CGH
detektirao je viSe kromosomopatija u odnosu na citogenetsku analizu u prvom i drugom
tromjesecju — 50.0% u odnosu na 28.6% u prvom te 27.3% u odnosu na 18.2% u drugom
tromjese¢ju. Barnardov test medutim nije pokazao je statistiCku znacajnost ove razlike (p=0.29;
p=0.74). Test nije proveden za rezultate treCeg tromjeseéja, s obzirom da nije bilo detektiranih

kromosomopatija.

4.1.2. UJEDNACENOST REZULTATA
Analiza ujednacenosti rezultata provedena je na uzorcima kod kojih su obje metode dale
rezultat, odnosno na ukupno 22 uzorka. Apsolutne i relativne frekvencije ujednacenosti rezultata

po skupinama, s podjelom aberacija na podskupine prikazane su u Tablici 4.1.

Rezultat citogenetske analize potvrden je pomocu a-CGH u 19 uzoraka, §to iznosi 86.4%.
Obje metode pokazale su normalan kariotip kod 15 uzoraka (68.3%). Numericka aberacija kod

obje metode detektirana je u tri slu¢aja (13.6%): jedna monosomija X — Turnerov sindrom, jedna
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monosomija 21 te jedna trisomija 15. Strukturna aberacija kod obje metode detektirana je u jednom

sluc¢aju (4.5%). Ova aberacija obuhvacala je nebalansiranu translokaciju izmedu kromosoma 4 1 5.

U preostala tri uzorka (13.6%) rezultati citogenetske analize i a-CGH nisu se podudarali.
Kod prvog uzorka citogenetska analiza pokazala je strukturnu aberaciju, balansiranu translokaciju
izmedu kromosoma 4 i 12, koja nije detektirana pomo¢u a-CGH. Kod drugog uzorka citogenetska
analiza pokazala je normalan kariotip, dok je pomo¢u a-CGH zabiljeZena strukturna aberacija,
gubitak segmenta kromosoma 19 u mozai¢nom obliku. Kod trec¢eg uzorka citogenetska analiza
pokazala je strukturni i numericki mozaicizam — jednu stani¢nu liniju s trisomijom 22 i drugu
stani¢nu liniju s trisomijom 22 i deriviranim kromosomom 19. Pomo¢u a-CGH kod ovog uzorka

detektirana je samo trisomija 22.

Tablica 4.1. Apsolutne i relativne frekvencije ujednacenosti rezultata. CA — citogenetska analiza; S —
strukturna kromosomska aberacija; N — numericka kromosomska aberacija; M — mozaicizam. Crvenom

bojom oznaceni su rezultati koji su se razlikovali izmedu metoda.

CA - a-CGH Apsolutna Relativna
frekvencija frekvencija

Normalan - normalan | 15 0.683

Aberacija - normalan | 1 0.045
S-Normalan 1 0.045
N-Normalan 0 0

Normalan - aberacija |1 0.045
Normalan - N 0 0
Normalan — S 1 0.045

Aberacija - aberacija 5 0.227
N-N 3 0.136
S-S 1 0.045
M-N 1 0.045
N-S 0 0
S-N 0 0
M-S 0 0

Isti | 19 0.864

Razliciti | 3 0.136

UKUPNO | 22 1.00

Na temelju udjela potvrdenih rezultata citogenetske analize, Wilsonovim intervalima

odredene su granice pouzdanosti ovih dviju metoda na analiziranom uzorku koje iznose 0.667 i

0.952.
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Izmedu 22 uzoraka kod kojih su rezultati dobiveni i citogenetskom analizom i a-CGH

ukupno je zabiljezeno sedam (31.2%) kromosomskih aberacija.

4.2. ANALIZA KROMOSOMOPATIJA

4.2.1. SKUPINA S NORMALNIM KARIOTIPOM

U ovu skupinu ukljuceno je 16 uzoraka na temelju rezultata citogenetske analize.

Za izolaciju DNA za analizu a-CGH korisStena je koza ploda kod sedam uzoraka i tkivo
korionskih resica kod devet uzoraka. Nalaz citogenetske analize potvrden je pomoc¢u a-CGH kod
15 uzoraka, $to iznosi 93.7%. U preostalom uzorku (6.3%) a-CGH je detektirao nebalansiranu
strukturnu kromosomsku aberaciju u mozai¢nom obliku te je ovaj uzorak svrstan u strukturne
kromosomske aberacije. Slika 4.3 prikazuje rezultate citogenetske analize i a-CGH u ovoj skupini,

s apsolutnim (u zagradi) i relativnim frekvencijama pojedinih rezultata.
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80%
70% normalan
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Slika 4.3. Rezultati citogenetske analize (CA) i a-CGH u skupini s normalnih kariotipom. aberacija-s —

strukturna aberacija.

Detektirana kromosomska aberacija obuhvacala je terminalnu deleciju regije
19p13.3.p13.1, veli¢ine oko 19.5 Mb. Delecija je detektirana u 40% stanica, odnosno u 40%
izolirane DNA uzorka. Prema bazi OMIM, na zahvac¢enim regijama nalazi se ukupno 94 morbidna

gena te jedan delecijski sindrom, §to ovu varijantu broja kopija svrstava medu patogene.
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Barnardov test nije pokazao statisticku znaajnost razlike u broju detektiranih

kromosomskih aberacija u ovoj skupini (p=0.52).

4.2.2. SKUPINA S NEUSPJESNOM CITOGENETSKOM ANALIZOM
Ova skupinu ukljuc¢uje osam uzoraka koji nisu dali rezultate citogenetske analize zbog

nerasta kulture stanica.

