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ALL — akutna limfoblasti¢na leukemija

AML — akutna mijeloblasti¢na leukemija

APP —engl. amyloid precursor protein, prekursor amiloidnog proteina
CB —engl. binucleated cell, binuklearna stanica

CBMN - engl. cytokinesis-block micronucleus assay, mikronukleus metoda sa zaustavljenom

citokinezom

CT —engl. computed tomography, kompjuterizirana tomografija

CVS - engl. chorionic villus sampling, biopsija korionskih resica

DAT —engl. dementia of Alzheimer type, demencija Alzheimerova tipa

DCR-1 — engl. Down minimum critical region 1, minimalna kriti¢na regija-1
DNA — engl. deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleinska kiselina

DS — engl. Down syndrome, Downov sindrom

DSCR — engl. Down syndrome critical region, Down sindrom kriti¢na regija
FISH —engl. fluorescence in situ hybridization, fluorescencijska in situ hibridizacija
GSTM1 - engl. glutathione S-transferase Mu 1, glutation S-transferaza Mu 1
GSTT1 —engl. glutathione S-transferase Theta 1, glutation S-transferaza theta 1
HR — engl. homologous recombination, homologna rekombinacija

HUMN — engl. The International Collaborative Project on Micronucleus Frequency in

Human Population

IL-2 — interleukin 2

IncRNA —engl. long noncoding RNA, dugacke nekodiraju¢e RNA
MC — engl. mononucleated cell, mononuklearna stanica

MHFTR — engl. 5,10-methylenetetrahydrofolate, 5,10-metilentetrahidrofolat reduktaza

reductase



MMC — engl. mitomycin C, mitomicin C

miRNA — engl. microRNA, mikro RNA

MN — engl. micronucleus, mikronukleus

MX1 — engl. MX Dynamin Like GTPase 1, MX dinaminu sli¢cna GTP-aza 1
NBUD - engl. nuclear bud, nuklearni pup

NDI — engl. nuclear division index, indeks diobe jezgara

NHEJ — engl. non-homologous end joining, nehomologno spajanje krajeva
NPB — engl. nucleoplasmic bridge, nukleoplazmatski most

RCANL1 — engl. regulator of calcineurine, regulator kalcineurina

SAC — engl. spindle assembly checkpoint, kontrolna to¢ka diobenog vretena
SAM —engl. S-adenosylmethionine, S-adenozilmetionin

SNP — engl. single nucleotide polymorphisms, polimorfizam pojedina¢nog nukleotida

THD - engl. tetrahydrofolate, tetrahidrofolat



1. UVOD

Downov sindrom (DS) je najces¢i kromosomski poremecaj i najée$c¢i uzrok duSevne
zaostalosti u humanoj populaciji (1-3). Pored slobodnog ili regularnog oblika (trisomija 21)
koji se javlja u gotovo 95% osoba, s obzirom na vrstu kromosomskog poremecaja razlikujemo
jos dva tipa DS-a: translokacijski oblik kod kojeg je tre¢i kromosom 21 vezan na drugi
akrocentri¢ni kromosom tvore¢i Robertsonovu translokaciju, te mozai¢ni oblik kod kojeg su
prisutne dvije stani¢ne linije, jedna normalnog kariotipa i druga aneuploidna za trisomiju 21
(4). lako je Lejeune davne 1959. godine otkrio kako je DS posljedica prisutnosti tri kopije
kromosoma 21, jo$ uvijek se malo zna o mehanizmima nerazdvajanja koji dovode do
nastanka slobodnog oblika DS-a (5). I danas procesi ukljuéeni u nastajanje zametka sa
slobodnim oblikom DS-a predstavljaju biolosku enigmu. Kod 90-95% osoba s DS-om
trisomija nastaje kao posljedica abnormalne rekombinacije i nerazdvajanja kromosoma 21 u
prvoj ili drugoj mejotickoj diobi majke, dok je u oko 4-10% slucajeva uzrok nerazdvajanje
kromosoma tijekom oceve spermatogeneze (6,7). Do sada jedini dokazani ¢imbenik rizika
kromosomskog nerazdvajanja jest starija dob majke u trenutku zaceca (8). Postoje brojne
hipoteze kojima se pokuSao objasniti utjecaj majcine dobi na nastanak trisomije 21. Prema
vecini, glavni negativni ucinak ima poremecena funkcija diobenog aparata u maj¢inim jajnim
stanicama uzrokovana starenjem i viSegodi$njoj izlozenosti vanjskim Stetnim utjecajima
(9,10). Medutim, vise od 40% trudnoc¢a s DS-om upravo se otkrije kod Zzena mladih od 35
godina (2). Malo je literaturnih podataka o uzrocima povecane sklonosti pogresnom
razdvajanju kromosoma kod mladih parova koji u svojoj anamnezi imaju trudnoéu s
trisomijom 21. No pretpostavlja se da bi na nerazdvajanje kromosoma mogli utjecati razli¢iti
geneticki i epigeneticki ¢imbenici, ali i Zivotne navike i prehrana roditelja (11). Nedavnim
istrazivanjima citogenetickih osobitosti perifernih krvi parova koji su u mladoj dobi imali
trudnocu ili dijete s DS-om uocava se veca ucestalost pogresnog razdvajanja kromosoma 21 u
limfocitima majki, ali i o¢eva takve djece. Istrazivanja su takoder pokazala kako je kod
parova koji su imali dvije trudnoce s trisomijom 21 ucestalost nerazdvajanja kromosoma u
stanicama perifernih krvi bila znacajno visa nego kod onih sa samo jednom takvom
trudno¢om (12-14). Analizom velikog broja limfocita pomoc¢u fluorescencijske in situ
hibridizacije (FISH), u mladih parova koji u svojoj anamnezi imaju jednu ili vise trudnoca s
DS-om uocava se veca ucestalost stanica s trisomijom 21. Stoga se pretpostavlja da bi i u

fenotipski normalnih roditelja djece s DS-om mogao biti prisutan kripticki mozaicizam za



trisomiju 21 (15-17). U prilog ovoj pretpostavci ide i istrazivanje Kovaleve (18) koja veci
postotak trisomic¢nih stanica uoCava 1 medu spolnim stanicama. U konacnici, autori
postavljaju hipotezu da ti parovi imaju vecu sklonost nepravilnoj raspodjeli kromosoma i to
ne samo kod mitotskog dijeljenja somatskih stanica, ve¢ i tijekom gametogeneze. Kao
idealna, odnosno kompleksna, a pri tome brza i automatizirana metoda za proucavanje
kromosomske nestabilnosti pokazao se mikronukleus-test (MN-test) na limfocitima periferne
krvi (19). Stoga smo u ovom istrazivanju odlucili ispitati sklonost pogreSnom razdvajanju
kromosoma tijekom mitotske diobe u limfocitima perifernih krvi mladih parova koji u svojoj
anamnezi imaju trudnocu ili dijete sa slobodnim oblikom DS-a, mjerenjem stupnja genomske

nestabilnosti mikronukleus metodom i metodom fluorescencijske in situ hibridizacije.



1.1. Pojavnost i fenotipska obiljezja Downova sindroma

Pojavnost DS-a procjenjuje se izmedu 1 na 700 do 1 na 1000 zivorodene djece, a ako
se tome pribroje 1 trudnoc¢e koje zavrSe medicinski indiciranim pobacajem ili mrtvorodenom
djecom, tada pojavnost iznosi 1 na 450 poroda. U posljednjih 30 godina u Europi se uocava
porast broja trudno¢a s DS-om za 10%, a kao glavni uzrok smatra se trend ostvarivanja
majcinstva u kasnijoj zivotnoj dobi. Ipak, pojavnost zivorodene djece nije se mijenjala
tijekom posljednjih godina uslijed razvoja veoma rane prenatalne dijagnostike, a time i sve
vecéeg broja prenatalno otkrivenih slu¢ajeva. Znacajne razlike u pojavnosti DS-a uocavaju se i
medu pojedinim zemljama, ovisno o sociokulturoloskim aspektima, primjeni razlicitih
postupnika probira trudnica visokog rizika radanja kromosomski bolesnog ploda te pravnoj
regulaciji pobacaja. Tako se u drzavama gdje prekid trudno¢e zbog medicinskih razloga nije
zakonski dozvoljen, kao §to su Poljska ili Malta, uocava trostruko ve¢i broj zivorodene djece s
DS-om (2,20,21). U razdoblju od 2009. do 2012. godine u Republici Hrvatskoj je zabiljeZena
pojavnost DS-a od 6,49 na 10000 zivorodenih (22).

Klini¢ku sliku DS-a prvi je 1866. godine opisao John Langdon Haydon Down, po
kome je sindrom i dobio ime (23). Iako klinicke osobitosti variraju medu osobama s DS-om,
najéeSéa fenotipska obiljezja ukljuuju dusevnu zaostalost, hipotoniju i hiperfleksibilnost
zglobova, kratke Sake sa specificnom popre¢nom brazdom, izrazen razmak izmedu 1. 1 2.
noznog prsta, karakteristi¢an izgled glave i lica s kosim oc¢nim rasporcima, epikantusom,
udubljenim korijenom nosa, malenim ustima uz protruziju jezika te nepravilno razvijenim,
nisko poloZenim uSima. Prirodena sr€ana greska nalazi se u vise od 40% osoba, a mogu biti
prisutne i malformacije probavnog, mokra¢no-spolnog i disnog sustava (24). Oko 60-70%
osoba s DS-om ima os$te¢enje sluha (25,26), dok je oSteéenje vida prisutno u oko 38% djece
mlade od godinu dana (27) te kod vise od 80% odraslih osoba (28). KoZne promjene javljaju
se u oko 90% djece (29), a nerijetko su prisutni i poremecaji funkcije Stitne zlijezde (30).
Djeca s DS-om imaju 10 do 20 puta ve¢i rizik oboljenja od akutne mijeloblasti¢ne leukemije
(AML) i akutne limfoblasti¢ne leukemije (ALL) (31), dok je incidencija solidnih tumora u
osoba s DS-om znatno manja u odnosu na opéu populaciju (32). Vise od polovine osoba

starijih od 45 godina boluje od demencije Alzheimerova tipa (DAT) (33).

lako pubertet u adolescenata oba spola nastupa u otprilike isto vrijeme kao i u zdravih
vr$njaka (24), neplodnost je prisutna u gotovo svih muSkaraca s DS-om, uz iznimku

pojedina¢nih slucajeva roditeljstva objavljenih u literaturi. Nasuprot tome, smatra se da je



veliki broj zena s nemozai¢nim oblikom trisomije 21 plodan, medutim rizik radanja ploda s
DS-om je izrazito visok i iznosi izmedu 35 1 50% (34). Posljednjih desetlje¢a duljina Zivota
osoba s DS-om u konstantnom je porastu te danas prosjeCan zivotni vijek u razvijenim
zemljama iznosi oko 60 godina (35), u usporedbi s prosjecnom smrtno$¢u u 22-goj godini

zivota sedamdesetih godina proslog stoljeca (36).

Molekularni mehanizmi koji dovode do varijabilnosti klini¢kih osobitosti medu
osobama s DS-om jo§ uvijek nisu sasvim razjaSnjeni. Smatra se kako su geni odgovorni za
vec¢inu fenotipskih obiljezja DS-a smjesSteni unutar kromosomske regije 21922.1-22.3. Stoga
se ta regija koja sadrzi otprilike 40 gena naziva ,,Down sindrom kriti¢cnom regijom* (engl.
Down syndrome critical region, DSCR) (37,38). Tri kopije kromosoma 21 rezultiraju
poviSenim izraZzajem odredenih gena u razli¢itim tkivima i razvojnim stadijima, odnosno 1,5
puta ve¢om dozom genskog produkta u odnosu na euploidne stanice. Proucavanjem
transkriptoma stanica s trisomijom 21 uocava se poviSena razina izrazajnosti veéine gena
smjestenih na kromosomu 21, ali i promijenjena razina izrazajnosti gena dugih kromosoma.
Dakle, osim primarnog u¢inka, povecana aktivnost gena kromosoma 21 utjeCe i na izrazaj i
funkcioniranje drugih gena unutar genoma (39). Stoga se smatra da bi poveéana ucestalost
ALL-a i AML-a, Hirschsprungove bolesti te bolesti $titnjace, ali i smanjen rizik za pojavu
ateroskleroze i solidnih tumora u osoba s DS-om mogla biti posljedicom utjecaja trisomije 21
na izrazajnost gena odgovornih za razvoj navedenih poremecaja (40,41). Nadalje, smatra se
da bi na razli¢itosti klini¢kih osobitosti DS-a mogle utjecati i varijacije u broju kopija (engl.
copy number variation, CNV), polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (engl. single nucleotide
polymorphism, SNP) te de novo mutacije gena smjestenih na razli¢itim kromosomima (42).
Takoder, obrasci metilacije deoksiribonukleinske kiseline (engl. deoxyribonucleic acid, DNA)
1 epigeneticke promjene mogu razli¢ito djelovati na izrazajnost gena te molekularne puteve u

stanici (43).



1.2. Dijagnostika Downova sindroma

Konacna dijagnoza DS-a postavlja se citogenetskom analizom koja je prenatalno
indicirana u trudnica s visokim rizikom radanja kromosomski bolesnog ploda ili postnatalno u
osoba kod kojih se uoce klinicke osobitosti DS-a. S obzirom da fenotipska obiljeZja osoba s
DS-om mogu znacéajno varirati, posebice u onih s mozai¢nim oblikom, prema istrazivanju
Devlina i Morrisona (44) klini¢kim pregledom prepozna se 90 do 100% osoba s regularnim ili
translokacijskim tipom, te tek neSto viSe od trecine osoba s mozai¢nim oblikom DS-a. U
veéini slucajeva mozai¢ni oblik DS-a ne dijagnosticira se uslijed izostanka fenotipskih
obiljezja ili uslijed nemoguénosti detekcije kriptickog mozaicizma. Takoder, u obzir treba
uzeti i Cinjenicu da starenjem U 0soba s DS-om opada udio stanica s trisomijom 21. Tako
Jenkins i suradnici (45) u 15,2% osoba sa slobodnim oblikom DS-a starijih od 45 godina
uoCavaju pojavnost stanica s disomijom 21 u rasponu od 2-30%. Nadalje, proucavanjem
nerazdvajanja kromosoma 21 u binuklearnim limfocitima, Shi i suradnici (46) nalaze znatno
vedi udio disomicnih stanica te veéu razinu nerazdvajanja kromosoma 21 u djece s DS-om, u
odnosu na ucestalost nerazdvajanja i udio monosomicnih stanica u zdravih kontrola. Ova
istrazivanja idu u prilog pretpostavci o negativnoj selekciji, odnosno opadanju udjela
aneuploidnih stanica u uvjetima in vivo. Stoga se kao metoda izbora pri analizi mozaicizama,
posebice onih s niskim udjelom trisomi¢nih stanica, preporuca fluorescencijska in situ
hibridizacija koja omoguc¢ava specificnu analizu velikog broja stanica. Kako bi se izbjegao
ucinak dugotrajne kultivacije, metoda izbora je analiza nativnih uzoraka stanica. U kona¢nici,
prilikom dijagnostike DS-a ne smije se zanemariti moguc¢nost prisustva kripti¢ke translokacije

koja ukljuc¢uje DSCR, a koja se klasi¢nom citogenetskom analizom ne moze utvrditi.

Prenatalna dijagnostika Downova sindroma obuhvaca procjenu rizika radanja djeteta s
kromosomopatijom primjenom neinvazivnih metoda probira, dok se konacna dijagnoza
postavlja na temelju analize fetalnih stanica dobivenih jednom od invazivnih metoda,
biopsijom korionskih resica (engl. chorionic villus sampling, CVS) ili ranom amniocentezom
(RACZ) (47). Neinvazivne metode probira temelje se na podatcima o maj¢inoj dobi, mjerenju
razine serumskih biokemijskih biljega, prisustvu ultrazvucnih biljega u prvom ili drugom
tromjeseCju trudnoce ili analizi fetalne slobodne DNA. Tijekom proteklih godina
primjenjivani su razli¢iti postupnici probira visokorizi¢nih trudnoca, dok se danas procjena
rizika radanja kromosomski bolesnog djeteta zasniva na individualnom izracunu rizika za
svaku trudnicu ponaosob (48,49). Pojavnost trisomije 21 ovisna je o dobi trudnice, te iznad
30. godine eksponencijalno raste. Uslijed ¢injenice da se 30-40% plodova s DS-om spontano
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pobaci tijekom drugog i tre¢eg tromjese¢ja (50,51), rizik radanja djeteta s trisomijom 21

opada s trajanjem trudnoce (tablica 1).

Tablica 1. Procjena pojavnosti trisomije 21 u ovisnosti o dobi majke i trajanju trudnoce.

Dob majke Gestacijska dob (tjedni trudnoce)
(godine) 12 16 40
Rizik (1/n)

n n n
20 898 1053 1527
25 795 933 1352
30 526 617 895
31 457 536 776
32 338 455 659
33 322 378 547
34 262 307 446
35 210 246 356
36 165 193 280
37 128 150 218
38 98 115 167
39 75 88 128

40 57 67 97

41 43 50 73

42 32 38 55

Izvor: prilagodeno prema podatcima autora Nicolaides KH (52).