Svi uzorci uspje$no su analizirani pomocu a-CGH, $to daje uspjeSnost metode u ovoj
skupini od 100%. Za izolaciju DNA za analizu a-CGH koristeno je tkivo korionskih resica kod

cetiri slu€aja 1 tkivo koZe ploda kod cetiri uzorka.

Kod cetiri uzoraka (50.0%) pomocu a-CGH je detektiran normalan nalaz, dok je kod
preostala Cetiri (50.0%) detektirana kromosomska aberacija. U odnosu na 22 uzorka gdje je

citogenetska analiza bila uspjesna, a udio patoloskih kariotipa iznosio je 31.2%.

Numericka kromosomska aberacija detektirana je u tri sluc¢aja (37.5%), a strukturna u
jednom slucaju (12.5%). Udio numeric¢kih kromosomskih aberacija medu svim kromosomskim
aberacijama iznosio je 75.0%, a strukturnih 25.0%. Slika 4.4. prikazuje rezultate citogenetske

analize i a-CGH u ovoj skupini, s apsolutnim (u zagradi) te relativnim frekvencijama pojedinih

rezultata.
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Slika 4.4. Rezultati citogenetske analize (CA) i a-CGH u skupini s normalnih kariotipom. aberacija-s —
strukturna aberacija; aberacija-n — numericka aberacija.
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Medu numerickim kromosomskim aberacijama zabiljezena je jedna monosomija
(monosomija X) i dvije trisomije (trisomija 11 i trisomija 18 — Edwardsov sindrom). Trisomija 18
prikazana je na Slici 4.5., gdje se vidi veliko odstupanje signala plavno ozna¢ene DNA uzorka od
srediSnje vrijednosti duz cijelog kromosoma 18, §to ukazuje na dobitak jedne kopije cijelog

kromosoma 18.

Chr18

Slika 4.5. Prikaz trisomije kromosoma 18 detektirane pomoc¢u a-CGH.

Zabiljezena strukturna kromosomska aberacija terminalni je gubitak jedne kopije regije
8p23.3p12 veli¢ine otprilike 35 Mb, uz terminalni dobitak jedne kopije regije 16p13.3-p12.1
veli¢ine oko 28 Mb, na zenskom plodu. Veli¢ina zahvacene regije kromosoma 8 obuhvatila je
gotovo cijeli kratki krak kromosoma 8. Slika 4.6. prikazuje kromosome 8 i 16, zahvacene ovom
strukturnom aberacijom. Na kromosomu 8 vidi se odstupanje signala crveno oznacene referentne
DNA od sredisnje vrijednosti, ukazujuéi na gubitak ove regije, dok se na kromosomu 16 vidi

odstupanje signala plavo ozna¢ene DNA uzorka, ukazujuci na dobitak ove regije.
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Slika 4.6. Kromosom 8 i kromosom 16, zahvaceni strukturnom kromosomskom aberacijom. Kromosom 8

pokazuje djelomic¢nu deleciju kratkog (p) kraka, a kromosom 16 djelomi¢nu duplikaciju kratkog (p) kraka.

Rezultat y?-testa pokazao je da ne postoji statisticki zna¢ajna razlika izmedu ucestalosti
kromosomskih aberacija u skupini uzoraka kod kojih citogenetska analiza daje rezultat (31.2%) i
u skupini kod kojih nije dobiven rezultat citogenetske analize (50.0%), no to se moze objasniti

malim brojem uzoraka (¥?=1.31, grani¢na vrijednost za jedan stupanj slobode =3.84, p<0.05).

4.2.3. SKUPINA S KROMOSOMSKIM ABERACIJAMA

Na temelju rezultata citogenetske analize u ovu skupinu svrstano je Sest uzoraka.

Za izolaciju DNA za analizu a-CGH koristeno je tkivo koze ploda kod jednog, a tkivo
korionskih resica kod preostalih pet uzoraka. Nalaz citogenetske analize potvrden je pomocu a-
CGH u Cetiri slucaja (66.7%).

U jednom slucaju pomocu citogenetske analize detektiran je mozaicizam dvije linije
trisomicnih stanica. Jedna linija imala je samo trisomiju 22, dok je u drugoj uz trisomiju 22 bio

prisutan i derivirani kromosom 19. U 10% analiziranih metafaza nadena su ova dva tipa
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kromosomskih poremecaja. Pomoéu a-CGH na ovom uzorku utvrdena je samo numericka
kromosomska aberacija, odnosno trisomija 22. Na temelju rezultata a-CGH ovaj uzorak svrstan je

u numericke aberacije.

U drugom slu¢aju pomocu citogenetske analize detektirana je recipro¢na naoko balansirana
translokacija izmedu kromosoma 4 i 12. Na temelju normalnog nalaza a-CGH dokazana je
balansiranost ove translokacije. Prema bazi DGV (Database of Genomic Variants), sve pronadene
CNV svrstane su medu benigne (www.dgv.tcag.ca/dgv/app/home).

Slika 4.7. prikazuje rezultate citogenetske analize i a-CGH u ovoj skupini, s apsolutnim (u

zagradi) i relativnim frekvencijama pojedinih rezultata.
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Slika 4.7. Rezultati citogenetske analize (CA) i a-CGH. aberacija-s — strukturna aberacija;

aberacija-n — numericka aberacija.