Procjena rizika ponavljanja trisomije 21 u idu¢im trudno¢ama tradicionalno se
temeljila na nekoliko modela. Prema jednome rizik ponavljanja u svih trudnica dvostruko je
vec¢i U odnosu na rizik dobi, dok se prema drugom modelu rizik pojavnosti trisomije 21 u
idu¢im trudno¢ama procjenjuje na 1% (53,54). Suprotno tome Stene (55) ne uocava povecan
rizik ponavljanja trisomije 21 u trudnica starijih od 30 godina, dok u mladih majki procjenjuje
pojavnost DS-a od 1%. Novija istrazivanja ipak upuéuju na povecan rizik pojavnosti
kromosomski abnormalnog ploda u svih Zena koje u anamnezi imaju trudnocu s trisomijom
21, pri ¢emu se znacajno veéi rizik uocava kod mladih trudnica (56,57) (tablica 2). Tako
primjerice u 12. tjednu trudnoc¢e u majke od 35 godina rizik pojavnosti trisomije 21 u iducoj

trudno¢i raste od 1/210 (0.476%) do 1/131 (0,763%), a u 25-godis$nje trudnice od 1/795
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(0.126%) do 1/97 (1,031%). Uzroci povecanog rizika ponavljanja aneuploidija u mladih
trudnica nisu sasvim razjasnjeni. lako bi se ponavljanje iste trisomije kod dijela trudnica
moglo objasniti postojanjem mozaicizma spolnih stanica (58,59), visi rizik za pojavu
razli¢itih numerickih aberacija upuc¢uje na postojanje drugih ¢imbenika kao §to su genetska
predispozicija nepravilnom razdvajanju kromosoma ili izlozenost okolisnim utjecajima
(56,60,61).

Tablica 2. Procjena rizika pojavnosti aneuploidija u trudnica s prethodnom trudnoc¢om sa

slobodnim oblikom DS-a; izrazena u obliku viSekratnika rizika pojavnosti trisomije 21 za dob

majke.
Porast pojavnosti u odnosu na rizik dobi*
Dob majke u vrijeme Trisomija 21 Druge vijabilne
prenatalne dijagnostike aneuploidije (trisomija
131 18, XXX, XXY)
Trudnoca s trisomijom 21 u dobi < 30 godina
< 30 godina 8,2 X 2,5x
> 30 godina 2,2 X 2,3x
Ukupno 4,7 X 2,4 X
Trudnoca s trisomijom 21 u dobi > 30 godina
> 30 godina 1,6 X 1,7 X
Ukupan rizik ponavljanja neovisno o dobi trudnice
2,4 X 2,0 X

*U tablici su navedeni visekratnici kojima se pri izracunu rizika mnozi vrijednost pojavnosti

trisomije 21 procijenjene za dob trudnice u odredenom tjednu trudnoce (tablica 1).

Izvor: prilagodeno prema podatcima Warburton i suradnika (56).



1.3. Genetska osnova Downova sindroma

Najces¢i uzrok DS-a jest trisomija 21, dok rjede nalazimo i druge, podrijetlom i
etiologijom razliCite citogenetske promjene kromosoma 21 (slika 1). Slobodni ili regularni
oblik (trisomija 21) javlja se u vise od 90% osoba s DS-om, a najc¢e$ce nastaje kao posljedica
abnormalne rekombinacije i nerazdvajanja kromosoma 21 tijekom prve ili druge mejoticke
diobe u nezrelim spolnim stanicama. U 90-95% slucajeva nepravilno razdvajanje odvija se
tijekom majcine oogeneze, tri puta c¢eS¢e u prvoj mejotikoj diobi nego u drugoj.
Nerazdvajanje kromosoma za vrijeme spermatogeneze uzrokom je trisomije 21 u 5-10%
slu¢ajeva, a u vise od polovice slucajeva dogada se u drugoj mejotickoj diobi. Tek u nesto
manje od 2% osoba sa slobodnim oblikom DS-a trisomija 21 nastaje uslijed postzigotnog
mitotskog nerazdvajanja kromosoma (6,62,63). Nadalje, oko 3-4% osoba s DS-om ima
translokacijski oblik kod kojeg je tre¢i kromosom 21 vezan na drugi akrocentrik tvoreci
Robertsonovu translokaciju. Translokacija se moze naslijediti od roditelja ili nastati de novo.
U 2-4% osoba radi se o mozai¢nom obliku, pri ¢emu postoje dvije stanicne linije, jedna
normalnog kariotipa i druga aneuploidna za trisomiju 21. Iznimno rijetko, tj. u manje od 1%
osoba s DS-om nalazi se parcijalna trisomija 21. kromosoma koja nastaje kao posljedica
nebalansirane recipro¢ne translokacije izmedu kromosoma 21 i nekog drugog kromosoma, ili

duplikacije dijela 21. kromosoma koji sadrzi DSCR (4).



MI - 75%

MII - 25%

MI - 40%

MII - 60%

Gubitak suvisnog

Mozaiéni oblik kromosoma 21
4% Postzigotno
nerazdvajanje

Slika 1. Shematski prikaz ucestalosti i podrijetla kromosomskih promjena u osoba s DS-om.

MI — prva mejoticka dioba, MII — druga mejotic¢ka dioba.

Sekvenciranje kromosoma 21 (engl. human chromosome 21, HSA21) zavrSeno je
2000. godine, no unato¢ brojnim istrazivanjima i golemom napretku, jo$ uvijek nije sasvim
razjasnjena raspodjela i uloga kodirajucih i nekodirajucih sljedova (64). Smatra se da otprilike
3,6% sekvence kromosoma 21 ¢ini egzonska DNA — sljedovi koji kodiraju proteine,
pseudogeni, mikro RNA (engl. microRNA, miRNA), dugacke nekodiraju¢e RNA (engl. long
noncoding RNA, IncRNA); 12,4% regulatorni sljedovi (promotorske regije, pojacivaci,
omedivaci); 36% ponavljaju¢i sljedovi (rasprSena ponavljanja, ponavljanja u nizu), dok za

48% sekvence nije utvrdena uloga. Do danas je opisano 240 gena koji kodiraju proteine, a



smatra se da je mali broj gena, ali i sveukupno funkcionalnih sljedova DNA jedan od uzroka
zaSto je trisomija 21 vijabilna (41). Jo$ uvijek nije poznato koji su sve geni ukljuceni u
patogenezu DS-a. No, pokazalo se da je podruc¢je duzine oko 5 Mb izmedu lokusa D21S58 i
D21S42 povezano s dusevnim zaostajanjem i ve¢inom dizmorfi¢nih osobina koje se nalaze u
osoba s DS-om (37,38). Navedeno podrucje obuhvaca ,,minimalnu kriti¢nu regiju-1* (Down
minimum critical region 1, DCR-1 (21922.2) i regiju DCR-2 (21g22.3). Nadalje, u podrucju
21022.12 opisan je regulator kalcineurina (engl. regulator of calcinurine, RCAN1) Kkoji autori
nazivaju DSCR1, a povezuje se s duSevnom zaostaloS¢u i sréanom greSkom (65). Ipak,
Eggermann i suradnici (66) navode kako povisena izrazajnost RCAN1 nije dostatna za pojavu
fenotipskih obiljezja DS-a. DSCR4 i DSCR8, smjesSteni u regiji 21q22.13, izrazavaju se u
tkivu posteljice i stanicama teratoma testisa te njihova uloga nije sasvim razjasnjena (67).
Izmedu lokusa D21S55 i gena za MX dinaminu sliénu GTP-azu 1 (engl. MX Dynamin Like
GTPase 1, MX1) nalazi se PSMGL1 (engl. proteasome assembly chaperone 1), prije nazivan
DSCR2. Pretpostavlja se da bi poremecena aktivnost gena za kolagen COL6A1 i COL6A2
(engl. collagen type VI alpha 1 and 2 chain) mogla uzrokovati pojavu atrioventrikularnog
septalnog defekta (AVSD), gena za superoksid-dismutazu 1 (engl. superoxide dismutase 1,
SOD1) prijevremeno starenje, dok se poviSena izrazajnost CHAF1B (engl. chromatin
assembly factor 1 subunit B) povezuje s poremeéenom sintezom DNA (37). Dakle podrucje
izmedu RCAN1 i MX1 sadrzi otprilike 40 gena koji kodiraju proteine, te jo§ 85 gena
ukljucujuci pseudogene i gene odgovorne za sintezu miRNA, IncRNA, male jezgrine RNA
(engl. small nuclear RNA, snRNA), male nukleolarne RNA (small nucleolar RNA, snoRNA).
Ipak, novija istrazivanja povezanosti genske osnove i fenotipskih obiljezja upucéuju i na
utjecaj gena smjestenih izvan DSCR, ali i djelovanje razli¢itih molekularnih mehanizama
(68).
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1.4. Etiologija trisomije 21

Starija dob majke jedini je dokazani ¢imbenik rizika za pojavu DS-a. Medutim, utjecaj
majc¢ine dobi na stani¢ne i molekularne mehanizme koji dovode do nastanka trisomije 21 jo$
uvijek nije sasvim razjasnjen (10,13). Cinjenica da se tek neto vise od polovice trudnoéa s
DS-om otkrije kod Zena starijih od 35 godina upucuje na postojanje drugih ¢imbenika rizika
osim dobi majke (2). Takoder, nisu sasvim poznati niti mehanizmi koji dovode do pojave
trisomije 21 ofevog podrijetla. Danas najzastupljenija hipoteza je da nepravilno razdvajanje
kromosoma kod majki i kod o¢eva uzrokuju dva odvojena dogadaja. Prvi je sniZena razina,
izostanak ili nepravilan proces rekombinacije u profazi prve mejoticke diobe. Drugi dogadaj
je nesposobnost spolne stanice da prepozna i odgovori na takvu promijenjenu rekombinaciju,
Sto dovodi do nepravilne raspodjele kromosoma tijekom anafaze prve ili druge mejoticke
diobe i konac¢no do nastanka kromosomski abnormalnih spolnih stanica (7,69). Nadalje,
pretpostavlja se da bi na pojavu trisomije 21 utjecaj mogla imati genetska predispozicija,
primjerice polimorfizmi gena ukljuéenih u metabolizam folata (70), epigeneticki procesi u
vidu promijenjenih obrazaca globalne metilacije DNA (71), ali i zivotne navike i prehrana
roditelja (8).

1.4.1. Dob majke kao cimbenik rizika nastajanja trisomije 21

Poznato je da rizik radanja djeteta s trisomijom 21 raste sa zivotnom dobi majke te u
25-godisnje trudnice iznosi 1/1350, dok u majki od 35 i 45 godina iznosi 1/350 i 1/23 (72).
Postoje brojne hipoteze kojima se pokuSao objasniti utjecaj maj¢ine dobi na nastanak
trisomije 21, a razlikuju se s obzirom na uzroke te stadij oogeneze u kojem dolazi do
pogresnog razdvajanja kromosoma. Naime, tijekom sazrijevanja Zenskih spolnih stanica
primarna oocita ulazi u prvu mejoticku diobu izmedu 10. i 13. tjedna fetalnog razvoja kada se
odvija sparivanje homolognih kromosoma i proces rekombinacije. Do kraja trudnoce oocita
doseze stadij diplotena profaze | u kojem ostaje sve do puberteta. Druga mejoticka dioba
odvija se neposredno prije ovulacije, a zavrSava tek u slucaju oplodnje (73). Pregledom
literature Rowsey i suradnici (10) svrstavaju hipoteze vezane uz pogrjeske nastale tijekom
mejotske diobe stanica u cetiri skupine. Prema prvoj teoriji nerazdvajanje kromosoma
uzrokuje sniZena razina rekombinacije u profazi prve mejoticke diobe, dok se utjecaj majcine

dobi objasnjava pretpostavkom da oocite s manjim brojem hijazmi kasnije ulaze u drugu
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mejoti¢ku diobu, odnosno ovulaciju. Druga hipoteza je da do nerazdvajanja kromosoma
dolazi uslijed oStecenja same molekule DNA ili proteina diobenog aparata (kohezina,
sinaptonemskog kompleksa, mikrotubula) uzrokovanih viSegodi$njoj izlozenost vanjskim
utjecajima. Na temelju istrazivanja provedenih na mi$jim modelima nekoliko skupina autora
predlaze kako bi jednu od najvaznijih uloga u nerazdvajanju kromosoma povezanog sa
starenjem mogla imati snizena razina kohezinskih proteina kao sto su REC8 (engl. RECS8
meiotic recombination protein) i SGO2 (engl. shugoshin 2) (74,75). Treca skupina autora
predlaze da bi na funkcioniranje diobenog aparata mogle utjecati fizioloske promjene
uzrokovane starenjem kao §to je smanjena sposobnost stanica za popravak pogrjeske ili
promjene u razini hormona i funkcioniranju reproduktivnog sustava zene. Dakle prema ovoj
teoriji uzrok nerazdvajanju kromosoma bilo bi biolosko starenje jajnika, odnosno
reproduktivnog sustava. Pretpostavlja se da bi jedan od glavnih uzroka nerazdvajanju
kromosoma mogla biti promjena u funkciji kontrolne to¢ke diobenog vretena (engl. spindle
assembly checkpoint, SAC) — sustava koji je odgovoran za ulazak stanice u anafazu mitoze i
mejoze nakon pravilnog vezanja kromosoma na niti diobenog vretena. Tako se u jajnicima
starijih Zena uofava smanjena razina izrazajnosti MAD2L1 (engl. mitotic arrest deficient 2
like 1) i BUBL1 (engl. BUB1 mitotic checkpoint serine/threonine kinase), gena ukljuc¢enih u
SAC (76,77). Konaéno, prema Cetvrtom modelu aneuploidne stanice nastaju kao posljedica
dva dogadaja: nepravilne rekombinacije za vrijeme fetalnog razvoja koju slijedi druga

pogrjeska nastala kasnije u zrelim jajnicima.

Suprotno tome, Hultén i suradnici (78) iznijeli su teoriju prema kojoj su u jajnicima
svih Zena pored normalnih prisutne i stanice s trisomijom 21 ve¢ u fetalnom razdoblju, no
vecina trisomic¢nih stanica biva selektivno eliminirana tijekom daljnjeg fetalnog i postnatalnog
razvoja. U¢inak maj¢ine dobi objasnjava se nakupljanjem trisomi¢nih stanica koje su uspjele
izbje¢i apoptozu 1 do¢i do stadija ovulacije. Kod mladih trudnica koje su zacele plod s
trisomijom 21 iznose pretpostavku da je udio trisomnih stanica u jajnicima, a time i onih koje

su izbjegle apoptozu znatno veci.

1.4.2. Cimbenici rizika za nastanak trisomije 21 u mladih majki

Vecina istrazivanja usmjerenih ka odredivanju etiologije trisomije 21 provodi se na
populaciji majki neovisno o Zivotnoj dobi. Stoga se iznimno malo zna o uzrocima nastanka
trisomije 21 u Zena mladih od 35 godina. I dok se utjecaj starije dobi objasnjava fizioloskim
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starenjem 1 viSegodis$njoj izlozenosti vanjskim ¢imbenicima (10), pretpostavlja se da bi kod
mladih zena mogla postojati genetska predispozicija za nepravilno razdvajanje kromosoma.
Kao i u starijih majki uocavaju se odstupanja u procesu rekombinacije (79), dok se iskljuciti
ne moze niti utjecaj okolisnih ¢imbenika (60,61,80). Jedna od teorija je i da bi mlade majke
djece s DS-om mogle biti bioloski starije u odnosu na njihovu Zivotnu dob. Takvo biolosko
starenje uzrokuje ,,starenje jajnika“ odnosno promjene u jajnicima vezane uz promijenjenu
razinu hormona, koli¢inu oocita 1 funkcioniranje diobenog vretena, $to u konac¢nici dovodi do
veéeg broja pogrjeSaka tijekom mejotske diobe stanica, odnosno poviSenog rizika za
nerazdvajanje kromosoma (81). U prilog ovoj teoriji idu i rezultati istrazivanja Klinea i
suradnika (82) koji su uocili kako Zene s povije$¢u spontanih pobacaja aneuploidinih plodova
otprilike godinu dana ranije ulaze u menopauzu, u odnosu na kontrolnu skupinu Zena s
kromosomski normalnim pobacéajem i majke zdrave djece. Van Montfrans i suradnici (83) u
majki djece s DS-om takoder uoc¢avaju vecu ucestalost povisene razine folikul-stimulirajuceg
hormona (FSH). Prema drugoj teoriji majke koje u svojoj anamnezi imaju trudno¢u s DS-om
bi mogle biti ,,geneticki starije od Zena iste zivotne dobi. Ova teorija se temelji na
ispitivanjima duZine telomera, pri ¢emu se kod Zena koje su u mladoj dobi imale trudnocu s
trisomijom 21 uoCava znacajno skracenje telomera (84). Pretpostavlja se da bi geneti¢ko
starenje moglo biti jedan od klju¢nih uzroka svih promjena koje se povezuju sa poremecajima
oogeneze, odnosno nepravilnim funkcioniranjem diobenog aparata u majcinim jajnim
stanicama koje dovodi do nastanka aneuploidije (85). Ovoj teoriji u prilog ide i spoznaja o
vaznoj ulozi telomera ne samo kod mitotskog dijeljenja, ve¢ 1 kod mejoticke diobe spolnih

stanica (86,87).