Numericke kromosomske aberacije detektirane pomocu a-CGH bile su monosomija 21 kod
jednog uzorka, monosomija X — Turnerov sindrom kod drugog te trisomija 15 kod treceg uzorka,
koje su potvrdile nalaz citogenetske analize. Analiza pomoc¢u a-CGH iskljucila je i prisutnost
manjih patoloskih CNV u aneuploidnim uzorcima. Zastupljenost monosomija medu numerickim

aberacijama iznosila je 50.0%, jednako kao i zastupljenost trisomija.

Strukturna kromosomska aberacija obuhvacala je terminalnu deleciju jedne kopije regije

4p16.3-p15.32, velic¢ine 17.1 Mb uz terminalni dobitak jedne kopije regije 5p15.33-p14.3 velicine
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21,3 Mb na muskom plodu. Slika 4.8. prikazuje deleciju kratkog kraka kromosoma 4, uz detaljan
prikaz gena zahvacene regije. Slika 4.9. prikazuje parcijalnu duplikaciju kratkog kraka
kromosoma 5, uz detaljan prikaz gena zahvacene regije. Uvidom u bazu OMIM promjene na oba

kromosoma svrstane su medu patoloske CNV.
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Slika 4.8. Parcijalna delecija kratkog kraka kromosoma 4, uz detaljan prikaz gena zahvacene regije.
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Slika 4.9. Parcijalna duplikacija kratkog kraka kromosoma 5, uz detaljan prikaz gena zahvacene regije.

Barnardov test nije pokazao statisti



4.2.4. UCESTALOST KROMOSOMOPATIJA NA CIJELOM UZORKU
Koriste¢i obje metode, u ukupnom broju uzoraka je otkriveno 11 kromosomskih
aberacija, Sto iznosi 36.7%. Numericke kromosomske aberacije pronadene su kod sedam uzoraka,
a strukturne kod cetiri uzorka. Zastupljenost numerickih aberacija u ukupnoj testiranoj populaciji
iznosi 23.3%, a u uzorcima s kromosomskim aberacijama 63.6%. Zastupljenost strukturnih
aberacija u ukupnoj populaciji iznosi 13.3%, a u uzorcima s aberacijama 36.4%. Slika 4.10.
prikazuje raspodjelu kromosomskih aberacija, s apsolutnim (u zagradi) i relativnim

frekvencijama.
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Slika 4.10. Zastupljenost pojedinih kromosomopatija u ukupnoj populaciji i populaciji s

kromosomopatijama. aberacija-n — numeri¢ka aberacija; aberacija-s — strukturna aberacija.

StatistiCka znacajnost razlike izmedu broja detektiranih kromosomskih aberacija
koristenjem samo citogenetske analize u odnosu na kombinaciju citogenetske analize i a-CGH
testirana je Barnardovim testom. Rezultat Barnardovog testa (p=0.20) nije pokazao statisti¢ku

znacajnost, N0 snaga testa smanjena je zbog malog broja uzoraka.

Kombinacijom citogenetske analize i a-CGH u prvom tromjesecju otkriveno je 0sam
uzoraka (61.5%) s kromosomskom aberacijom, dok su u drugom tromjese¢ju otkrivena tri uzorka
s kromosomskom aberacijom (27.3%) . Njihove apsolutne i relativne frekvencije prikazane su u
Tablici 4.2.
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¥2-test pokazao je da postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu frekvencija kromosomskih
aberacija i tromjese¢ja u kojima je trudno¢a izgubljena (¥?=6.68; grani¢na vrijednost = 5.99 za

dva stupnja slobode, p<0.05).

Tablica 4.2. Apsolutne i relativne frekvencije kromosomskih aberacija po tromjesecju. KA —

kromosomska aberacija; t — tromjesecje.

Broj KA Broj Relativna
trudnoca frekvencija
Prvot. |8 13 0.615
Drugot. |3 11 0.273
Trece t. 0 5 0

4.3. ANALIZA GESTACIJSKE DOBI

Kod analize gestacijske dobi za grupiranje uzoraka po skupinama kombinirani su rezultati
citogenetske analize i a-CGH, pri ¢emu je mozaicizam detektiran citogenetskom analizom svrstan
u numeri¢ke kromosomske aberacije, a mozaicizam detektiran pomoc¢u a-CGH u strukturne
kromosomske aberacije. Podskupine numeri¢kih odnosno strukturnih kromosomskih aberacija

nisu zasebno analizirane zbog malog broja uzoraka.

Srednja vrijednost gestacijske dobi svih plodova iznosila je 15.35 £8.04 tjedana. Najvisu
srednju vrijednost gestacijske dobi imali su plodovi s normalnim kariotipom (17.65 + 8.84
tjedana), a najnizu plodovi s numerickom kromosomskom aberacijom (10.59 £3.80 tjedana).
Plodovi sa strukturnom kromosomskom aberacijom bili su srednje gestacijske dobi od 12.75 £+
5.56 tjedana. Slika 4.11. prikazuje raspodjelu vrijednosti gestacijske dobi po navedenim

skupinama.

Podaci su transformirani kako bi se ujednacila varijanca po skupinama te je provedena
ANOVA koja nije pokazala statisticku znaCajnost razlika gestacijske dobi izmedu skupina (
p=0.14), no takoder treba uzeti u obzir mali broj uzoraka u pojedinim skupinama. Medutim, kada
su numericke i strukturne kromosomske aberacije grupirane zajedno, t-test pokazao je statisticki
znacajnu razliku izmedu gestacijske dobi plodova s normalnim rezultatom i onih s

kromosomskom aberacijom (t=2.19; grani¢na vrijednost za 28 stupnjeva slobode =2.05, p<0.05).
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Slika 4.11. Vrijednosti gestacijske dobi u tjednima. Prikazane su srednje vrijednosti (mean), medijan,

minimalne i maksimalne vrijednosti te interkvantilni raspon.

4.4. ANALIZA PODATAKA IZ ANAMNEZE MAJKI

Kod analize podataka iz anamneza majki za grupiranje uzoraka po skupinama
kombinirani su rezultati citogenetske analize i a-CGH, pri ¢emu je mozaicizam detektiran
citogenetskom analizom svrstan u numericke kromosomske aberacije, a mozaicizam detektiran
pomocu a-CGH u strukturne kromosomske aberacije. Uzorci kod kojih nekih od podataka nije
bilo, iskljuceni su iz analiza. Podskupine numerickih odnosno strukturnih kromosomskih

aberacija nisu zasebno analizirane zbog malog broja uzoraka.

4.4.1. ANALIZA BROJA USPJESNIH I IZGUBLJENIH TRUDNOCA U
ODNOSU NA ZABILJEZENE KROMOSOMOPATIJE

Analiza je provedena na ukupnom broju od 27 uzoraka. Kod preostala tri uzorka nije bilo
podataka o broju trudnoca i/ili broju neuspjelih trudno¢a. Analiza je provedena na podatcima

prikupljenim iz formulara koje su majke, pacijentice, samostalno ispunile prilikom rutinske
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obrade. Pacijentice su grupirane na temelju broja izgubljenih trudnoca i broja uspjesnih trudnoca

te na temelju kromosomopatija zabiljezenih kod njihovih analiziranih plodova.

Slika 4.12. prikazuje raspodjelu apsolutnih (u zagradi) i relativnih frekvencija pojedinih
aberacija po skupinama odredenim na temelju broja izgubljenih trudno¢a. Ukupno je 0sam
pacijentica imalo jedan spontani gubitak trudnoce, a 10 pacijentica imalo je dva spontana gubitka
trudnoce. Tri spontana gubitka trudnoc¢e imalo je sedam pacijentica, dok su Cetiri spontana

gubitka trudno¢e imale dvije pacijentice.
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Slika 4.12. Apsolutne i relativne frekvencije pojedinih aberacija po skupinama odredenim na temelju broja

izgubljenih trudnoc¢a. Aberacija-s — strukturna aberacija; aberacija-n — numericka aberacija.

Na temelju broja izgubljenih trudnoc¢a 19 pacijentica (70.4%) moze se svrstati u podskupinu
s ponavljaju¢im spontanim gubicima trudnoca. Statisti¢ka znacajnost ove frekvencije nije testirana
jer je jedna od indikacija za provodenje citogenomske analize bila dijagnoza viSe spontanih
pobacaja. Apsolutne i relativne frekvencije pacijentica s pojedinim rezultatom citogenomske
analize u ovoj podskupini prikazane su u Tablici 4.3. Normalan kariotip ploda detektiran je u 63.2%

uzoraka, numericka aberacija kod 21.0% uzoraka, a strukturna aberacija u 26.3% uzoraka.

Slika 4.13. prikazuje raspodjelu apsolutnih (u zagradi) i relativnih frekvencija pojedinih
aberacija po skupinama odredenim na temelju broja uspjesnih trudnoca. Najveci broj pacijentica
(20) nije imao uspjeSnih trudnoca, dok je pet pacijentica imalo jednu uspjesnu trudnocu, a njih

dvije imale su dvije uspjesne trudnoce.
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Tablica 4.3. Apsolutne i relativne frekvencije broja majki (pacijentica) u podskupini s ponavljaju¢im spontanim

gubitkom trudnoc¢e prema nalazu citogenomske analize. SA — strukturna aberacija, NA — numeri¢ka aberacija; k. —

kariotip.
Skupina Broj Relativna
pacijentica frekvencija
Normalan k. | 12 0.632
NA 4 0.210
SA 4 0.210
UKUPNO |19 1
100% —— - — e
. 20.00% 20.00%
20% (4) (1)
80%
70% 25.00%
(5)
60%
50% 100.00% aberacija-s
80.00% (2) aberacija-n
40%
(4) normalan
30% 55.00%
(11)
20%
10%
0%
0(20) 1(5) 2(2)

Broj uspjesnih trudnoca

Slika 4.13. prikazuje raspodijelu apsolutnih (u zagradi) i relativnih frekvencija pojedinih aberacija po
skupinama odredenim na temelju broja uspjesnih trudnoca. Aberacija-s — strukturna aberacija; aberacija-n

— numericka aberacija.

Ukupno 20 pacijentica (74.1%) nije imalo uspjesnih prethodnih trudnoc¢a, dok je njih 7
(25.9%) imalo barem jednu uspjesnu trudnoc¢u. U skupini pacijentica kod ¢ijih je plodova
detektirana strukturna kromosomska aberacija udio onih koje nisu imale ni jednu uspjesnu
prethodnu trudnocu iznosio je 100.0%. Bez uspjesnih prethodnih trudnoc¢a u skupini s
numerickim kromosomskim aberacijama bilo je pet pacijentica (83.3%), a jedna pacijentica imala
je jednu uspjesnu trudnocu (16.7%). Kod jedne pacijentice iz skupine s numerickim aberacijama

nije bilo podataka te je ona iskljucena iz analize.
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U skupini pacijentica kod ¢ijeg je ploda zabiljezen normalan kariotip, njih 11 (64.7%) nije
imalo uspjesnih trudnoca, no Cetiri pacijentice imale su jednu uspjesnu (23.5%), a dvije
pacijentice imale su dvije uspjesne trudnoce (11.7%) $to ¢ini ukupno 6 pacijentica s uspjeSnim
trudnocama (35.3%). Za dvije pacijentice iz ove skupine nije bilo podataka te su iskljucene iz

analize.