1.4.2.1. Rekombinacija

Homologna rekombinacija ili izmjena genetiCkog materijala izmedu nesestrinskih
kromatida homolognih kromosoma odvija se u profazi prve mejoticke diobe. Na mjestima
gdje je doslo do kromatidne izmjene stvaraju se hijazme, odnosno strukture kojima
kromosomi ostaju vezani sve do njihovog razdvajanja u anafazi |I. 1zostanak, poveéan broj ili
nepravilan polozaj kromatidnih izmjena, a posljedi¢no i hijazmi dovodi do nepravilnog
razdvajanja kromosoma (88). U otprilike 70% slucajeva trisomije 21 maj¢inog podrijetla
nerazdvajanje kromosoma dogada se tijekom prve mejoticke diobe, dok u 30% slucajeva do

nerazdvajanja dolazi u drugoj mejoti¢koj diobi. Hijazma smjestena na sredini dugog kraka
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kromosoma 21 omogucuje pravilnu raspodjelu kromosoma tijekom oogeneze. U oko 45%
trisomija 21 uocava se potpuni izostanak rekombinacije, dok je u ostalim slu¢ajevima prisutna
samo jedna rekombinacija smjeStena u distalnom ili proksimalnom dijelu dugog kraka
kromosoma 21. Pri tome izostanak rekombinacije ili nepravilan polozaj u telomernom
podru¢ju dovode do nerazdvajanja kromosoma tijekom prve mejoticke diobe, dok
rekombinacija smjeStena u pericentromernom podrucju uzrokuje nerazdvajanje u drugoj
mejotickoj diobi (79). Uocena je sveza izmedu zivotne dobi majke i polozaja rekombinacije.
Tako je u mladih majki ¢eS$¢e prisutno nerazdvajanje kromosoma tijekom prve mejoticke
diobe koje nastaje kao posljedica izostanka ili telomernog polozaja rekombinacije (89,90).
Genetski uzroci izostanka rekombinacije nisu poznati. Tek je istrazivanje na mi§jim modelima
pokazalo da bi jedan od uzroka mogle biti mutacije u genima odgovornim za sintezu proteina
sinaptonemskog kompleksa (91). Nadalje, Ghosh i suradnici su uocili statisticki znacajno
povecanje udjela visestrukih hijazmi u slu¢ajevima nerazdvajanja tijekom prve mejoti¢ke
diobe u razli¢itim dobnim skupinama. Pri tome je najmanji postotak viSestrukih hijazmi uoc¢en
u mladoj grupi, a najveéi u najstarijoj skupini majki. Rezultati ovog istrazivanja podupiru
hipotezu prema kojoj bi broj hijazmi mogao imati ,,zastitnicku* ulogu ucincima nastalim
uslijed starenja (62). Nepravilan proces rekombinacije uocava se i u slucajevima
nerazdvajanja kromosoma 21 nastalih tijekom druge mejoticke diobe. Rekombinacija je
smjestena blize pericentromernom podru¢ju kromosoma, a ovaj tip pogrjeske najéesce je
prisutan u starijih majki (92,93). U konacnici, Smatra se da bi inicijalni dogadaj u veéini
slucajeva trisomije 21 mogla biti pogresna rekombinacija, uslijed koje dolazi do
nerazdvajanja kromosoma u prvoj mejotickoj diobi, ali posredno i do pogresnog razdvajanja

kromosoma u drugoj mejoti¢koj diobi (94).

1.4.2.2. Metabolizam folata

Folati spadaju u skupinu esencijalnih vitamina neophodnih za rast i razvoj organizma,
a u hrani ih nalazimo u citrusnom vocu, zelenom lisnatom povréu, zitaricama, grahoricama te
zivotinjskim iznutricama (jetra) (95). Bioloski aktivni oblik folata je tetrahidrofolat (THD)
koji sudjeluje u brojnim reakcijama uklju¢ujué¢i metabolizam aminokiselina, sintezu
nukleinskih kiselina te brojne metilacijske procese u ljudskom organizmu (96). Poznato je

kako nedostatan unos folata utjeCe na pojavu anemije, gubitka tezine, neuroloskih i
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psihijatrijskih poremecaja te kongenitalnih abnormalnosti kao $to su defekti neuralne cijevi
(97-99).

James i suradnici (100) su jo$ 1999. godine postavili sumnju na povezanost izmedu
SNP-a gena ukljucenih u metabolic¢ki put folata i pojavnosti trisomije 21. Autori su uocili
veéu ucestalost polimorfizma ¢.677C>T gena 5,10-metilentetrahidrofolat reduktaze (engl.
5,10-methylenetetrahydrofolate reductase, MTHFR) u mladih majki koje su imale trudnocu s
DS-om. Naime, enzim MTHFR je jedan od klju¢nih ¢imbenika u metaboliCkom putu
homocisteina Cijom se remetilacijom sintetizira esencijalna Kkiselina metionin. Smanjena
aktivnost enzima MTHFR dovodi do nakupljanja homocisteina u plazmi, smanjene sinteze
metionina, a posljedi¢no i do snizene razine davatelja metilne skupine S-adenozilmetionina
(engl. S-adenosylmethionine, SAM). Autori postavljaju hipotezu da bi nedostatna koli¢ina
SAM-a mogla uzrokovati hipometilaciju pericentromernog podrucja kromosoma, Sto pak
dovodi do promijenjene funkcije kinetohornog aparata te nerazdvajanja kromosoma 21.
Medutim, ovoj hipotezi ne ide u prilog pretpostavka da je nepravilna rekombinacija u mladih
majki ve¢inom posljedica izostanka ili telomernog polozaja rekombinacije (89,90). Ipak,
poznato je da globalna metilacija DNA utjece na proces rekombinacije i nestabilnost genoma
¢ime se ne moze iskljuciti povezanost rekombinacije, epigenenti¢kih promjena i metabolizma
folata (101,102). Takoder je dokazano da u kombinaciji sa smanjenim unosom folata iz
prehrane, ovaj polimorfizam dovodi do hipometilacije DNA u leukocitima perifernih krvi
mladih Zena (103), dok je nedavno istrazivanje pokazalo snizenu razinu globalne metilacije
DNA u majki djece s DS-om (71).

U posljednjih 20 godina provedene su brojne studije kojima se pokusalo razjasniti
postoji li veza izmedu polimorfizama gena uklju¢enih u metabolizam folata ili nedostatnog
unosa folata i rizika radanja djeteta s DS-om. Dobiveni rezultati uglavnom su kontradiktorni,
a pretpostavlja se da bi kombinacija polimorfizama dvaju ili vise gena mogla imati utjecaj na
pojavu DS-a (8,104,105). Takoder, u malom broju istrazivanja skupina mladih majki
izdvojena je iz opée populacije Zena s trudnocom s DS-om. Ipak, Copedde i suradnici
(106,107) su proucavanjem polimorfizama gena vezanih uz metabolizam folata, medu kojima
I MTHFR, gena metionin sintaze MTR (engl. 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine
methyltransferase, MTR) te gena 5-metiltetrahidrofolat-homocistein metiltransferaza
reduktaze (engl. 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase reductase, MTRR)
uocili povezanost genotipova MTHFR 677TT/MTR 2756AA i MTR 2756 AG/MTRR 66AG s

rizikom radanja djeteta s DS-om u majki mladih od 35 godina.
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1.4.2.3. Utjecaj zivotnih navika i okolisnih cimbenika

Dosadasnja istrazivanja o utjecaju okoliSnih ¢imbenika 1 Zivotnih navika na pojavu
trisomije 21 su uglavnom kontradiktorna te zasada nisu sasvim razja$njeni uéinci istih. Vise
autora uocilo je povezanost prekomjerne tjelesne tezine majki s rizikom radanja djeteta s DS-
om. Mehanizmi kojima bi tjelesna tezina mogla utjecati na nerazdvajanje kromosoma nisu
poznati, ali autori pretpostavljaju da bi mogli biti posljedica losijeg socioekonomskog statusa,
na¢ina prehrane ili fizioloskih promjena povezanih s debljinom (80,108). Veca ucestalost
trudno¢a s DS-om uocena je u majki koje su neposredno prije ostvarenja trudno¢e uzimale
hormonsku kontracepcijsku terapiju, no ovaj u¢inak povezuje se sa starijom dobi majke (60).
Nije uocena povezanost konzumacije alkohola i povecanog rizika radanja kromosomski
abnormalnog ploda (109), dok utjecaj izlozenosti duhanskim proizvodima jo§ uvijek nije
razjasnjen. Ipak, dvije skupine autora zapazaju da bi na pojavu trisomije 21 mogla utjecati
majc¢ina izloZzenost duhanskom dimu ili konzumacija duhana za zvakanje (60,110). Nadalje,
uoceno je da izlozenost dimu cigarete tijekom embrionalnog razvoja dovodi do promjena
globalne metilacije DNA (111). Ova ¢injenica ide u prilog teoriji prema kojoj bi izloZzenost
razli¢itim okoliSnim ¢imbenicima jo§ za vrijeme embrionalnog razvoja mogla utjecati na
proces rekombinacije koji se upravo odvija u fetalnom razdoblju, a $to bi u konacénici moglo
uzrokovati nastanak aneuploidinih jajnih stanica u odrasloj dobi, odnosno uzrokovati zacece
ploda s trisomijom 21. Epidemioloska istrazivanja ukazuju i na moguéi utjecaj okoli$nih
¢imbenika na pojavu trisomije 21. Dolk i suradnici (112) pretpostavljaju da bi na pojavnost
DS-a moglo utjecati atmosfersko oneciS¢enje, dok druga skupina autora navodi moguci
utjecaj oneciS¢enja vode za pi¢e (113). Smatra se da bi mogla postojati i veza izmedu
ucestalosti DS-a u Europi i izloZenosti niskim dozama zracenja kao posljedice ¢ernobilske

nuklearne katastrofe (61).

1.4.3. Cimbenici rizika oc¢eva podrijetla

Utjecaj Cimbenika oevog podrijetla na nastanak trisomije 21 znatno je rjede
proucavan u odnosu na Veliki broj istrazivanja vezanih uz maj¢ino podrijetlo. lako se smatra
kako zivotna dob oca ne utjece na pojavu trisomije 21, rezultati dosadasnjih istrazivanja nisu
jednoznaéni. Prema vecini ne postoji veza izmedu dobi oca i pojave DS-a ili se tek neznatno
veéi rizik uocava U oceva starijih od 40 godina (7,114). Suprotno tome, Steiner i suradnici
(115) uocavaju dvostruko ve¢i rizik radanja djeteta s DS-om u mladih oceva. Nadalje, kod
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trisomije 21 o€evog podrijetla u otprilike 30-45% slucajeva do nerazdvajanja kromosoma
dolazi tijekom prve mejoticke diobe, dakle znatno manje u usporedbi s tri Cetvrtine slucajeva
kod majki. Ova razlika mogla bi se objasniti ¢injenicom da sazrijevanje muskih spolnih
stanica zapocinje u pubertetu te se odvija bez razdoblja odgode, no utjecaj bi mogli imati i
drugaciji mehanizmi koji dovode do nerazdvajanja kromosoma (7). Utjecaj nepravilne
rekombinacije u slucajevima trisomije 21 oceva podrijetla jos uvijek nije dovoljno istrazen.
Olivier i suradnici (7) ne uoCavaju nepravilan polozaj rekombinacije, dok u statisticki
neznacajno vecem broju slucajeva zapazaju izostanak rekombinacije. Ipak, kanadska skupina
autora nalazi povecanu ucestalost izostanka i nepravilnog polozaja rekombinacije na

kromosomu 21 u tkivu sjemenika muskaraca s azoospermijom (116).

Saznanja 0 utjecaju zivotnih navika i okoli$nih ¢imbenika na pojavu trisomije 21
ocevog podrijetla temelje Se na proucavanju pojavnosti aneuploidija u sjemenu muskaraca.
Iako Cesto istrazivan, jo$ uvijeK nije sasvim razjasnjen utjecaj konzumacije alkohola,
duhanskog dima i kofeina. Nekoliko skupina autora u sjemenu pusaca je uoc€ilo poveéanu
ucestalost disomije 13 i aneuploidija spolnih kromosoma, ali ne i disomije 21 (117,118).
Nedavnim istrazivanjem utjecaja zivotnih navika na pojavnost aneuploidija uocena je veca
ucestalost disomije 21 u sjemenu pretilih muskaraca (119). Suprotno, snizena ucestalost
disomije 21 uocava se kod musSkaraca koji su svakodnevno konzumirali prehrambene
namirnice bogate folatima (120). Takoder se pretpostavlja da na pojavu aneuploidije utje¢u

izlozenost pesticidima i atmosferskom onecis¢enju (121,122).
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1.5.  Kromosomska nestabilnost u roditelja djece s Downovim sindromom

Genomska nestabilnost definira se kao iznimno visoka stopa genetickih promjena
nastalih tijekom stani¢nih dioba. S obzirom na razinu promjena u genomu razlikujemo
kromosomsku nestabilnost, mikrosatelitnu nestabilnost te mutacije parova baza. Nakupljanje
promjena u genomu putem razli¢itth mehanizama dovodi do promjena na razini stanica
ukljuc¢ujué¢i promijenjeni izrazaj gena, poremecaje proliferacije 1 diferencijacije stanica te
pokretanje programirane smrti stanice. Genomska nestabilnost smatra se jednim od
najvaznijih uzroka zlo¢udnih bolesti, starenja, ali i niza drugih stanja povezanih s promjenama
u genomu (123). Povisena razina genomske nestabilnosti uocava se i U osoba s DS-om.
Poznato je kako osobe s DS-om imaju povecan rizik oboljenja od ALL-a i AML-a, sklonost
preuranjenom starenju te povisenu osjetljivost na izloZenost razli¢itim okoli$nim ¢imbenicima
kao $to je rendgensko zracenje (31,33). Proucavanjem genomske nestabilnosti citogenetickim
metodama u limfocitima perifernih krvi ne nalazi se povecana razina mikronukleusa, niti
nukleoplazmatskih mostova, ali se uo¢avaju osteCenja DNA primjenom komet-testa (124).

Kromosomska nestabilnost predstavlja povecanu ucestalost promjena u broju i/ ili
strukturi kromosoma, uzrokovanih naslijedenim ili steenim unutarnjim, ili vanjskim
¢imbenicima. Promjene u broju kromosoma (aneuploidije) kao posljedica unutarnjih
¢imbenika najCeS¢e nastaju uslijed pogrjesaka nastalih tijekom rekombinacije, nepravilne
funkcije kinetohora i diobenog vretena te abnormalne regulacije stani¢nog ciklusa. Takoder,
mogu biti uzrokovane i metilacijskim procesima ili gubitkom funkcije telomera (125,91).
Kromosomska nestabilnost povezuje se s rizikom razvoja malignih bolesti, kroni¢nih
gastrointestinalnih bolesti kao Sto su ulcerozni kolitis i Crohnova bolest (126), a nalazi se i u
nasljednim sindromima kao $to su Bloomov sindrom, Fanconijeva anemija, Ataxia
telangiectasia i Xeroderma pigmentosum (127). Poznato je i kako starenjem dolazi do
povecanog broja pogrjeSaka tijekom mitotske diobe stanica $to dovodi do pojave sve veceg
broja aneuploidnih stanica. Kod Zena se to posebno odnosi na nepravilnu raspodjelu
kromosoma X (128).

Vecina osoba s DS-om poslije 40. godine oboli od demencije Alzheimerova tipa (33),
a pretpostavlja se da poviSena izrazajnost gena na kromosomu 21, to¢nije gena za prekursor
amiloidnog proteina (engl. amyloid precursor protein, APP), utjeCe na poremecaj funkcije
mozdanih stanica i razvoj DAT-a (129). Medutim, Schupf i suradnici (130,131) uocavaju ¢ak
do pet puta veéi rizik oboljenja od DAT-a i u Zena koje su u mladoj dobi imale trudnocu s

DS-om. Autori pretpostavljaju kako te majke imaju vecu sklonost nerazdvajanju kromosoma,
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Sto posljedi¢no dovodi do pojave trisomije 21 u mozdanim stanicama i razvoja DAT-a. U
prilog ovoj teoriji ide i istrazivanje kojim je u uzorcima tkiva kore mozga osoba oboljelih od
DAT-a utvrdena 10 puta veca ucestalost trisomije 21 u odnosu na kontrolne uzorke. Suprotno,

razina mozaicizma drugih kromosoma bila je jednaka kao i u kontrola (132).

Analizom perifernih krvi osoba zdrave populacije pomoéu metode FISH, u gotovo
svih osoba uocena je prisutnost malog broja stanica s trisomijom 21. Stoga se smatra da je u
veéine, ako ne i svih ljudi prisutan kripti¢ki mozaicizam za trisomiju 21 (133). Medutim, u
perifernim krvima fenotipski normalnih roditelja koji u svojoj anamnezi imaju jednu ili vise
uzastopnih trudno¢a s DS-0m uocava se znacajno veci postotak stanica s trisomijom 21 (15-
17). Poveéan broj aneuploidnih stanica razli¢itog kromosomskog podrijetla uocava se u
perifernim krvima parova s ve¢im brojem uzastopnih pobacaja (134), parova s ve¢im brojem
kromosomski abnormalnih plodova (135), te roditelja djece s trisomijom 13 ili 18 (136,137).
Sliéni rezultati dobiveni su istrazivanjima provedenim medu parovima koji u svojoj anamnezi
imaju trudno¢u s trisomijom 21. Caria i suradnici (12) uocili su veéu ucestalost
mikronukleusa induciranih mutagenima kod djece sa slobodnim oblikom DS-a, ali i kod
njihovih roditelja. Nedavnim istrazivanjima citogenetskih osobitosti perifernih krvi Zena koje
su u mladoj dobi imale trudnocu s trisomijom 21, uocava se znacajno vecéi broj pogresnih
razdvajanja kromosoma 21 (138,139). Nadalje, odredivanjem ucestalosti MN-a u limfocitima
perifernih krvi roditelja djece s trisomijom 21, Silva-Grecco i suradnici (14) uocili su vecu
sklonost nerazdvajanju kromosoma ne samo kod majki, ve¢ 1 kod o€eva takve djece. Takoder
se pokazalo kako je kod parova koji su imali dvije trudno¢e s trisomijom 21, ucestalost
mikronukleusa bila znac¢ajno visa nego kod onih sa samo jednom takvom trudnocom. Fries i
suradnici (17) uocavaju povisenu ucestalost trisomije 21 u perifernim krvima mladih roditelja
djece s DS-om te pretpostavljaju kako ti roditelji imaju sklonost nerazdvajanju kromosoma
uzrokovanu ili genetickom predispozicijom ili utjecajem okoliSnih ¢imbenika. Ovim
¢injenicama ide u prilog 1 istrazivanje Kovaleve (18) koja je utvrdila da parovi s vise
uzastopnih trudnoca sa slobodnim oblikom DS-a imaju veci postotak trisomic¢nih stanica
medu spolnim, ali i medu somatskim stanicama. U konacnici, postavlja se hipotezu da ti
parovi imaju vecu sklonost nepravilnoj raspodjeli kromosoma 1 to ne samo kod mitotskog

dijeljenja somatskih stanica, ve¢ i tijekom gametogeneze.
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1.6. Mikronukleus metoda

Mikronukleuse u eritrocitima perifernih krvi, koje danas nazivamo Howell-Jolly-jevim
tjelascima, otkrili su krajem 19. stolje¢a hematolozi William Howell i Justin Jolly. Tjelesca
predstavljaju zaostalu jezgrinu DNA koja se nije izdvojila iz eritroblasta tijekom njihova
sazrijevanja u kostanoj srzi. Sedamdesetih godina proslog stolje¢ca Heddle (140) i Schmid
(141) neovisno predlazu analizu MN-a kao jednostavan in vivo test za proucavanje utjecaja
genotoksi¢nih tvari na nastanak kromosomskih oSte¢enja u uzorcima koStane srzi. Kasnije se
razvijaju in vivo i in vitro metode analize MN-a na razli¢itim tipovima stanica. Mikronukleus-
test na limfocitima periferne krvi prvi su opisali Countryman i Heddle (142), dok se danas
najcesce upotrebljava modificirana metoda sa zaustavljenom citokinezom (engl. cytokinesis-

block micronucleus assay, CBMN), koju su 1985. godine uveli Fenech i Morley (143).

Mikronukleus-test na limfocitima periferne krvi je citogenetska metoda koja
omogucuje detekciju brojcanih kromosomskih promjena i poremecaja sinteze i funkcije
diobenog vretena, kromosomskih lomova, strukturnih kromosomskih razmjestanja,
amplifikacije gena, inhibicije stani¢ne diobe, nekroze i apoptoze. Mikronukleusi nastaju
izdvajanjem acentri¢nih kromosomskih fragmenata ili ¢itavih kromosoma zaostalih u anafazi,
koji se tijekom diobe nisu ugradili u jezgre stanica kceri (slika 2). Analiza ucestalosti MN-a
provodi se nakon druge in vitro diobe sa zaustavljanjem citokineze citohalazinom B koji
inhibira polimerizaciju aktina. Citohalazin B sprjeava diobu citoplazme, ali ne i jezgara, $to
dovodi do nastanka viSejezgrenih stanica. Mikronukleusi se analiziraju u binuklearnim
stanicama, odnosno stanicama koje su zavrSile jednu diobu jezgre. Prisutnost MN-a
pokazatelj je postojanja poremecaja u prethodnoj diobi stanice te se stoga ucestalost MN-a
moze koristiti kao kvantitativna mjera strukturnih i brojcanih promjena kromosoma u
stanicama, u uvjetima in vitro i in vivo pod utjecajem razlicitih genotoksi¢nih tvari
(19,144,145). Spontano poviseni broj MN-a javlja se kod osoba koje nisu izloZene
ksenobioticima u slu€aju poremecaja mehanizama popravka DNA ili mehanizama vezanih uz

aktivnost diobenog vretena, koji su od najveéeg znacaja za predloZeno istrazivanje.
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Slika 2. Shematski prikaz nastanka mikronukleusa izdvajanjem acentricnih kromosomskih

fragmenata ili ¢itavih kromosoma zaostalih u anafazi.

Analizom ucestalosti MN-a u mononuklearnim stanicama dobivaju se podatci o
stupnju kromosomskih o$tecenja i numeric¢kih kromosomskih aberacija nastalih in vivo, prije
kultiviranja stanica. Suprotno, analizom MN-a u binuklearnim stanicama dobivaju se podatci
0 kromosomskim promjenama nastalim in vivo, ali i promjenama nastalim in vitro uslijed
kultiviranja stanica. Smatra se kako ucestalost MN-a u mononuklearnim stanicama
predstavlja mjeru kromosomskih oSte¢enja nakupljenih tijekom godina u mati¢nim stanicama
i cirkuliraju¢im limfocitima (145). S obzirom da se mikroskopskom analizom ne mogu
razlikovati MN-i koji sadrze acentri¢cne kromosomske fragmente od onih koji sadrze cijele
kromosome, analiza sadrzaja MN-a provodi se primjenom antikinetohornih protutijela (engl.
Calcinosis Raynaud’s phenomenon esophagial dismobility sclerodactility telangiectasia
syndrome, CREST) ili ¢eS¢e metodom FISH uz upotrebu fluorescentno obiljeZenih proba
specifi¢nih za pericentromerna kromosomska podrucja (146). Prilikom analize MN-a,
istodobno se moze utvrditi i broj nukleoplazmatskih mostova (engl. nucleoplasmic bridge,
NPB) koji ukazuju na prisutnost dicentrika ili pogrjeske u segregaciji kromosoma, te
nuklearnih pupova (engl. nuclear buds, NBUD) kao posrednih pokazatelja amplifikacije gena.
Pokretanjem medunarodnog projekta HUMN (engl. The International Collaborative Project
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on Micronucleus Frequency in Human Populations) prepoznati su ¢imenici koji utjecu na
nastanak MN-a te je provedena standardizacija metode. Dakle, MN-test se pokazao kao
kompleksna, ali brza i jednostavna, odnosno idealna metoda za proucavanje kromosomske

nestabilnosti.

1.6.1. Mehanizmi nastanka mikronukleusa, nukleoplazmatskih mostova i nuklearnih pupova

Mikronukleusi sadrze acentricne kromosomske ili kromatidne fragmente ili cijele
kromosome koji se tijekom anafaze nisu vezali za diobeno vreteno i raspodijelili u jezgre
stanica kcéeri, ve¢ se okruzuju zasebnom membranom tvore¢i kromatinske strukture
morfologijom sli¢ne jezgri. Proucavanjem nastanka MN-a na mi§jim embrijima uocava se
kako MN-i nastaju isklju¢ivo nakon mitotske diobe stanica, odnosno da se nikada ne
pojavljuju u istom staniénom ciklusu u kojem je stanica izlozena X-zracCenju ili
genotoksi¢nom ¢imbeniku (147). Suprotno tome, sudbina MN-a tijekom daljnjih mitotskih
dioba stanice nije sasvim razja$njena. Jedna od teorija je da MN-i bivaju izbaceni iz stanice
uslijed nemoguénosti replikacije DNA, dok bi se prema drugoj MN-i koji sadrze kromosome
s centromernom regijom mogli ugraditi u glavnu jezgru. Pretpostavlja se da bi se MN-i koji
sadrze DNA sposobnu za replikaciju tijekom nekoliko dioba mogli zadrzati u citoplazmi kao
zasebne strukture (148). Smatra se i da se dio stanica koje sadrze MN-e eliminira procesom

apoptoze (149).

Acentriéni kromosomski fragmenti mogu nastati kao posljedica izostanka popravka
lomova DNA uslijed velike koli¢ine oSteCenja koja nadilaze kapacitete popravka stanice.
Ipak, cesce su uzrokovani nepravilnim djelovanjem nekog od mehanizama popravka
dvolan¢anih lomova DNA kao $to su homologna rekombinacija (engl. homologous
recombination, HR) i nehomologno spajanje krajeva (engl. non-homologous end joining,
NHEJ), ili mehanizma popravka jednolan¢anih lomova isjecanjem nukleotida. Acentri¢ni
fragmenti mogu nastati i kao ostatci kromosomskog materijala nastalog nakon pucanja NPB-a
(150).

Uzroci anafaznog zaostajanja cijelin kromosoma i nastanka MN-a posljedica su
razliCitih procesa koji su najéeS¢e vezani uz nepravilnu funkciju diobenog vretena i
Kinetohora, nepravilnosti u centromernom i pericentromernom podru¢ju kromosoma, ali

mogu nastati i uslijed nefunkcioniranja centrosoma ili proteina koji sudjeluju u kontroli
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stani¢nog ciklusa (125,151). Jedan od mehanizama kromosomskog zaostajanja je
hipometilacija satelitne DNA u centromernim i pericentromernim podrucjima kromosoma,
¢ime dolazi do dekondenzacije ponavljaju¢ih sekvenci, a posljedi¢no i do nemogucnosti
stvaranja odgovaraju¢ih veza izmedu mikrotubula i1 kinetohora. Hipometilacija satelitnih
regija povezuje se s nastankom strukturnih i broj¢anih kromosomskih abnormalnosti u
senescentnim stanicama (152), tumorskim te stanicama pacijenata sa sindromom
imunodeficijencije, centromerne nestabilnosti i anomalija lica (engl. Immunodeficiency,
centromere instability and facial anomalies syndrome, ICF) (153,154). Do hipometilacije
pericentromernog podrucja moze doéi i uslijed nedostatnog unosa folata ili mutacija u genima
uklju¢enim u metabolicki put folata (155,156). Nadalje, pretpostavlja se da bi nerazdvajanje
kromosoma mogle uzrokovati i mutacije u genima uklju¢enim u regulaciju dinamike vezanja

kinetohora i mikrotubula (157).

Nukleoplazmatski mostovi nastaju kao posljedica nemoguénosti raspodjele
dicentricnih kromosoma u stanice kcéeri, §to dovodi do nastanka mosta obavijenog
membranom koji se proteze izmedu dvije jezgre u binuklearnoj stanici. Dicentrici nastaju
nakon pogresnog popravka lomova DNA (kao posljedica HR ili NHEJ dva kromosoma),
nakon fuzije telomernih krajeva dvaju kromosoma ili uslijed nepravilnog razdvajanja
sestrinskih kromatida u anafazi. U stanicama se uz NPB-ove nastale uslijed izostanka ili
pogrjesnog popravka DNA ¢esto nalaze i MN-i koji sadrZe acentriéne fragmente nastale
tijekom krivog popravka (150). Povecana ucestalost NPB-a uocava se nakon izlozenosti
stanica endogenim oksidantima, ioniziraju¢em zracenju, dimu cigarete, ali i uslijed nedostatka
folata i selena (158-160). Smatra se kako pojava dicentrika u stanici dovodi do takozvanog
BFB ciklusa (engl. breakage-fusion-bridge, BFB). Tijekom anafaze dolazi do loma
dicentri¢nog kromosoma i nastanka centri¢nih kromosomskih dijelova koji se tijekom iduceg
stani¢nog ciklusa spajaju, ponovno tvoreéi dicentrik. Ciklus se ponavlja, a uslijed pogresnog
spajanja ili lomova kromosoma koji nastaju, dicentrici se smatraju jednim od naj¢es¢ih uzroka
kromosomske nestabilnosti (150). Medutim, u anafazi mogu nastati kromosomski mostovii
kao posljedica pogresne segregacije kromosoma (161). Pampalona i suradnici (162) uo¢avaju
kako tijekom anafaze u vecini slu¢ajeva ne dolazi do lomova kromosomskih mostova, vec
ostaju netaknuti tijekom procesa mitoze. Kao mogu¢i mehanizam navode odsutnost
skrac¢ivanja i/ ili produzenje kinetohornih mikrotubula vezanih za dicentrick, Sto rezultira
nepravilnom segregacijom kromosoma u jednu od stanica kceri ili izdvajanjem iz jezgre

putem MN-a. Nadalje, smatra se kako poremecaji funkcije proteina kondenzinskog i
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kohezinskog kompleksa uzrokuju stvaranje anafaznih mostova, §to posljedi¢no dovodi do

nastanka kromosomskih lomova ili nerazdvajanja kromosoma (163).

Nuklearni pupovi su malene strukture nalik mikronukleusima koje su
nukleoplazmatskom vezom povezane sa stanicnom jezgrom. Nuklearni pupovi sluze kao
indirektni pokazatelj amplifikacije odredenih gena, a nastaju izdvajanjem amplificiranog
segmenta iz stani¢ne jezgre. Najces¢e sadrze intersticijske ili terminalne acentri¢ne dijelove
kromosoma. No, smatra se da bi NBUD-ovi mogli predstavljati prijelaznu fazu u nastanku
MN-a prilikom izdvajanja kromosoma iz jezgre (164). Pretpostavlja se i da bi NBUD-ovi
mogli nastati kao posljedica izdvajanja cijelih kromosoma iz stanica nakon popravka
pogrjeske u broju kromosoma (engl. trisomic rescue) ili da nastaju nakon pucanja NPB-a
(150).

1.6.2. Genetska predispozicija, utjecaj okolisnih cimbenika i zZivotnih navika na ucestalost

mikronukleusa

Ucestalost MN-a u limfocitima zdravih ispitanika pokazatelj je spontano nastalih
oStecenja genoma nakupljenih tijekom Zivota, nastalih djelovanjem endogenih ¢imbenika ili
pod utjecajem zivotnih navika i drugih okoliSnih ¢imbenika. Genotoksi¢ne tvari mogu
potaknuti nastanak MN-a na dva nac¢ina. Aneugenim djelovanjem na komponente diobenog
aparata dolazi do nerazdvajanja ili zaostajanja kromosoma, dok klastogenim djelovanjem MN
nastaje od acentri¢nih fragmenata kromosoma nastalih uslijed kromosomskih ili kromatidnih
lomova. Spontano poviseni broj MN-a najCeS¢e nastaje uslijed poremecaja mehanizama
popravka DNA, mehanizama vezanih uz aktivnost diobenog vretena, poremecaja funkcije
diobenog aparata kao posljedice starenja ili uslijed oksidativnih procesa koji se odvijaju
unutar stanica. Poveéana ucestalost MN-a povezuje se s mutacijama i polimorfizmima gena
odgovornih za popravak DNA te gena uklju¢enih u metabolizam ksenobiotika i metabolicki
put folata. Prisustvo odredenih polimorfizama najces¢e se uocCava uslijed smanjene
sposobnosti odgovora na utjecaj razli¢itih okolisnih ¢imbenika (165). Tako se u osoba s
prisutnim polimorfizmima gena koji sudjeluju u popravku DNA XRCC1, XRCC3 (engl. X-ray
repair cross complementing 1, 3) i XPD (engl. xeroderma pigmentosum group D) uocava
povisen broj MN-a kao posljedica izlozenosti zracenju iz radnog okolisa (166,167). Iako ¢esto
istrazivana, jo§ uvijek nije sasvim razjasnjena veza polimorfizama gena glutation S-
transferaze Mu (engl. glutathione S-transferase Mu 1, GSTM1) i glutation S-transferaze theta
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(engl. glutathione S-transferase Theta 1, GSTT1) s izlozenoS¢u razli¢itim genotoksi¢nim
¢imbenicima. Povisen broj MN-a zapaza se u nositelja GSTM1-nul genotipa izlozenih
duhanskom dimu i atmosferskom onecis¢enju (168). Kirsch-Volders i suradnici (169)
uocavaju kako je ucestalost MN-a u nositelja GSTT1-nul genotipa ovisna o zivotnoj dobi. Pri
tome u ispitanika izlozenih genotoksi¢énim ¢imbenicima iz radnog okolisa u dobi od 20 godina
nalaze znatno manji broj MN-a, u odnosu na ispitanike stare 60 godina. Nadalje,
polimorfizam gena za aldehid-dehidrogenazu 2 (engl. aldehyde dehydrogenase 2 family,
ALDH2) povezuje se s porastom broja MN-a pod utjecajem alkohola (170). Uslijed
izlozenosti ionizirajuéem zracenju, hidrogen peroksidu ili nedostatnom unosu folata poveéan
broj MN-a zapaza se u limfocitima nositeljica BRCAL i BRCA2 (engl. BRCA1 and BRCA2,
DNA repair associated) mutacija (171,172).

Veliki broj istrazivanja potvrdio je ovisnost ucestalosti MN-a i NPB-a sa Zivotnom
dobi ispitanika. Pretpostavlja se da je uzrok porasta kromosomske nestabilnosti s godinama
Zivota posljedica viSegodi$nje izloZenosti okolisnim ¢imbenicima i nakupljanja pogrjeSaka u
procesima regulacije popravka DNA te funkciji diobenog aparata stanice. Ispitivanjima
porijekla MN-a uoceno je kako se s godinama povecava udio MN-a koji sadrze cijele
kromosome, najve¢im dijelom nastale kao posljedica nerazdvajanja spolnih kromosoma.
Bukvic i suradnici (128) kromosom X nalaze u otprilike 22% MN-a starijih Zena, u usporedbi
s 1,7% u mladih zena, dok u muskaraca uo¢avaju porast prisutnosti kromosoma Y s 1,6% do
10% u starijih muskaraca. Nadalje, neSto veci broj MN-a uocava se kod Zena, Sto se pak

objasnjava ve¢om ucestalo§¢u nerazdvajanja kromosoma X (173,174).