Udio pacijentica iz skupine s normalnim kariotipom medu pacijenticama s uspjesnim
prethodnim trudno¢ama iznosi 85.7%, a udio pacijentica iz skupine s numerickim aberacijama
iznosi 14.3%. Udio pacijentica iz skupine sa strukturnim aberacijama iznosi 0%. Tablica 4.4.

prikazuje broj i relativne frekvencije broja pacijentica s uspje$nim trudno¢ama po skupinama.

Tablica 4.4. Apsolutne i relativne frekvencije broja majki (pacijentica) s barem jednom uspje$nom trudno¢om po

skupinama temeljenim na rezultatima citogenomske analize. SA — strukturna aberacija, NA — numeric¢ka aberacija; k.

— Kkariotip.
Skupina Broj Relativna
pacijentica frekvencija
Normalank. | 6 0.857
NA 1 0.143
SA 0 0
UKUPNO |7 1

¥2-test pokazao je da postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu frekvencija uspjesnosti
trudnoce i rezultata citogenomske analize (y°=8.86; grani¢na vrijednost = 3.84 za jedan stupanj
slobode, p<0.05).

4.4.2. ANALIZA DOBI MAJKI U ODNOSU NA ZABILJEZENE
KROMOSOMOPATIJE

Analiza je provedena na ukupnom broju uzoraka. Srednja vrijednost dobi majki, odnosno
pacijentica u svim skupinama zajedno iznosila je 33.1745.19 godina. NajviSu srednju vrijednost
dobi imale su pacijentice u skupini s numeri¢kim kromosomskim aberacijama ploda, koja je
iznosila 35.14+3.98 godina, a najmanju srednju vrijednost dobi imale su pacijentice u skupini sa

strukturnim kromosomskim aberacijama koja je iznosila 31.25+7.5 godina. Pacijentice u skupini
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s normalnim kariotipom ploda imale su srednju vrijednost dobi od 32.74+5.01 godina. Slika 4.14.

prikazuje raspodjelu dobi pacijentica po navedenim skupinama.
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Slika 4.14. Vrijednosti dobi majki, odnosno pacijenticama po skupinama. Prikazane su srednje vrijednosti

(mean), medijan, minimalne i maksimalne vrijednosti te interkvantilni raspon.

Podaci su transformirani kako bi se ujednacila varijanca izmedu skupina te je provedena
ANOVA koja nije pokazala statisticku znacajnost razlika izmedu skupinama (p=0.46), no takoder
valja uzeti u obzir mali broj uzoraka, posebno u skupini sa strukturnim aberacijama. Numericke i
strukturne aberacija zatim su grupirane zajedno te je proveden t-test izmedu podataka u skupini s
normalnim nalazom i skupini s kromosomskim aberacijama. T-test takoder nije pokazao
statistiCku znac¢ajnost razlika izmedu dobi majki u ovako grupiranim skupinama (p=0.40,

grani¢na vrijednost za 28 stupnjeva slobode =2.05, p<0.05).
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5. RASPRAVA
5.1. REZULTATI CITOGENETSKE ANALIZE | a-CGH-a

Rezultati istrazivanja pokazali su statisticki znacajnu razliku u uspjesnosti izmedu
citogenetske analize (73.3%) i a-CGH (100%). Ovaj rezultat u skladu je s literaturnim podacima.
Reddy i sur. (2012) proveli su istrazivanje na kasnim spontano izgubljenim trudno¢ama te je
uspjesnost citogenetske analize u njihovom istrazivanju iznosila 70.5% u odnosu prema 87.4%
uspjesnosti a-CGH. Pauta i sur. (2018) u preglednom ¢lanku donose rezultate ukupno 23 studije
koje su usporedivale uspjesnost citogenetske analize 1 tehnika molekularnih mikro¢ipova na
trudno¢ama izgubljenim do 20. tjedna trudnoce. UspjeSnost mikrocipa u njthovom istrazivanju

iznosila je ukupno 95%, a uspjesnost citogenetskih analiza 68%.

Povecana uspjesnost a-CGH u ovom istrazivanju djelomi¢no se moze pripisati razlikom u

broju testiranih uzoraka.

lako je na temelju literaturnih podataka bilo ocekivano da ¢e udio detektiranih
kromosomopatija pomocu a-CGH biti znacajno ve¢i od udjela kromosomopatija detektiranih
pomocu citogenetske analize (Pauta i sur. 2018; Sahoo i sur. 2017), statisticka znacajnost ovih
razlika nije potvrdena. Medutim, udio kromosomopatija detektiranih pomocu a-CGH iznosio je
30.0% u usporedbi s udjelom kromosomopatija detektiranih pomocu citogenetske analize od
20.0%.

Znacajna razlika u uspjesnost a-CGH u odnosu na citogenetsku analizu po tromjese¢jima
trudno¢e dokazana je samo u prvom tromjese¢ju. Na temelju istrazivanja Reddy i sur. (2012)
ocekivana je potvrda znacajnosti i u drugom i treCem tromjesecju. Unato¢ naoko velikih razlika u
uspjesnosti kada se gledaju udjeli uspjesnih odnosno neuspjesnih analiza, na dostupnom broju

uzoraka nije bilo moguce dokazati statisticku znacajnost.