Znacajan utjecaj na razinu MN-a imaju i odredene bolesti, a uglavnom se radi o
oboljenjima koja se povezuju uz genomsku nestabilnost. Tako se povecani broj MN-a uocava
u osoba oboljelih od kroni¢nih gastrointestinalnih bolesti, osoba s DS-om te sindromima kao
Sto su Ataxia telangiectasia i Xeroderma pigmentosum (175-177). Kromosomska nestabilnost
smatra se i jednom od osobitosti premalignih i malignih stanja. Povecana ucestalost MN-a
uocava se ne samo u osoba oboljelih od razli¢itih malignih bolesti, ve¢ i u bliskih ¢lanova
obitelji (178,179). Ucestalost MN-a moze se povezati i s prisustvom neurodegenerativnih
bolesti kao $to su Parkinsonova bolest i DAT (180,181), te autoimunih bolesti poput
dijabetesa tip 1 (182), multiple skleroze (183) ili reumatoidnog artritisa (184). Vec¢a ucestalost
MN-a uocava se i u parova S problemima u reprodukciji kao §to su veéi broj spontanih
pobacaja (134), jedna ili viSe trudno¢a s kromosomski abnormalnim plodom (14,135) te

parova s teSko¢ama pri zaceéu (185). Kromosomska nestabilnost povezuje se i sa stanjima
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uzrokovanim trudno¢om: gestacijskim dijabetesom, trudno¢om uzrokovanom hipertenzijom

(186), trombofilijom (187), uteroplacentalnom insuficijencijom te preeklamsijom (188).

Utjecaj zivotnih navika na pojavnost MN-a nije sasvim razjasnjen. Tako su i rezultati
istrazivanja o utjecaju duhanskog dima na razinu MN-a uglavnom kontradiktorni. Dok neka
istrazivanja upucuju na Stetan utjecaj navike puSenja i porast broja MN-a u pusaca, dio
istrazivanja nije dokazao takvu povezanost. Rezultati istrazivanja provedenog u oOKviru
projekta HUMN pokazuju statisti¢ki znacajano povecanje broja MN-a tek u pusaca Koji puse
viSe od 30 cigareta dnevno (189,190). Nadalje, ucestala konzumacija alkohola povezuje se s
porastom MN-a, uslijed Stetnog djelovanja etanola, ali i drugih produkata nastalih tijekom
metabolizma alkohola (170). Povecana ucestalost broja MN-a povezuje se i sa svakodnevnom
konzumacijom crnog ¢aja i veéih koli¢ina kave (191). Poznato je kako su razli¢iti vitamini i
minerali neophodni za ocuvanje stabilnosti genoma, sudjeluju¢i u procesima zasStite i
popravka DNA, prevenciji oksidativnog stresa te regulaciji metilacije. Fenech i suradnici
(174) uocavaju vezu izmedu poviSenih vrijednosti MN-a i nedostatnog unosa kalcija, folata,
beta-karotena, vitamina E, retinola, te unosa visokih doza vitamina B12, riboflavina i biotina.
Autori prepostavljaju kako bi nacin prehrane, fizicka aktivnost, ali i druge Zivotne navike
mogle imati utjecaj na razinu genomskih ostecenja, te kako bi se promjenom zivotnih navika

moglo utjecati na prevenciju razli¢itih bolesti i stanja.

Uslijed znacajnog utjecaja na razinu MN-a kao kriterij iskljuenja u ovome
istrazivanju primjenjena je izloZenost pesticidima 1 herbicidima, uzimanje odredenih lijjekova
te izloZenost ioniziraju¢em zracenju u posljednjih godinu dana. Brojna istraZivanja pokazala
su kako pesticidi, herbicidi te fungicidi uzrokuju kromosomska oste¢enja i poveéavaju rizik
od razvoja neoplazija. Osim klastogenog ucinka, neki pesticidi, ali i herbicidi kao §to su
terbutilazin 1 karbofuran te fungicidna sredstva kao $to je karbendazim imaju i aneugeni
uéinak (192,193). Genotoksi¢ni ucinak lijekova dokazan je za citostatike kao §to su
metotreksat, kolhicin, vinkristin ili vinblastin te neke taksane kao §to je paklitaksel (194).
Poznato je kako ionizirajue zraCenje uzrokuje jednolancane i dvolan¢ane lomove
kromosoma, modifikacije SeCera i baza u molekuli DNA, nastanak apurinskih ili
apirimidinskih mjesta, naruSava strukturu DNA destabilizacijom vodikovih veza i pojavom
drugih oSte¢enja. Djelovanje ionizirajueg zracenja na molekule DNA moze biti direktno,
nastalo izravnim oSte¢enjem molekula DNA ili posredno djelovanjem slobodnih radikala
(195). Uslijed striktnih propisa zastite na radu i propisanih doza dijagnostickog zracenja

smatra se da izlozenost ioniziraju¢em zraCenju u propisanim uvjetima ne uzrokuje znacajnija
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ostecenja. Ipak u osoba sa smanjenom sposobnos¢u popravka DNA moze uzrokovati znacajan
porast broja MN-a. Povecana ucestalost MN-a uocava se i u djece izlozene dijagnostickom X-

zraCenju (196).

1.6.3. Indeks diobe jezgara (NDI)

Prilikom provodenja MN-testa odrediti se moze i indeks diobe jezgara (engl. nuclear
division index, NDI) koji sluzi kao pokazatelj brzine proliferacije stanica te upucuje na
trajanje stani¢nog ciklusa u uvjetima in vitro. Prvenstveno, NDI se primjenjuje kao pokazatelj
odgovora na stimulaciju diobe limfocita mitogenima te mjera citotoksi¢nosti. Pri odredivanju
NDI-a najmanja moguca vrijednost iznosi 1, a nalazi se u slucaju kada se niti jedna stanica
tijekom procesa kultiviranja ne podijeli. U slucaju kada bi se sve stanice podijele jednom,
odnosno da uslijed zaustavljene citokineze budu binuklearne, NDI bi bio 2. Vise vrijednosti
NDI-a upucuju da su se stanice podijelile veci broj puta, odnosno nalaze se stanice s tri ili vise

jezgara (19).

Znacajno nize vrijednosti NDI-a uo¢avaju se kod raznih malignih oboljenja kao $to su
karcinom debelog crijeva i karcinom pluca (197), ali i kod kroni¢nih oboljenja koja ukljucuju
upalne procese (198). Smatra se da stanice koje sadrze genomska ili kromosomska o$tecenja
imaju vecu vjerojatnost ulaska u apoptozu ili nekrozu te smanjenu sposobnost diobe.
Pokazalo se i da aneuploidne stanice u uvjetima in vivo i in vitro imaju slabiji potencijal rasta
u odnosu na euploidne stanice. S obzirom da se NDI smatra biomarkerom citotksi¢nosti nize
vrijednosti NDI-a nalaze se i kao posljedica izlozenosti okolisnim ¢imbenicima. Minozo i
suradnici (199) nize vrijednosti NDI-a u osoba profesionalno izlozenih olovu objasnjavaju s
vise teorija. Prema jednoj, nize vrijednosti NDI-a mogle bi biti posljedica veceg broja stanica
koje su usle u nekrozu ili apoptozu uslijed oStecenja DNA nastalih djelovanjem olova.
Navode i1 kako bi uslijed genotoksi¢nog djelovanja olova moglo do¢i do odgode stani¢ne
diobe ili do smanjene proliferacije stanica dolazi zbog broj¢anih kromosomskih promjena

nastalih posrednim klastogenim djelovanjem olova.
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1.7. Test izazova mitomicinom

Kao posredni pokazatelji uspjesnosti popravka DNA koriste se testovi osjetljivosti na
mutagene u kulturi limfocita periferne krvi. Uslijed djelovanja mutagena u stanicama dolazi
do genomskih osteenja, dok ¢e koli¢ina nastalih oStecenja ovisiti 0 osjetljivosti stanice na
djelovanje mutagena, te o sposobnosti stanice za popravak nastalih oSte¢enja. Dakle,
individualne razlike u osjetljivosti na izlozenost mutagenu dovode do nakupljanja razlicite
koli¢ine genomskog osteéenja, odnosno vise razine genomske nestabilnosti, a koja za
posljedicu mozZe imati razvoj niza zlo¢udnih bolesti (200). Smatra se kako razlike u
osjetljivosti na mutagen mogu biti posljedica izlozenosti vanjskim S$tetnim utjecajima ili
genetske predispozicije, odnosno nefunkcionalnosti gena uklju¢enih u mehanizme popravaka
DNA (201,202). Testovi osjetljivosti na mutagene pokazali su se kao jednostavni, osjetljivi i
pouzdani biomarkeri za procjenu rizika razvoja bolesti povezanih s genomskom nestabilno$éu
(200).

Jedan od takvih standardnih testova je i test osjetljivosti na mitomicin kojim se
odreduje sposobnost stanica za popravak pogrjeSaka nastalih nakon izlaganja mutagenu
mitomicinu C (MMC) (203). Osim neposrednog oste¢enja molekule DNA, MMC uzrokuje
stvaranje kovalentnih veza izmedu komplementarnih lanaca DNA, vezuéi se na gvaninske
ostatke 5'-CG-3' sekvence u malom utoru DNA. Dakle, kao bifunkcionalni alkilirajuéi agens
uzrokuje ukrizeno (unakrsno) povezivanje komplemetarnih lanaca DNA, §to posljedi¢no
dovodi do kromosomskih lomova ili delecija. Mehanizmi kojima se popravljaju pogrjeske
nastale ukrizenim vezanjem lanaca DNA nisu sasvim razjasnjeni. No, Smatra se da se
zasnivaju na dva osnovna nacina djelovanja: procesima homologne rekombinacije koja nije
sklona pogrjeskama te procesu sinteze translezije (204). lako se MMC primarno smatra
klastogenom, dokazan je i njegov aneugeni ucinak (205). Istrazivanjem kromosomskog
sadrzaja MN-a nakon izlaganja MMC-u, kao moguc¢i mehanizmi djelovanja na nerazdvajanje
ili gubitak kromosoma navode se kromosomski lomovi u pericentromernom podrucju te

povecan stupanj dekondenzacije heterokromatinskih regija (206).
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

. Parovi koji su u mladoj Zivotnoj dobi imali trudno¢u sa slobodnim oblikom Downova
sindroma imaju vecu sklonost nepravilnom razdvajanju kromosoma tijekom mitotske
diobe limfocita periferne krvi.

. Istu sklonost nerazdvajanju kromosoma navedeni parovi imaju i u spolnim stanicama.

. Ucestalost mikronukleusa mogla bi posluziti kao biomarker za procjenu rizika nastajanja
numeric¢kih kromosomskih aberacija u idu¢im trudno¢ama.

. U mladih parova s trudno¢om sa slobodnim oblikom Downova sindroma u anamnezi
postoje odstupanja u sposobnosti stanica za popravak pogrjesSaka nastalih nakon izlaganja

mutagenu mitomicinu C.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

OPCI CILJ:

. Cilj ovog istrazivanja je ispitivanje mogucénosti koriStenja mikronukleus metode i
FISH metode u procjeni rizika nastajanja numerickih kromosomskih abnormalnosti u mladih
zena 1 njihovih partnera, koji u svojoj obiteljskoj anamnezi imaju trudnocu ili rodeno dijete s

trisomijom 21.

SPECIFICNI CILJEVI:

. Odrediti da li medu mladim parovima u ispitivanoj skupini postoji povecana sklonost
nerazdvajanju kromosoma prilikom mitotske diobe stanica periferne krvi koristenjem

mikronukleus metode i FISH metode.

. U slu€aju da istraZivanje pokaZze znacajnu razliku u broju mikronukleusa izmedu
ispitivane i kontrolne skupine mladih parova, mikronukleus metoda bi se mogla predloziti kao
prognosticki biomarker. Pri tome bi se kod parova koji su imali u jednoj od prethodnih
trudnoca trisomiju 21 pratile promjene molekularno-citogenetickih osobitosti perifernih krvi,
na temelju kojih bi se mogao odrediti relativni rizik ponavljanja trisomije 21, ali i drugih

numeriC¢kih kromosomskih poremecaja.

. Usporediti vrijednosti indeksa diobe jezgara u perifernim krvima parova ispitivane

skupine u odnosu na usporednu skupinu.

. Primjenom testa izazova mitomicinom usporediti sposobnost stanica za popravak
pogrjesaka nastalih nakon izlaganja mutagenu mitomicinu C izmedu ispitivane i usporedne
skupine.

. Ispitati postoji li povezanost izmedu razine mikronukleusa 1 demografskih ¢imbenika,
osobitosti medicinske 1 osobne anamneze, izloZenosti okoliSnim ¢imbenicima te Zivotnim 1
prehrambenim navikama parova ispitivane i usporedne skupine, prikupljenih anketnim

upitnikom.
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4. ODABIR ISPITANIKA I METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Odabir ispitanika

U istrazivanju je sudjelovalo 60 osoba ispitivane skupine, odnosno 30 parova (majke i
oc¢evi) koji su u dobi manjoj od 35 godina imali trudnocu ili dijete rodeno sa slobodnim
oblikom DS-a (trisomija 21). Parovi ukljuéeni u istrazivanje upuceni su na prenatalnu
dijagnostiku na Kliniku za ginekologiju i porodnistvo Klini¢ke bolnice ,,Sveti Duh® ili su
Ispitanice u nasoj ustanovi rodile dijete s DS-om. U svih parova trisomija 21 utvrdena je
citogenetskom analizom stanica korionskih resica ili plodove vode (slika 3) u slucaju

prenatalne dijagnostike, ili kariotipizacijom perifernih krvi djece s DS-om.

Parovi usporedne skupine odabrani su medu roditeljima kod kojih su majke u nasoj
ustanovi kontrolirale trudnoc¢u i rodile dijete. Usporedna skupina obuhvatila je 30 parova
(majke i oCevi) s najmanje dva uredna poroda i bez povijesti spontanih pobacaja ili drugih
reproduktivnih problema, te negativne obiteljske anamneze na kromosomske i genske
poremecaje. Prosje¢na Zivotna dob majki i oceva usporedne skupine uskladena je sa

starosnom dobi zena i muskaraca ispitivane skupine.
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Slika 3. Zenski kariotip sa slobodnim oblikom DS-a dobiven citogenetskom analizom kulture

stanica plodove vode.
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Svi parovi su prije pristupanja vadenju krvi ispunili anketni upitnik kako bi se dobio
uvid u njihovu osobnu i obiteljsku anamnezu, te kako bi se utvrdili ¢imbenici koji mogu
utjecati na ucestalost javljanja MN-a (X-zracenje, infekcije, lijekovi, puSenje, uzimanje droga,

konzumiranje kave, ¢aja, alkohola i vitamina, okoliSni ¢cimbenici).

Iz daljnjeg istrazivanja iskljuceni su ispitanici kod kojih se utvrdilo da boluju od kroni¢nih
bolesti, uzimaju odredene lijekove ili su u posljednjih godinu dana imali akutnu infekciju.
Takoder su iskljuceni parovi koji su bili izloZeni pesticidima ili herbicidima, ili su u
posljednjih godinu dana bili izloZeni ioniziraju¢em zracenju kao $to su rendgensko zracenje i

kompjuterizirana tomografija (engl. computed tomography, CT).

Ispitivanja su provedena na uzorcima periferne krvi te je svim majkama i ofevima
ispitivane i usporedne skupine venepunkcijom uzeto 3 mL pune krvi u sterilni spremnik s
antikoagulansom natrijevim heparinom (BD Vacoutiner). Do obrade koja je provedena
najkasnije unutar 24 sata, uzorci su pohranjeni u hladnjak pri temperaturi od 4°C. Kod parova
ispitivane skupine uzorkovanju krvi pristupilo se u vremenskom razdoblju od najvise godinu
dana nakon dijagnosticirane trudno¢e s DS-om. Roditelji usporedne skupine u istrazivanju su

sudjelovali nakon poroda ili za vrijeme kontroliranja trudnoce.

Istrazivanje je provedeno u Odjelu za laboratorijsku citogenetiku Klinike za
ginekologiju i porodnistvo Klini¢ke bolnice “Sveti Duh” u razdoblju od sije¢nja 2015. godine
do prosinca 2018. godine. Sudjelovanje ispitanika u istrazivanju bilo je moguce tek nakon
davanja pismene suglasnosti u vidu informiranog pristanka, $to podrazumijeva da je ispitanik
dobio i razumio sve potrebne informacije o istrazivanju. Predlozeno istrazivanje odobrilo je
Eticko povjerenstvo Klini€ke bolnice “Sveti Duh” 1 Eti€¢ko povjerenstvo Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu, a provedeno je u skladu sa svim primjenljivim smjernicama
¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje istrazivanja, sigurnost osoba koje u njemu sudjeluju

te zasStitu osobnih podataka ispitanika.

32



4.2. Metode

Sklonost pogresnom razdvajanju kromosoma tijekom mitotske diobe u limfocitima
perifernih krvi odredivali smo uz pomo¢ molekularno-citogenetickih metoda. U istraZivanju
su koristene sljedec¢e metode: mikronukleus-test, fluorescencijska in situ hibridizacija, te test

izazova mitomicinom.

4.2.1. Mikronukleus-test

Za analizu MN-a primjenili smo in vitro metodu na limfocitima periferne krvi uz
zaustavljenu citokinezu. Uzorak pune krvi svakog ispitanika uzgaja se u dvije odvojene
stani¢ne kulture. U 5 mL kompletnog hranilista (PB-MAX karyotyping medium, Gibco) koji
sadrzi medij RPMI, fitohemaglutinin, tele¢i fetalni serum i L-glutamin doda se 0,5 ml pune
krvi. Kultivacija se odvija tijekom 72 sata u inkubatoru za stani¢ne kulture (Heraeus, HeraCell
240) pri temperaturi od 37°C i 5% CO,. Radi sprjecavanja diobe citoplazme nakon 44 sata
dodaje se citohalazin B (gotova otopina u dimetil sulfoksidu koncentracije 10 pg/mL, Merck)
u kona¢noj koncentraciji od 3 ng/mL. Kultura se inkubira jo$ 16 sati, nakon ¢ega se epruvete
centrifugiraju sedam minuta pri 800 okretaja u minuti. Nadtalog se odstrani, a stani¢na
suspenzija se fiksira ispiranjem tri puta u fiksativu koji sadrzi ledenu octenu kiselinu i
metanol u omjeru 1 : 3 (Merck). Nakon posljednjeg centrifugiranja talogu se dodaje otprilike
0,5 mL svjezeg fiksativa, te se suspenzija limfocita isti ili sljede¢i dan nakapa na suha
predmetna stakla. Preparati se suSe preko no¢i na sobnoj temperaturi te se boje u 10%-tnoj

otopini boje Giemsa (Merck) u fosfathom puferu (Gurr Buffer Tablets, Gibco).

Preparati se analiziraju svjetlosnim mikroskopom pri povec¢anju od 1000 puta. Analiza
mikronukleusa provodi se prema postupnicima kolaboracijskog projekta HUMN (158). U
svakom uzorku analizirali smo po 1000 binuklearnih limfocita, odnosno po 500 binuklearnih
limfocita iz svake od dviju stani¢nih kultura. Analiziraju se samo binuklearni limfociti sa
sacuvanom membranom i citoplazmom te jezgrama koje se ne preklapaju (slika 4a).
Mikronukleus se definira kao mala jezgra s promjerom izmedu 1/16 do 1/3 glavne jezgre.
Boje se istim intenzitetom kao i glavna jezgra te se prilikom analize mogu dodirivati, ali ne i

preklapati s glavnom jezgrom (slika 4b).
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Prilikom analize svakog uzorka odredi se:

1.  udestalost MN-a na 1000 binuklearnih stanica (ukupan broj MN-a na 1000 stanica)
(slike 4a i 4b);

2. udestalost binuklearnih stanica s MN-ima na 1000 stanica;

3. raspodjela binuklearnih stanica s MN-ima, odnosno broj stanica s jednim, dva ili vise
MN-a;

4.  ucestalost MN-a na 1000 mononuklearnih stanica (slika 4c);

5. UCestalost nukleoplazmatskih mostova na 1000 binuklearnih stanica (slika 4e);

6.  Ulestalost nuklearnih pupova na 1000 binuklearnih stanica (slika 4f);

7. indeks diobe jezgara (NDI), odreduje se analizom zastupljenosti stanica s jednom ili
vise jezgara (Slika 4d) na 500 stanica, te se racuna prema formuli (143):

broj mononukl. st.+2 x broj bilnukl. st.4+3 x broj trinukl. st.4+4 x broj tetraukl. st.

NDI =

ukupan broj stanica
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Slika 4. Prikaz analize MN-testa. a) binuklearna stanica; b) binuklearna stanica s MN-om; c)
mononuklearna stanica s MN-om; d) tetranuklearna stanica; e) NPB i f) NBUD u

binuklearnim stanicama.
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4.2.2. Fluorescencijska in situ hibridizacija (FISH)

S obzirom da se mikroskopskom analizom ne mogu razlikovati MN-i koji sadrze
acentricne kromosomske fragmente od onih koji sadrze cijele kromosome, MN-test se
nadopunjuje metodom FISH. Primjenom probe specifi¢ne za pericentromerna podrucja svih
kromosoma (pancentromerna proba) omoguceno je utvrdivanje sklonosti nerazdvajanju sva
23 para kromosoma, dok se upotrebom proba specifi¢nih za kromosom 21 zasebno ispituje

segregacija kromosoma 21 (slika 5).
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Slika 5. Shematski prikaz FISH-analize s pancentromernom i centromernom probom

O «—

specificnom za odredeni kromosom. Primjenom pancentromerne probe razlikujemo
mikronukleuse koji sadrze acentri¢ne fragmente (a) i cijele kromosome (b). Upotrebom probe
specificne za centromeru odredenog kromosoma ispituje se segregacija odredenog
kromosoma, pri ¢emu je moguce razlikovati da li se radi o zaostajanju (b) ili nerazdvajanju

kromosoma (c).

Izvor: prilagodeno prema slici Fenecha i suradnika (159).
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FISH-analiza provedena je u podskupini od 13 roditelja ispitivane skupine (osam Zena
I pet muskaraca) kod kojih je zamije¢ena najveca ucestalost mikronukleusa. Iz usporedne
skupine izdvojeno je 10 uzoraka majki i ofeva koji omjerom prema Spolu i prosje¢noj dobi

odgovaraju podgrupi ispitivane skupine.

FISH se provodi prema uputama proizvodaca fluorescencijskin probi (Leica
Biosystems, Germany), na preparatima pripremljenim prilikom obrade uzoraka perifernih krvi
za potrebe MN-testa. Pri tome se dio stani¢ne suspenzije nakapa na suha predmetna stakla

koja se nakon susenja na sobnoj temperaturi do obrade ¢uvaju na -20 °C.

Priprema preparata. Predmetna stakla se izvade iz friZzidera te se osu$e na sobnoj temperaturi.
Zatim se inkubiraju dvije minute u otopini natrijeva citrata (2 x SSC, Merck) te pet minuta u
0,005%-tnoj otopini pepsina u 10 mM klorovodi¢noj kiselini (HCI) (Leica Biosystems),
prethodno zagrijanima na 37 °C. Slijedi inkubacija u fosfatnom puferu (1 x PBS, pH 7,4,
Invitrogen) tijekom pet minuta na sobnoj temperaturi. Preparati se zatim fiksiraju 10 minuta u
1%-tnoj otopini formaldehida/1 x PBS/20 mM MgCly, te ispiru tijekom pet minuta u otopini 1
X PBS pri sobnoj temperaturi. Predmetna stakla se dehidriraju u seriji etanola rastuce
koncentracije — po jednu minutu u 70%-tnom, 85%-tnom i 100%-tnom etanolu. Preparati se

osuse na zraku.

Nanosenje FISH proba. U istrazivanju smo koristili komercijalne FISH probe koje su

direktno obiljezene fluorokromima:

1. pancentromernu probu specifiénu za centromere svih kromosoma (My Probes,
Cytocell)
2. centromernu probu 13/21 specifi¢nu za centromere kromosoma 13 i 21 (Kreatech

FISH probes, Leica Biosystems)
3. probu specificnu za lokus 21922 (Kreatech FISH probes, Leica Biosystems).

Prema uputama proizvodaca probe se zagriju na sobnu temperaturu, te se prije upotrebe
epruvete lagano centrifugiraju, promijesaju vorteksiranjem te ponovno centrifugiraju.
Pancentromerna proba razrijedi se s hibridizacijskim puferom u omjeru 1 : 1 te se po 5 uL
probe nanese na dva predmetna stakla pripremljena iz dviju stani¢nih kultura istog ispitanika.
Na suprotni kraj navedenih predmetnih stakala nanosi se 5 pLL pomijesane centromerne probe
13/21 i probe specificne za lokus 21g22. Na predmetna stakla pazljivo se stave pokrovnice

koje se pricvrste teku¢im ljepilom.
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Denaturacija i hibridizacija. Pripremljena stakla stavljaju se u uredaj za hibridizaciju
(Thermobrite, Leica Biosystems) u kojem se odvija istovremena denaturacija FISH proba i
preparata pri 75 °C tijekom pet minuta, a zatim i hibridizacija tijekom 72 sata u vlaznim

uvjetima pri temperaturi od 37 °C.

Ispiranje preparata. Preparati se ispiru u otopini 0,4 x SSC/0,3% Tween 20 (Tween 20, 10%-
tna vodena otopina, Merck), prethodno zagrijanoj na 73 °C, tijekom dvije minute, te otopini 2
x SSC/0,1% Tween 20 tijekom jedne minute. Preparati se zatim kratko ohlade u otopini 2 x
SSC-a i dehidriraju u seriji etanola (70%, 85% i 100%), tijekom jedne minute u svakoj
koncentraciji. Nakon sus$enja na sobnoj temperaturi na preparate se dodaje 10 pL otopine

fluorescencijske boje DAPI (Leica Biosystems) te se stavi pokrovnica.

Analiza FISH preparata. Preparati se analiziraju fluorescencijskim mikroskopom povezanim
sa softverskim sustavom Isis Fluorescence Imaging System (MetaSystems). Kod svakog
ispitanika odredili smo ucestalost MN-a s ili bez signala na 500 binuklearnih limfocita.
Upotrebom pancentromerne probe odreduje se ucestalost nerazdvajanja svih kromosoma, dok
se primjenom proba specificnih za centromere 13/21 i lokus 2122 zasebno ispituje
segregacija kromosoma 21. Nadalje, ucestalost nerazdvajanja kromosoma 21 analizirana je i u

jezgrama 500 binuklearnih stanica bez mikronukleusa.
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4.2.3. Test izazova mitomicinom

Upotrebom testa izazova mitomicinom odreduje se sposobnost stanica za popravak
pogrjesaka nastalih nakon izlaganja mutagenu MMC-u. Metoda se temelji na utvrdivanju
broja MN-a u limfocitima perifernih krvi koji su u in vitro uvjetima bili izlozeni MMC-u, te

usporedbi s vrijednostima dobivenim klasi¢nim MN-testom.

Test izazova mitomicinom provodi se na uzorcima pune krvi parova ispitivane i
usporedne skupine. Dvije odvojene stani¢ne kulture uspostavljaju se prema prethodno
opisanom protokolu za MN-test na limfocitima perifernih krvi, pri ¢emu se u kulturu nakon
48 sati dodaje mitomicin C (Merck) u koncentraciji od 0,5 pg/mL (144). Prilikom analize
preparata odreduje se ucestalost mikronukleusa na 1000 binuklearnih stanica te raspodjela
MN-a u binuklearnim stanicama (broj stanica s jednim, dva ili viSe MN-a). Dobivene
vrijednosti usporede se s ucestalos¢u MN-a utvrdenih klasiénim MN-testom. Prema

prethodno navedenoj formuli odredi se indeks diobe jezgara (NDI).
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4.2.4. Anketni upitnik

Za prikupljanje demografskih podataka, obiteljske i medicinske anamneze te zivotnih i
prenhrambenih navika Koristili smo upitnik kreiran iz vise prethodno validiranih anketnih
upitnika vezanih uz utvrdivanje utjecaja izloZzenosti genotoksi¢nim tvarima za vrijeme
prenatalnog i postnatalnog perioda (projekt NewGeneris, Barcelona Institute for Global
Health). Upitnik za majke i oeve razlikuje se utoliko Sto upitnik za oCeve ne ukljucuje pitanja

vezana uz reproduktivnu proslost te tijek i ishod trudnoca (prilozi 1 i 2).
Anketni upitnik sadrzi sljedece podatke:

- sociodemografski podatci;

- obiteljska i medicinska anamneza (preboljene bolesti, infekcije, alergije, uzimanje
lijekova, izloZenost zracenju);

- reproduktivna proslost (broj, tijek i ishod prethodnih trudnoca);

- prehrambene navike (na¢in prehrane, uzimanje vitamina, minerala ili drugih dodataka
prehrani);

- zivotne navike (konzumacija alkohola, kave, ¢aja, opojnih sredstava, puSenje);

- izlozenost okolisnim ¢imbenicima na radnom mjestu i mjestu stanovanja.

Usporedbom podataka prikupljenih anketnim upitnikom i vrijednostima dobivenim MN-
testom, ispitali smo postoji li povezanost izmedu demografskih ¢imbenika, obiteljske i
medicinske anamneze te Zivotnih i prehrambenih navika, i ucestalosti MN-a u parova

ispitivane i usporedne skupine.
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4.3. StatistiCka ras¢lamba

Statisticka analiza provedena je koriStenjem softverskih paketa Statistica (StatSofft,
Inc. (2013). STATISTICA (data analysis software system), version 12. www.statsoft.com) te
MedCalc verzija 18.11 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org;
2018).

Veli¢ina uzorka od 60 ispitanika po skupini dobivena je koriStenjem podataka
objavljenih u radu Silva-Grecco-a i suradnika (14). U navedenoj publikaciji autori postavljaju
grani¢nu vrijednost od Sest MN-a. Takva proporcija MN-a nadena je u znatno veéem postotku
u ispitivanoj skupini (u 88,5% majki i 77,8% oceva), nego u usporednoj skupini (29,2% majki
odnosno 33,3% oceva). Uzorak izraunat na taj nacin pomoc¢u metode opisane od Chow i
suradnika (207) iznosi od 12 do 24 ispitanika po skupini uz granicu statisticke znacajnosti od
0,05 i snagu testa od 90%. Uzorak je naknadno povecan na ukupno 60 osoba (30 parova
roditelja) kako bi se omogudila odvojena analiza majki i ofeva te kako bi se izbjegli

eventualni problemi u kvaliteti i raspolozivosti materijala.

Rezultati za kontinuirane varijable prikazani su kao aritmeticka sredina (AS),
standardna devijacija (SD), medijan (M), interkvartilni raspon (IQR) te raspon. Rezultati
kategorijskih varijabli prikazani su kontingencijskim tablicama s apsolutnim brojevima i
udjelom (%) od ukupnog broja opazanja za svaku varijablu ukupno te prema podskupinama.
Raspodjela kontinuiranih varijabli medu skupinama provedena je Mann-Whitney U-testom
(za usporedbu ispitivane i usporedne skupine) te medu podskupinama Kruskal-Wallis
analizom varijance (ANOVA) uz post-hoc analizu. Raspodjela za kategorijske varijable medu
skupinama i podskupinama analizirana je hi-kvadrat testom. Odgovaraju¢im regresijskim
modelom pokusSat ¢e se modelirati utjecaj prediktorskih varijabli na ishod istrazivanja. Kako
bi se utvrdila povezanost nezavisnih (prediktivnih) varijabli s ishodima (ucestalost MN-a,
NBUD-ova, NPB-a, MN-a u mononuklearnim stanicama i vrijednosti NDI-a) te s ishodima
koriStenjem drugih metoda (test izazova mitomicinom i FISH) provedena je Spearmanova
korelacijska analiza. Kao prediktori za ishode (ucestalost MN-a, NBUD-ova, NPB-a, MN-a u
mononuklearnim stanicama i vrijednosti NDI-a) u multivarijatne regresijske modele
ukljucene su: (1) unaprijed odabrane prediktivne varijable (1.2.2B — broj spontanih pobacaja,
1.3.6. — rendgensko snimanje u posljednjih 10 godina, 2.1.10. — konzumacija vitaminskih
pripravaka s folnom kiselinom, 2.2.1. — konzumacija alkohola, 2.2.3. — pusenje, 2.2.6. —

izlozenost duhanskom dimu od strane ukuéana, 3.1.4A - izloZenost kemikalijama na radnom
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mjestu (otapala, boje, adhezivna sredstva) koristenjem modela svih uc¢inaka; te (2) prediktivne
varijable koje su u univarijatnoj Spearmanovoj korelacijskoj analizi pokazale statisticku
povezanost uz p<0.10 uz stupnjeviti unatrazni pristup formiranja multivarijatnog modela. Za
ishodisne varijable provedena je ROC (engl. receiver operating curve) analiza za usporedbu
medu skupinama. Kako je jedino za ukupan broj MN-a utvrdena statistiCki znacajna
dijagnosticka vrijednost za navedenu je varijablu izraunata povrsina ispod ROC krivulje te
granice povecanog rizika uz osjetljivost i specificnost te prikazana ROC krivulja. Razina
statisticke znacCajnosti postavljena je na p=0,05, uz odgovaraju¢u korekciju za viSestruke

usporedbe (Kruskal-Wallis ANOVA).
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5. REZULTATI

U istrazivanje smo ukljuéili 60 osoba ispitivane skupine, odnosno 30 parova (majke i
ocevi) koji su u dobi manjoj od 35 godina imali trudnocu ili dijete rodeno sa slobodnim
oblikom DS-a (trisomija 21), te 30 parova usporedne skupine (60 osoba, majke i ocevi) s
najmanje dva uredna poroda i bez povijesti reproduktivnih problema. Metode MN-test na
limfocitima periferne krvi i test izazova mitomicinom provedene su na uzorcima Krvi svih
parova ispitivane i usporedne skupine. Uslijed neadekvatnih preparata za analizu MN-a iz
daljnjeg istrazivanja iskljuCena su tri para iz ispitivane skupine (majke i ocevi) te su sve
daljnje analize provedene na ukupno 54 roditelja, odnosno 27 parova ispitivane skupine i 30
parova usporedne skupine (60 osoba).

Nije bilo statisticki znacajne razlike u dobi izmedu roditelja ispitivane i roditelja
usporedne skupine (Mann-Whitney U=1593; z=0,153; p=0,878). Srednja dob roditelja
ispitivane skupine iznosila je 32,5 godine, a roditelja usporedne skupine 32,3 godine.
Ispitivana i usporedna skupina podijeljene su u dvije podskupine prema spolu: majke i ocevi
(tablica 3). Takoder nije bilo statisticki znacajne razlike u dobi izmedu majki ispitivane i
usporedne skupine (Kruskal-Wallis-test, vrijednosti z i p korigirane za viSestruke usporedbe,
z=0,348; p=1,000) te oCeva ispitivane i usporedne skupine (Kruskal-Wallis-test, vrijednosti z i
p korigirane za viSestruke usporedbe, z=0,132; p=1,000). Raspodjela dobi roditelja svih
podskupina prikazana ja na slici 6.

Tablica 3. Usporedba Zivotne dobi roditelja izmedu ispitivane i usporedne skupine.