Usporedbom rezultata na pojedinim uzorcima potvrdene su glavne prednosti, ali i
ograni¢enja a-CGH. Sukladno istrazivanjima van den Berg i sur. (2012), Dorie i sur. (2009) te
McQueen i Lathi (2019), pomoc¢u a-CGH nije potvrden nalaz mozaicizma detektiranog
citogenetskom analizom kao ni balansirane strukturne aberacije. U slu¢aju balansirane strukturne

kromosomske aberacije a-CGH sluzi za suptilnu analizu to¢aka loma da bi se potvrdila ili
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iskljucila prisutnost malih patoloskih delecija ili duplikacija. Normalan nalaz ove strukturne
aberacije potvrdio je njezinu balansiranost. Pomocu a-CGH takoder je detektirana jedna
strukturna aberacija u mozai¢nom obliku koja je u temeljem citogenetske analize imala normalan
kariotip, a zadovoljavajuca informacija dobivena je za svaki uzorak kod kojeg citogenetska
analiza nije dala rezultat. Kod mozai¢nih oblika kod a-CGH koristi se nativno tkivo za izolaciju
DNA, dok se kod citogenetske analize u kulturi stanica pobacenog ploda mitotskim dijeljenjem
moze diskriminirati stani¢na linija sa strukturnom aberacijom zbog ¢ega moze ostati

nedetektirana.

U skupini s normalnim kariotipom pomoc¢i a-CGH pronadena je samo jedna strukturna
kromosomska aberacija. Test statisticke znacajnosti proveden je, ali je njegova snaga u ovom
slucaju izrazito mala. Udio ove detektirane kromosomske aberacije iznosio je 6.2%, Sto je
usporedivo s rezultatima Shimokawe i sur. (2006) koji su detektirali 10.0% kromosomskih
aberacija u jednako definiranoj skupini od 20 uzoraka. Ova strukturna aberacija bila je veliine

19.5 Mb.

U skupini bez rezultata citogenetske analize rezultati a-CGH pokazali su se posebno
korisni. Udio kromosomskih aberacija bio je nesto Visi nego u ostalim uzorcima (50.0% u odnosu
na 31.2%). Medutim, zbog ograni¢enja metode, ne moze se sa sigurno$c¢u re¢i da uzorci kod kojih
je rezultat a-CGH pokazao normalan kariotip nemaju balansiranu strukturnu kromosomsku
aberaciju, mozaicizam ispod 20% ili triploidiju (van den Berg i sur. 2012; Doria i sur. 2009;
McQueen i Lathi 2019). Na temelju rezultata a-CGH u ovoj skupini kod ¢etiri pacijentice

otkriven je najvjerojatniji uzrok spontanog gubitka trudnoce.

U skupini s detektiranim kromosomskim aberacijama potvrden je nalaz za Cetiri uzorka.
Preostala dva rezultata u skladu su s o¢ekivanjima. Kod strukturne kromosomske aberacije
detektirane pomocu citogenetske analize potvrdena je njezina nebalansiranost te su to¢ke loma

odredene s ve¢om preciznoscu.

Ukupna ucestalost kromosomskih aberacija u svim uzorcima iznosila je 36.7%, $to je
dvostruko manje od procjena prema McQueen i Lathi (McQueen i Lathi 2019). Medutim, kako
navodi Warburton (1987), gotovo je nemoguce odrediti tocan udio kromosomskih aberacija u

rano izgubljenim trudno¢ama. Zastupljenost numerickih kromosomskih aberacija u odnosu na
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sve aberacije (63.7%) manja je od zastupljenosti kod Goddjin i Leschot (86%), ali je veca u
odnosu na zastupljenost u istrazivanju Azmanova i sur. (31%). Zastupljenost strukturnih
aberacija iznosi 36.3% i veca je od zastupljenosti od 17% prema Azmanova i sur. (2007) te svega
6% prema Goddjin i Leschot (2000). Mozaicke aberacije u ovom istraZivanju svrstane su u
numericke odnosno strukturne, ovisno o tipu patoloske promjene u stani¢nim linijama, $to
djelomic¢no utjeCe na razlike u zastupljenosti aberacija. Jo$ jedno od mogucih objasnjenja ovih

razlika lezi u dizajnu istrazivanja i Kriterijima za odabir pacijentica za a-CGH analizu.

Sukladno literaturnim podacima (Doria i sur. 2009), o¢ekivano je da ¢e razlika izmedu
broja detektiranih kromosomopatija koriStenjem kombinacije citogenetske analize i a-CGH i
same citogenetske analize biti statisticki znaCajna. U ovom istrazivanju statisticka zna¢ajnost nije

dokazana.

Kada se uzorci grupiraju prema tromjesecju, zastupljenost kromosomskih aberacija u
prvom tromjesecju iznosi 61.5%. Ovaj rezultat veéi je od udjela od 50% koji navodi Jenderny
(2014). Ova razlika u udjelu barem djelomi¢no moze se objasniti malim brojem uzoraka.
Zastupljenost kromosomskih aberacija u drugom tromjesecju iznosi 27.3%, §to je pak usporedivo
s 30% prema Jenderny (2014). Suprotno istrazivanju Rebele (2017), koji navodi ucestalost
kromosomskih aberacija u spontanim gubicima trudnoce u treCem tromjesecju od 8-13%,

kromosomske aberacije u treCem tromjesecju nisu zabiljezene.