Zivotna dob (godine)

Skupina N Min. Maks. 25.perc. Medijan 75. perc. p
Ispitivana 54 28,0 38,0 30,0 33,0 34,0 20.878
Usporedna 60 25,0 36,0 31,0 33,0 34,5 ’
Majke
Ispitivana 27 28,0 35,0 30,0 32,0 34,0 b1 000
Usporedna 30 250 35,0 30,0 32,5 33,0 '
Ocevi
Ispitivana 27 29,0 38,0 31,0 33,0 35,0 b1 000
Usporedna 30 27,0 36,0 32,0 34,0 35,0 '

N — broj osoba; 2Mann-Whitney U-test; "Kruskal-Wallis-test, p-vrijednost (dvostrana)

korigirana za viSestruke usporedbe.
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Slika 6. Raspodjela zivotne dobi majki i o¢eva ispitivane i usporedne skupine.

Podatci o trudno¢ama parova ispitivane i usporedne skupine prikazani su u tablici 4.
Statisticki znacajna razlika izmedu ispitivane i1 usporedne skupine odnosila se na broj
zivorodene zdrave djece (Mann-Whitney U=200; z=-0,859; p<0,001) te veci udio parova
ispitivane skupine koji su imali problema s neplodno$¢u (Pearson y2-test 4,606; df=1;
p=0,032). Pri tome je jedan par trudnocu ostvario nakon tri godine nezasti¢enih odnosa, a
drugi uz pomo¢ medicinski potpomognute oplodnje. Nije bilo statisticki znacajne razlike u
pojavnosti komplikacija trudnoce kao §to su trudno¢om uzrokovana hipertenzija, gestacijski
dijabetes ili insufcijencija cerviksa izmedu majki ispitivane i usporedne skupine. Od ukupno
27 parova ispitivane skupine, 26 ih je imalo jednu trudnocu sa slobodnim oblikom DS-a, dok
jedan par ima zivorodeno dijete s DS-om. Kariotipizacijom fetalnih stanica i limfocita
periferne krvi rodenog djeteta, muski spol je naden u 62,96%, a Zenski u 37,04% analiziranih
uzoraka (tablica 5). Prosjecna gestacijska dob kada je postavljena dijagnoza DS-a iznosila je
15,6 tjedana trudnoce, dok je najc¢esca indikacija za prenatalnu dijagnostiku bio povisen rizik
za trisomiju 21 dobiven kombiniranim probirom uz prisustvo ultrazvué¢nih biljega (48,15%

majki).
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Tablica 4. Usporedba klinickih osobitosti i ishoda trudno¢a izmedu parova ispitivane i

usporedne skupine.

Ispitivana skupina Kontrolna skupina p
Broj trudnoca 21+0,9 22+04 20 281
(sr. vrijednost + SD) (raspon) 1-5) (2-3) ’
Broj spontanih pobacaja 0,2+0,5 0 20 089
(sr. vrijednost + SD) (raspon) 0-2) ’
Broj Zivorodene zdrave djece 0,9+0,6 22+04 a< 0.001*
(sr. vrijednost + SD) (raspon) (0-2) (2-3) ’
Gestacijska dob poroda¥ 39,50 + 0,94 39,30+ 0,80 20,097
(sr. vrijednost + SD) (raspon) (37 -41) (37,5-40.5) ’

Porodajna tezina*

3425,79 + 344,18 3397,17 + 382,70

(sr. vrijednost + SD) (raspon) (2850 — 4100) (2770 - 4720) 0,514
NEEI?;,?OSt§ 4 (7,41) 0/60 (0) bg 032*
Komplikacije trudnoce

Bezﬁrggema 24 (88,89) 26 (86,67) 0,800

HipeNrt(eOZZ)ija 0 (0) 3 (10,00) 0,094

Preeﬁlgao;r)])psija 0(0) 0 (0)

EkIT\Im(E))/sOi)ja 0 (0) 0(0)

GestNac(ioj/iri dijabetes 2 (7.41) 1(3,33) b0 495

Insuficijencija cerviksa 1(3,70) 0(0) b0, 288

N (%)

SD — standardna devijacija; n — broj ispitanika (majke i ocevi); N — broj trudnica.

¥Srednje vrijednosti gestacijske dobi u terminu poroda Zivorodene djece izraZene u tjednima

trudnoce.

4 . .o . . v e :
*Srednje vrijednosti porodajne tezine zZivorodene djece.

SParovi Kkoji su trudnocu ostvarili nakon vise od godinu dana nezastiéenih odnosa i/ili
sudjelovali u postupcima medicinski potpomognute oplodnje.

aMann-Whitney U-test; ®Pearson y?-test. *p<0,05.
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Tablica 5. Prikaz osobitosti trudno¢a s Downovim sindromom u parova ispitivane skupine.

Gestacijska dob (tjedni trudnoée)*

+ : -
(srednja vrijednost = SD) (medijan; raspon) 15,648 (14,0; 12,0 - 38,0)

Indikacija za kariotipizaciju
Biokemijski rizik + UZV

N (%) 13 (48,15)
Samo biokemijski probir
N (%) 4 (14,81)
Samo UzZV
N (%) 9 (33,33)
Rodeno dijete
N (%) 1(3,70)
Spol
Muski
N (%) 17 (62,96)
Zenski
N (%) 10 (37,04)
Omjer spola (muski/Zenski) 1,7

SD - standardna devijacija; N — broj parova.

¥Gestacijska dob u trenutku postavljanja dijagnoze DS-a.
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5.1. Rezultati mikronukleus-testa

Ucestalost MN-a te raspodjela MN-a u binuklearnim stanicama u ispitivanoj i
usporednoj skupini te podskupinama majki i o¢eva prikazani su u tablici 6. Srednja vrijednost
ucestalosti MN-a na 1000 binuklearnih stanica u parova usporedne skupine iznosila je 6,1 (SD
+ 2,75; medijan 6 MN-a), dok je u parova ispitivane skupine naden statisti¢ki znacajno veéa
ucestalost MN-a (10,93 = 7,99; medijan 8 MN-a na 1000 binuklearnih stanica) (Mann-
Whitney U=967; z=3,703; p<0,001). Statisticki znacajno vece vrijednosti u parova ispitivane
skupine utvrdene su i za ucestalost binuklearnih stanica s MN-ima (Mann-Whitney U=972;
z=3,675; p<0,001), broj stanica s jednim MN-om (Mann-Whitney U=909; z=4,035; p<0,001)
I s dva MN-a (Mann-Whitney U=1213; z=2,310; p=0,021), dok nije bilo statisticki znacajne
razlike u broju stanica s tri i viSe MN-a (slika 10a). Zasebnom usporedbom vrijednosti MN-a
medu podskupinama majki i oceva takoder se utvrdila statisticki znacajno visa ucestalost MN-
a kod majki ispitivane skupine u odnosu na usporednu skupinu (Kruskal-Wallis-test,
vrijednosti z i p korigirane za viSestruke usporedbe, z=3,030; p=0,015). Majke ispitivane
skupine imale su i statisti¢ki znacajno vecu ucestalost binuklearnih stanica s MN-ima i broj
stanica s jednim MN-om, dok nije uocena statisticki znacajna razlika za broj stanica s dva
MN-a. Iako je kod oceva ispitivane skupine srednja vrijednost ukupnog broja MN-a bila visa
u odnosu na ukupan broj MN-a kod oceva usporedne skupine (9,07 + 5,64 naprema 5,90 +
2,81 na 1000 binuklearnih stanica), razlika nije bila statisti¢ki znacajna (Kruskal-Wallis-test,
vrijednosti z i p korigirane za viSestruke usporedbe, z=2,210; p=0,162). Usporedba ucestalosti
MN-a na 1000 binuklearnih stanica izmedu ispitivane i usporedne skupine te podskupina
roditelja prikazane su na slikama 7, 8 i 9. Nije uocena statisticki zna¢ajna povezanost izmedu

zivotne dobi roditelja i ucestalosti MN-a na 1000 binuklearnih stanica (p=0,784).

Iako je u ispitivanoj skupini uofena veéa ucestalost MN-a u mononuklearnim
stanicama u odnosu na usporednu skupinu, razlika nije bila statisticki znacajna (tablica 7).
Nije bilo statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu ispitivane 1 usporedne skupine niti u ucestalosti
NPB-a i NBUD-ova na 1000 binuklearnih stanica. Ipak, Spearmanovom univarijathom
korelacijskom analizom uocena je pozitivna korelacija izmedu ukupnog broja MN-a i
ucestalosti NPB-a (p=0,54; p<0,001) i MN-a u mononuklearnim stanicama (p=0,72;
p<0,001). Vrijednosti NDI-a nisu se znaajno razlikovale izmedu ispitivane i usporedne
skupine (Mann-Whitney U=1434; z=-1,053; p=0,292), niti zasebno izmedu podskupina majki
i oCeva ispitivane i1 usporedne skupine (Kruskal-Wallis-test, Hz 114=7,715; p=0,052).
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Tablica 6. Ucestalost MN-a, ucestalost binuklearnih stanica s MN-ima te raspodjela
binuklearnih stanica s razli¢itim brojem MN-a u ispitivanoj i usporednoj skupini te

podskupinama majki i oCeva.

g;ﬂi?;a?ﬁnl]og? v?ilizgrrlljoa;t SD Min. Maks. 25.perc. Medijan 75. perc.
ISPITIVANA SKUPINA (N=54)

MN 10,932 7,99 2 42 6 8 14
CBsMN 9,002 5,65 2 31 5 7 12
CBs1MN 7,632 4,27 2 23 5 6 9
CBs2MN 1,072 1,10 0 4 0 1 2
CB s vise MN 0,37 0,90 0 4 0 0 0
USPOREDNA SKUPINA (N=60)

MN 6,10 2,75 1 12 4 6 8
CBsMN 5,50 2,15 1 11 4 55 7
CBs1MN 4,93 1,78 1 10 4 5 6
CBs2MN 0,58 0,81 0 3 0 0 1
CB s vise MN 0,00 0,00 0 0 0 0 0
Ispitivana skupina - MAJKE (N=27)

MN 12,78° 9,56 4 42 6 8 21
CBsMN 10,67° 6,85 4 31 6 8 16
CBs1MN 9,19° 5,07 3 23 6 8 11
CBs2MN 1,11 1,09 0 3 0 1 2
CB s viSe MN 0,44 0,93 0 4 0 0 1
Usporedna skupina — MAJKE (N=30)

MN 6,30 2,73 2 12 4 6 8
CBsMN 5,57 1,99 2 10 4 6 7
CBs1MN 4,90 1,60 2 9 4 5 6
CBs2MN 0,70 0,92 0 3 0 0 1
CB s vise MN 0,00 0,00 0 0 0 0 0
Ispitivana skupina — OCEVI (N=27)

MN 9,07 5,64 2 26 6 7 10
CBsMN 7,33 3,51 2 14 5 6 9
CBs1MN 6,07 2,53 2 12 5 6 7
CBs2MN 1,04 1,13 0 4 0 1 1
CBs vise MN 0,30 0,87 0 4 0 0 0
Usporedna skupina — OCEVI (N=30)

MN 5,90 2,81 1 12 4 55 8
CBsMN 5,43 2,33 1 11 4 5 7
CBs1MN 4,97 1,97 1 10 4 5 6
CBs2MN 0,47 0,68 0 2 0 0 1
CB s vise MN 0,00 0,00 0 0 0 0 0

aMann-Whitney U-test, p<0,05 u odnosu na usporednu skupinu; ®Kruskal-Wallis-test, p<0,05
u odnosu na majke usporedne skupine (vrijednost p korigirana za visestruke usporedbe). CB —
binuklearna stanica; SD — standardna devijacija.
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Slika 7. Usporedba ucestalosti MN-a na 1000 binuklearnih stanica izmedu ispitivane i

usporedne skupine roditelja.
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Slika 9. Prikaz ucestalosti MN-a na 1000 binuklearnih stanica kod parova roditelja ispitivane
skupine.

Slika 10. Prikaz rezultata MN-testa u parova ispitivane skupine: a) binuklearna stanica s Cetiri
mikronukleusa; b) binuklearna stanica s nukleoplazmatskim mostom.
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Tablica 7. Ucestalosti MN-a na 1000 mononuklearnih stanica, u¢estalosti NPB-a i NBUD-

ova na 1000 binuklearnih stanica te vrijednosti NDI-a u ispitivanoj i usporednoj skupini.

Srednja

.. SD Min. Maks. 25. perc. Medijan 75. perc.

vrijednost
ISPITIVANA SKUPINA (N=54)
MN u MC 1,57 1,68 0 7 0 1 2
NPB 0,89 1,11 0 6 0 1 1
NBUD 0,61 1,07 0 5 0 0 1
NDI 1,91 0,12 1,65 2,2 1,83 1,9 1,95
USPOREDNA SKUPINA (N=60)
MN u MC 0,97 0,92 0 4 0 1 1,5
NPB 0,73 0,94 0 4 0 0 1
NBUD 0,42 0,65 0 3 0 0 1
NDI 1,93 0,14 1,9 2,3 1,67 1,845 1,98

Mann-Whitney U z p

MN u MC 1331 1,637 0,102
NPB 1495 0,707 0,480
NBUD 1550 0,394 0,693
NDI 1434 -1,053 0,292

CB — binuklearna stanica; MC — mononuklearna stanica.
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5.2.  Fluorescencijska in situ hibridizacija (FISH)

FISH-metodom analizirani su preparati dobiveni MN-testom kod 13 roditelja
ispitivane skupine (osam majki i pet ofeva) u kojih je naden ve¢i broj MN-a na 1000
binuklearnih stanica (raspon od 15 do 42 MN-a), dok je iz usporedne skupine odabrano 10
roditelja istog omjera spola i prosje¢ne dobi (Sest majki i cetiri oca). lako nije nadena
statistiCki znaCajna razlika (Mann-Whitney U=47,5; z=1,054; p=0,292; tablica 8), FISH-
analizom uz primjenu pancentromerne probe u ispitivanoj skupini je dobiven veéi broj MN-a
pozitivnih za centromeru: 57,1% (slika 11A), u odnosu na 51% MN-a kod roditelja usporedne
skupine (tablica 8). Nije bilo statisticki znacajne razlike niti medu podskupinama majki i
o¢eva (Kruskal-Wallis-test, Hz 23=4,800; p=0,187). Primjenom probe za centromeru 13/21 i
LSI 21922 u ispitivanoj skupini je nadeno statisticki znacajno vise MN-a koji sadrze
kromosom 21 (pozitivni za centromernu probu 13/21 i probu LSI 21922, slika 13) (Mann-
Whitney U=30,0; z=2,140; p=0,032). Prisutnost signala isklju¢ivo za centromeru 13/21
upucuje da MN sadrzi kromosom 13 ili samo centromerno podru¢je kromosoma 21. Nije
nadena statisticki znacajna razlika u udjelu MN-a pozitivnih za centromeru 13/21 izmedu

kontrolne i ispitivane skupine (Mann-Whitney U=48,5; z=0,992; p=0,321).

Osim analize sadrzaja MN-a, probama za centromeru 13/21 i LSI 21922 provedena je
analiza nerazdvajanja kromosoma 21 u binuklearnim stanicama bez MN-a (slika 12). Pri tome
je kod roditelja ispitivane skupine nerazdvajanje kromosoma 21 uoceno u 0,6% stanica, $to je
statisticki znacajno vise u odnosu na 0,2% stanica kod parova usporedne skupine (Mann-
Whitney U=22,5; z=2,605; p=0,009).
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Tablica 8. Usporedba rezultata FISH-analize izmedu ispitivane i usporedne skupine.

Skupina N  Sr.vr. SD Min. Maks. e Medijan p?a?;:
PANCENTROMERNA PROBA
Ukupno MN? ispitivana 13 2,31 0,64 1,60 4,00 2,00 2,20 2,40
[0)
(%) usporedna 10 1,06 0,16 0,80 1,20 1,00 1,10 1,20
MN pozitivni ispitivana 13 57,07 13,17 36,36 80,00 50,00 54,55 64,29
za centromeru
(%) usporedna 10 51,00 9,69 33,33 66,67 50,00 50,00 60,00
MN negativni  ispitivana 13 42,93 13,17 20,00 63,64 35,71 45,45 50,00
za centromeru
(%) usporedna 10 49,00 10,86 33,33 66,67 40,00 50,00 50,00
PROBA CEN 13/21i LSI 21922
Ukupno MN? ispitivana 13 2,17 0,77 1,20 4,20 1,80 2,00 2,40
[0)
(%) usporedna 10 1,00 0,13 0,80 1,20 1,00 1,00 1,00
MN pozitivni ispitivana 13 7,39 8,36 0,00 25,00 0,00 6,67 11,11
zacen 13/21
(%) usporedna 10 4,50 9,56 0,00 25,00 0,00 0,00 0,00
MN pozitivni = o iivana 13 592* 650 000 2000 000 667 10,00
zacen 13/21i
I('O/So)l 21 usporedna 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Mann-Whitney U z p

PANCENT_ROMERNA PROBA 0.0 4,000 <0,001*
ukupan broj MN
PANCEI_\I_TR_OMERNA PROBA 475 1,054 0,292
MN pozitivni za centromeru
PANCENTR_C)MERNA PROBA 54.5 .0.620 0,535
MN negativni za centromeru
PROBA CE_N 13/211LSI 21 1.0 3,038 <0,001*
ukupan broj MN
PROBA CEN 13/21i LSI 21
MN pozitivni za cen 13/21 48,5 0,992 0321
PROBA CEN 13/21i LSI 21 30,0 2,140 0,032

MN pozitivni za cen 13/21 1 LSI 21

%proj MN na 500 binuklearnih stanica (izrazen u postotcima). *p<0,05.
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Slika 11. FISH-analiza uz primjenu pancentromerne probe. A) Binuklearna stanica s MN-om

pozitivnim za centromeru. B) Binuklearna stanica s MN-om negativnim za centromeru.