Analiza gestacijske dobi spontanog gubitka trudnoc¢e po skupinama usprkos rezultatu
ANOVA testa pokazuje tendenciju najmanje gestacijske dobi kod plodova s numeri¢kim
aberacijama, najvece gestacijske dobi kod plodova s normalnim kariotipom, dok plodovi sa

strukturnim aberacijama po gestacijskoj dobi spadaju izmedu ove dvije skupine.

Statisti¢ki znacajna razlika izmedu gestacijske dobi plodova s normalnim kariotipom i
plodova s kromosomskim aberacijama u skladu je s rezultatima istrazivanja Dorie i sur. (2009).
Medutim, srednja vrijednosti gestacijske dobi u ovom istraZivanju bile su nesto vise: 18.2 tjedna
kod uzoraka s normalnim kariotipom u odnosu 12.6 tjedana te 12.7 tjedana u odnosu na 9.6
tjedana (Doria i sur. 2009).

Najveci broj pacijentica u istrazivanju imao je dvije izgubljene trudnoce. Ovakav rezultat
nije u skladu s rezultatima prema Devall i Coomarasamy (2020), prema kojima najveéi broj zena
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ima jedan spontani gubitak trudno¢e. Medutim, pacijentice u ovom istrazivanju ne predstavljaju

op¢u populaciju te je jedan od kriterija odabira bio ponovljeni spontani gubitak trudnoce.

Normalan kariotip pojavljuje se u najvecem udjelu (63.2%) pacijentica u podskupini s
ponavljaju¢im spontanim gubitkom trudnoce, §to je u suglasnosti s o¢ekivanjima prema Rai i
Regan (2006). Kod ovih pacijentica, kao i kod pacijentica s jednom izgubljenom trudno¢om i

rezultat citogenomske analize najmanje je informativan u daljnjem planiranju trudnoce.

Relativno veliki udio numerickih kromosomskih aberacija kod pacijentica s jednom
izgubljenom trudno¢om (37.5%; 50.0% svih numerickih kromosomskih aberacija) moze se
objasniti de novo mehanizmima nastanka numerickih aberacijama kod sporadi¢nih spontanih

gubitaka trudnoce koje navode van den Berg i ostali (2012) te Goddjin i Leschot (2000).

Na temelju analize prethodnih trudnoca vidi se da majke, odnosno pacijentice ¢iji je plod
temeljem citogenomske analize imao strukturnu kromosomsku aberaciju nisu ni u jednom sluc¢aju
imale uspjeSnu trudnocu. Sve ove pacijentice spadaju u podskupinu s ponavljajué¢im gubicima
trudnoce te je za njih rezultat citogenomske analize najinformativniji u daljnjem planiranju

trudnoce.

U ovom istrazivanju nije pokazana povezanost dobi majke s tipom kromosomske
aberacije, unato¢ tome $to se o¢ekuje povecani broj numerickih aberacija s porastom dobi majke
(Bunt i Bunt 2014; Cuckle i Morris 2021). Medutim, moZe se primijetiti veéi interkvantilni

raspon dobi majki kod skupine sa strukturnim kromosomskim aberacijama.

5.2. PROCJENA RIZIKA KOD DALJIJNJEG PLANIRANJA
TRUDNOCE

Tri pacijentice, kod ¢ijih je plodova detektirana nebalansirana strukturna aberacija, upucene

su na daljnju geneti¢ku obradu i u genetsko savjetovaliste.

Kod uzorka s gubitkom jedne kopije regije 8p23.3p12, uz dobitak jedne kopije regije
16p13.3-p12.1 utvrdeno je postojanje 40 morbidnih gena na zahvacenoj regiji kromosoma 8 te 66
morbidnih gena na zahvacenoj regiji kromosoma 16 prema bazi OMIM (www.omim.org). Na

temelju rezultata a-CGH provedena je naknadna analiza kariograma majke i oca ploda. Utvrdena
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je naoko balansirana translokacija izmedu kratkih krakova kromosoma 8 i 16 kod oca. Ovaj uzorak
primjer je nebalansirane translokacije naslijedene 0od oca s balansiranom reciprocnom

translokacijom.

Kod uzorka s gubitkom jedne kopije regije 4p16.3-p15.32, uz dobitak jedne kopije regije
5p15.33-p14.3 utvrdeno je postojanje 32 morbidna gena na zahvaéenoj regiji kromosoma 4 te 15
morbidnih gena na zahvaéenoj regiji kromosoma 5 prema bazi OMIM (www.omim.org).
Terminalni gubitak kraka 4p takoder ukljucuje i Wolf-Hirschhorn. Prema bazama Decipher i
ClinVar opisano je vise slicnih varijanti gubitka jedne kopije zahvacene regije kromosoma 4, pri
Cemu su sve varijante opisane kao patogene. Varijante dobitka jedne kopije zahvacene regije
kromosoma 5 opisane u ovim bazama variraju u polozaju, ali su takoder sve opisane kao patogene
(www.deciphergenomics.org, www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar). Naknadnom analizom Kariotipa
roditelja ploda utvrdena je naoko balansirana recipro¢na translokacija izmedu kratkih krakova
kromosoma 4 i 5 kod majke. Ovaj uzorak primjer je nebalansirane translokacije naslijedene od

majke s balansiranom recipro¢nom translokacijom.

Kod uzorka s gubitkom regije 19p13.3p13.1 u mozai¢nom obliku utvrdeno je postojanje 94
morbidna gena opisanih u bazi OMIM. Uz terminalni gubitak kraka 19p opisuje se i 19p13.13
multigenski delecijski sindrom (www.omim.org). Roditeljima je preporucena citogenetska obrada

kako bi se utvrdilo podrijetlo ove patogene varijante.

Pacijentice kod ¢ijih je plodova detektirana numericka kromosomska aberacija kao i
pacijentica kod c¢ijeg je ploda detektiran mozaicizam citogenetskom analizom upucene su u

genetsko savjetovaliste radi utvrdivanja genetskog rizika u daljnjem planiranju trudnoce.

Kod pacijentica kod kojih su rezultati citogenomske analize bili normalni uzrok spontanih
gubitaka trudnoce potrebno je potraziti u drugim uzrocima, sukladno preporukama (Devall i
Coomarasamy 2020; Garrido-Gimenez i Alijotas-Reig 2015; Rai i Regan 2006; Stephenson i
Kutteh 2007).
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6. ZAKLJUCCI

Uspjesnost a-CGH kod analize (100%) uzoraka spontano izgubljenih trudnoca statisticki
znacajno je visa 0d uspjesnosti citogenetske analize

Uspjesnost a-CGH u odnosu na citogenetsku analizu kod uzoraka spontano izgubljenih
trudnoca statisticki znacajno je ve¢a samo u prvom tromjesecju trudnoée

Uz pomo¢ a-CGH detektirana je samo jedna kromosomska aberacija s patogenim CNV u
skupini s normalnim kariotipom

A-CGH pokazala je udio kromosomskih aberacija od 50.0% na uzorcima na kojima
citogenetska analiza nije dala rezultat

Ukupna ucestalost kromosomskih aberacija iznosila je 33.3%, uz najveci udio numerickih
aberacija

Udio kromosomskih aberacija po tromjese¢jima iznosi 61.5% u prvom, 27.3% u drugom i
0% kod tre¢eg tromjesecja

Primijecéena je tendencija rasta gestacijske dobi spontanog pobacaja ploda, gdje su uzorci
s numeri¢kim aberacijama pobaceni ranije od uzoraka sa strukturnim aberacijama, a oni s
normalnim kariotipom pobaceni su najkasnije

Pacijentice s ponavljaju¢im spontanim gubitkom trudno¢e imaju plodove s normalnim
kariotipom (63.2%), a kod pacijentica s jednom izgubljenom trudnoc¢om povecan je udio
numerickih aberacija (37.5%)

Pacijentice kod ¢ijih je plodova detektirana strukturna kromosomska aberacija nisu imale
uspjesnih trudnoca

Dob majki nije povezana s tipom kromosomske aberacije

Najveci znacaj u smislu prepoznavanja genetskog rizika za daljnje planiranje trudnoce
imale su pacijentice kod ¢ijih je plodova detektirana strukturna kromosomska aberacija,

kako nositeljstvo istih nosi zna¢ajan rizik u idu¢im trudno¢ama
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8. ZIVOTOPIS

Rodena sam 14. prosinca 1993. godine u Zagrebu, gdje sam zavrsila XV. gimnaziju 2012.
godine. Nakon gimnazije upisala sam Medicinski fakultet u Zagrebu, gdje sam radila kao
demonstrator na kolegijima Anatomija i Medicinska biologija. Nakon zavrSene druge godine

odlucila pauzirati godinu i promijeniti fakultet.

Tijekom 2014. godine provela sam dva tjedna kao student — volonter na Sveucilistu u
Hochenheimu, u Stuttgartu u Njemackoj. Akademske godine 2016/2017. upisala sam
preddiplomski studij Biologije na Bioloskom odsjeku Prirodoslovno — matematickog fakulteta.
Tijekom ove razine studija provela sam semestar na Bioloskom odsjeku Sveucilista u Be¢u u
sklopu studijskog boravka Erasmus programa. Preddiplomski studij zavrSila sam s odlicnim
uspjehom, uz napomenu 'Cum Laude'. Akademske godine 2019/2020. upisala sam diplomski

studij Eksperimentalne biologije, modul Fiziologija i imunobiologija.

Tijekom preddiplomskog studija radila sam kao demonstrator na kolegiju Mikrobiologija.
0d 2017. godine ¢lanica sam Udruge studenata BIUS te sam prvo kao ¢lanica, a kasnije i1 kao
jedna od voditeljica Sekcije za biospeleologiju, sudjelovala na istrazivackim projektima ,,Insula
Tilagus 2017., ,.Insula Auris 2019.“ te ,,Zumberak 2020.“ U sklopu Sekcije za mrave
sudjelovala sam na istrazivatkom projektu ,,.Suma Zutica 2018.“ Takoder sam sudjelovala u
studentskom projektu ,,Posjetitelji bez ulaznica®“, a 2019. godine prisustvovala sam na
Europskom simpoziju studenata biologije SymBioSE u Glasgowu, gdje sam odrzala prezentaciju
0 rezultatima rada Sekcije za biospeleologiju. Iste godine sudjelovala sam na studentskom
seminaru o invazivnim vrstama Srbije (SIVS) te na Skupu speleologa, na kojem sam imala poster

prezentaciju. Certifikat za rukovanje laboratorijskim Zivotinjama dobila sam 2019. godine.

Honorarno radim kao instruktorica iskustvenog u¢enja u Hrvatskoj $koli Outward Bound.
Iskustvo rada s djecom i mladima kontinuirano stjeem ve¢ dugi niz godina, kroz volontiranje u

Odredu izvidaca Javor, Zagreb.

Tecno govorim engleski jezik (C1), dok njemacki koristim na nivou samostalnog
korisnika (B1-B2). Odli¢no poznajem alate MS Office, a programima za obradu podataka

rukujem na osnovnoj razini.
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