Slika 12. FISH-analiza na binuklearnim stanicama primjenom proba za centromeru 13/21

(zeleni signal) i LSI 21g22 (crveni signal). A) Cetiri zelena signala (dvije centromere
kromosoma 13 i dvije kromosoma 21) i dva crvena signala u obje jezgre upucuju na normalnu
raspodjelu kromosoma 13 i 21. B) Tri zelena signala (centromere) i jedan crveni u jednoj
jezgri te 5 zelenih signala i tri crvena signala u drugoj jezgri upucuju na nerazdvajanje

kromosoma 21.
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Slika 13. FISH-analiza MN-a primjenom proba za centromeru 13/21 (zeleni signal) i LSI
21022 (crveni signal). A) Binuklearna stanica s MN-om negativnim za kromosome 13 i 21. B)
Prisutnost zelenog signala i izostanak crvenog signala u MN-u upucuju da MN sadrzi
kromosom 13 ili centromerno podrucja kromosoma 21. C) i D) Crveni i zeleni signali u MN-u

upucuju na prisutnost kromosoma 21.
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5.3. Test izazova mitomicinom

Kako bismo ispitali sposobnost stanica za popravak pogrjesaka proveli smo test
izazova mitomicinom kod roditelja ispitivane i usporedne skupine te su dobivene vrijednosti
broja MN-a na 1000 binuklearnih stanica usporedene s ucestalos¢u MN-a dobivenih MN-
testom (na 1000 binuklearnih stanica) (slike 14 i 15). Nakon izlaganja kulture limfocita
MMC-u uocena je statisticki znacajno veca ucestalost MN-a u binuklearnim stanicama kod
parova ispitivane i usporedne skupine (Wilcoxonov test uskladenih parova, p<0,001). Srednje
vrijednosti MN-a nakon izlaganja MMC-u u ispitivanoj i usporednoj skupini te zasebno u
podskupinama majki i ofeva prikazane su u tablici 9. Nije bilo statisticki znacajne razlike u
srednjim vrijednostima ukupnog broja MN-a izmedu ispitivane i usporedne skupine (Mann-
Whitney U=1362; z=1,464; p=0,143), niti zasebnom poredbom izmedu majki te zasebno
oceva ispitivane i usporedne skupine (Kruskal-Wallis-test, Hz 114=3,682; p=0,298). Kako bi se
utvrdio stvarni utjecaj MMC-a na nastanak MN-a, vrijednosti ukupnog broja MN-a
induciranih MMC-om Korigirane su oduzimanjem broja MN-a dobivenih klasi¢cnim MN-
testom. Usporedbom korigiranih vrijednosti broja MN-a induciranih MMC-om takoder nije
bilo statistiCki znaCajne razlike izmedu ispitivane i usporedne skupine (Mann-Whitney

U=1546,50; z=0,417; p=0,676).

U ispitivanoj skupini nalazimo u 14,8% roditelja (8/54) broj MN-a induciranih MMC-
om iznad gornje grani¢ne vrijednosti dobivene odredivanjem 95. percentile za vrijednosti
unutar usporedne skupine (45 MN-a na 1000 limfocita). Suprotno, u usporednoj skupini je

broj MN-a iznad grani¢ne vrijednosti uo¢en samo u 3,3% (2/60) roditelja.

Usporedbom vrijednosti indeksa diobe jezgara nakon izlaganja MMC-u uocavaju se
statistiCki znacajno nize vrijednosti u odnosu na vrijednosti NDI-a kod MN-testa
(Wilcoxonov test uskladenih parova, t=1,000; z=9,264; p<0,001, tablica 10, slika 16). Srednja
vrijednost NDI-a nakon djelovanja MMC-om bila je za 17,8% niza u ispitivanoj skupini, te za
16,6% niza u usporednoj skupini, sto upucuje da je MMC imao jednak citotoksi¢ni ucinak na

obje skupine.
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Slika 14. Usporedba ukupnog broja MN-a dobivena MN-testom (MN) i testom izazova
mitomicinom (MN-MMC) u usporednoj i ispitivanoj skupini majki.
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Slika 15. Usporedba ukupnog broja MN-a dobivena MN-testom (MN) i testom izazova
mitomicinom (MN-MMC) u ispitivanoj i usporednoj skupini oceva.
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Tablica 9. Usporedba ukupnog broja MN-a dobivena testom izazova mitomicinom u
ispitivanoj i usporednoj skupini.

Ukupan broj MN - MMC

Skupina N Srednja SD Raspon 25. Medijan  75. p
vrijednost perc. perc.
Ispitivana 54 35,04 12,72 16-75 28 31 41 0,143
Usporedna 60 30,95 8,28 14 - 52 15 30 35
Majke
Ispitivana 27 37,59 14,08 18 -75 28 33 45 0 298
Usporedna 30 31,47 9,19 17 -52 25 30 37
Ocevi
Ispitivana 27 32,48 10,86 16-72 27 31 35 .
0,298

Usporedna 30 30,43 7,38 14 — 45 26 30,5 35

N — broj osoba; 2Mann-Whitney U-test; PKruskal-Wallis-test.

59



Tablica 10. Usporedba vrijednosti indeksa diobe jezgara (NDI) kod testa izazova

mitomicinom i MN-testa.

NDI
Skupina N Srednja  SD Raspon 25. Medijan  75. p
vrijednost perc. perc.
NDI - MN
Ispitivana+ 41, 19p 013 1,65-230 1,84 190 1,98
Usporedna a<0,001*
NDI - MMC
Ispitivana+ 1, 159 014 115-185 149 156 1,71
Usporedna
NDI - MN
Ispitivana 54 1,91 0,12 165-220 1,83 1,90 1,95
a<0,001*
NDI - MMC
Ispitivana 54 1,57 0,15 1,15-180 1,45 1,56 1,70
NDI - MN
Usporedna 60 1,93 0,14 167-230 1,85 1,90 1,98
a<0,001*

NDI - MMC
Usporedna 60 1,61 0,13 133-185 1,51 1,59 1,71

N — broj osoba; NDI - MN — vrijednosti NDI kod MN-testa; NDI - MMC — vrijednosti NDI

kod testa izazova mitomicinom; *Wilcoxonov test uskladenih parova. *p<0,05.
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Slika 16. Raspodjela vrijednosti NDI dobivenih prilikom MN-testa i testa izazova
mitomicinom.
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5.4. Korelacija medu ispitivanim biomarkerima

Univarijatnom Kkorelacijskom analizom ispitali smo da li postoji povezanost medu
vrijednostima biomarkera odredivanih MN-testom, FISH-analizom i testom izazova
mitomicinom. Analizu smo proveli za rezultate dobivene kod svih roditelja ispitivane i
usporedne skupine (114 roditelja). Ucestalost MN-a statisticki je znacajno pozitivno korelirala
s brojem NBUD-ova, NPB-a, brojem MN-a u mononuklearnim stanicama, ucestalo§¢u MN-a
dobivenih testom izazova mitomicinom, brojem MN-a pozitivnih za kromosom 21 te
ucestaloS¢u nerazdvajanja kromosoma 21 u binuklearnim stanicama. Prema Coltonovim
smjernicama za utvrdivanje jacine veze (208), pokazana je povezanost srednje jacine S brojem
NPB-a (p=0,54) i brojem MN-a u mononuklearrnim stanicama (p=0,72). Statisti¢ki znacajna
negativna korelacija uocena je za vrijednost NDI kod MN-testa i testa izazova mitomicinom
(tablica 11).

Takoder je ispitana 1 povezanost ucestalosti NBUD-ova, NPB-a, MN-a u
mononuklearnim stanicama, MN-a nakon djelovanja MMC-om te vrijednosti NDI-a s drugim
parametrima dobivenim MN-testom, FISH-analizom i testom izazova mitomicinom. U tablici
12 prikazane su samo statisticki znacajne povezanosti. Ucestalost NBUD-ova pozitivno je
korelirala s u¢estalos¢u NPB-a i brojem MN-a u mononuklearnim stanicama, dok je negativna
koleracija uocena s vrijednostima NDI-a. Ucestalost NPB-a statisti¢ki je znacajno pozitivno
korelirala s brojem MN-a u mononuklearnim stanicama te udjelom MN-a negativnih za
centromere svih kromosoma, dok je pozitivno korelirala s udjelom MN-a pozitivnih za
centromeru 13/21 te pancentromernu probu. Pozitivna korelacija uocena je izmedu ucestalosti
MN-a u mononuklearnim stanicama i udjela MN-a koji sadrze kromosom 21 (pozitivni za
centromernu probu 13/21 i LSI 21922).
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Tablica 11. Povezanost ucestalosti MN-a s vrijednostima dobivenim MN-testom, FISH-

analizom i testom izazova mitomicinom.

Usporedivani parametri N p t(N-2) p
ucestalost MN & NBUD 114 0,29 3,165 0,002*
ulestalost MN & NPB 114 0,54 6,756  <0,001*
ucestalost MN & broj MN u MC 114 0,72 11,025 <0,001*
ucestalost MN & NDI 114 -0,19 -2,050 0,043*
ucestalost MN & MMC - ukupan broj MN 114 0,49 5,968 <0,001*
ucestalost MN & MMC - NDI 114 -0,15 -1,640 0,104

ucestalost MN & FISH PANCEN - MN pozitivni za

23 0,05 0,231 0,819
centromeru

ucestalost MN & FISH PANCEN - MN negativni za

23 -0,01 -0,030 0,976
centromeru

udestalost MN & FISH 13/21i LSI21 - MN

pozitivni za cen 13/21 23 0,03 0,116 0,909

udestalost MN & FISH 13/21i LSI2 1- MN

*
pozitivni za cen 13/21 1 LSI 21 23 0,46 2,319 0,027

ucestalost MN & udio CB s nerazdvajanjem

kromosoma 21 23 044 2260 0,035

CB - binuklearna stanica; FISH PANCEN — FISH analiza provedena s pancentromernom
probom; FISH 13/21 i LSI21 — FISH-analiza provedena s probom specifiénom za centromeru
13/21 i lokus specificnom probom za 21922 regiju; MC — mononuklearna stanica (engl.
mononucleate cell); MMC - rezultati dobiveni testom izazova mitomicinom; N — broj

ispitanika; p (ro) — Spearmanov korelacijski koeficijent. *p<0,05.
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Tablica 12. Povezanost vrijednosti odredenih MN-testom, FISH-analizom i testom izazova

mitomicinom.

Usporedivani parametri N p t(N-2) p
NBUD & NPB 114 0,37 4,180 <0,001*
NBUD & broj MN u MC 114 0,39 4,447 <0,001*
NBUD & NDI 114  -0,21  -2,266  0,025*
NPB & broj MN u MC 114 0,37 4,236  <0,001*
NPB & MMC-ukupan broj MN 114 0,27 2,909  0,004*
NPB & FISH PANCEN - MN pozitivni za 23 -0.50 2636 0015
centromeru (udio)

NPB & FISH PANCEN - MN negativni za 23 0,47 2423 0,024%
centromeru (udio)

NPB & FISH 13/21 i LSI21 - MN pozitivni za cen 23 055 -3035 0006
13/21

NPB & udio CB s nerazdvajanjem kromosoma 21 23 -043  -2,196 0,039*
broj MN u MC & MMC - ukupan broj MN 114 0,34 3,869 <0,001*
broj MN u MC & FISH 13/21i LSI21 - MN *
pozitivni za cen 13/21i LSI 21 23 0.50 2,658 0,015
NDI & MMC-NDI 114 0,53 6,638 <0,001*

CB - binuklearna stanica; FISH PANCEN — FISH-analiza provedena s pancentromernom

probom; FISH 13/21 i LSI21 — FISH-analiza provedena s probom specifi¢nom za centromeru

13/21 i lokus specificnom probom ua 21922 regiju; MC — mononuklearna stanica; MMC —

rezultati dobiveni testom izazova mitomicinom; N — broj ispitanika; p (ro) — Spearmanov

korelacijski koeficijent. *p<0,05.
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5.5. Analiza krivulje osjetljivosti (ROC analiza)

Kako je jedino za ukupan broj MN-a utvrdena statisticki znacajna dijagnosticka
vrijednost, ROC (engl. receiver operating characteristic) krivulja je ispitivana samo za
ucestalost MN-a na 1000 binuklearnih stanica (ukupan broj MN-a) (p<0,001). Utvrdena je
grani¢na vrijednost broja MN-a koja opisuje rizik pripadanja skupini roditelja koji ¢e imati
dijete ili trudno¢u s DS-om (tablica 13). Veli¢ina povrsine ispod krivulje iznosila je 0,702,
pokazujuci da ¢e veéi broj MN-a ukazivati na rizik za¢eca trisomije 21, u odnosu na 70,2%
roditelja koji ¢e ostvariti kromosomski normalnu trudno¢u (slika 17). Povrsina ispod ROC
krivulje mjera je tocnosti testa te bi prema kategorizaciji nas test s velicinom povrsine ispod
krivulje od 0,702 spadao u test osrednje osjetljivosti (209). Kao grani¢na vrijednost utvrden je
ukupan broj MN-a >12, uz osjetljivost metode od 29,63% i specificnost od 100% (tablica 13).
Binarna logisti¢ka regresija pokazala je da majke i1 ocevi kod kojih se nade viSe od 11 MN-a
imaju omjer vjerodostojnosti (engl. likelihood ratio, LR+) 4,44 puta veci ostvariti trudnocu s
DS-om s 95% intervalom pouzdanosti od 1,6 do 12,5, u odnosu na roditelje kod kojih se nadu

nize vrijednosti MN-a.

ukupan_bro] MN
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Slika 17. ROC krivulja predikcije ostvarenja trudno¢e s DS-om obzirom na ucestalost MN-a

na 1000 binuklearnih stanica (ukupan broj MN-a).

AUC - povrsina ispod ROC krivulje (engl. area under the ROC curve)
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Tablica 13. Rezultati ROC krivulje predispozije za¢imanja ploda s DS-om obzirom na
ukupan broj MN-a.

Povrsina ispod ROC krivulje (AUC) 0,702
Standardna grjeska 0,0483
95% interval pouzdanosti 0.609 to 0.784
z statistika 4,174
Razina znacajnosti P <0.0001
Youden indeks J 0,2963
95% interval pouzdanosti 0.1433 to 0.3889
Kriterij odabira (ukupan broj MN) >12
95% interval pouzdanosti >7t0 >12
Senzitivnost 29,63
Specifi¢nost 100
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5.6. Usporedba demografskih podataka, medicinske anamneze, Zivotnih navika
i izloZenosti okoliSnim ¢imbenicima izmedu ispitivane i usporedne skupine

5.6.1. Sociodemografski podatci

Usporedbom sociodemografskih podataka uocili smo da je statistiCcki znacajno vise
parova usporedne skupine Zivjelo u kontinentalnim dijelovima Hrvatske, dok nije bilo

znacajne razlike u vrsti naselja u kojem su parovi stanovali (tablica 14).

Tablica 14. Usporedba sociodemografskih podataka izmedu parova ispitivane i usporedne

skupine.
Ispitivana skupina  Usporedna skupina p
N (%) N (%)

Mjesto stanovanja
Kontinentalna Hrvatska 42 (77,78) 60 (100,00) <0.001*
Primorska Hrvatska 12 (22,22) 0(0) ’

Stambeno naselje
Predgrade 10 (18,52) 10 (16,67) 0.326
Gradsko naselje 36 (66,67) 46 (76,67) ’
Seosko naselje 8 (14,81) 4 (6,67)

Razina obrazovanja
Srednja Skola 22 (40,74) 28 (46,67)
Visa ili visoka $kola 9 (18,5) 7 (11,67) 0.863
Fakultet 22 (40,74) 24 (40,00) '
Doktorat znanosti 1(1,85) 1(1,67)

N — broj ispitanika; *p<0,05 (y2-test 14,9; df=1; p<0,001).

5.6.2. Medicinska anamneza

Analizom rezultata medicinske anamneze roditelja uocili smo da je jedan par
usporedne skupine imao dijete koje je u posljednjih godinu dana preboljelo vodene kozice.
Jedna majka ispitivane skupine imala je ¢lana uze obitelji oboljelog od cerebralne paralize.
Vezano uz bolesti sudionika istrazivanja, kod dvije osobe ispitivane skupine uocena je
hipertenzija, tri roditelja ispitivane te jedan usporedne skupine su imali poremecaj Stitne

zlijezde, jedna majka ispitivane skupine je preboljela tuberkulozu (prije cetiri godine), u
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jednog oca usporedne skupine je uocena kroni¢na upala debelog crijeva, a u jednog oca
ispitivane skupine psorijaza. Dakle udio navedenih stanja nije bio statisti¢ki zn¢ajan u odnosu
na udio roditelja bez pojedina¢nih navedenih bolesti. Vezano uz anamnezu malignih oboljenja
kod jednog oca ispitivane skupine zabiljezen je dobrocudni tumor Stitne Zzlijezde, dok je
14,8% roditelja ispitivane i 8,33% roditelja usporedne skupine navelo maligno oboljenje u
¢lanova uze obitelji (y2-test 1,18, df=1, p=0,277).

Niti jedan od roditelja ukljucenih u istrazivanje nije u posljednjih godinu dana bio
izlozen dijagnostiCkom neionizirajuéem zracenju, dok je u posljednjih 10 godina na
rendgenskom ili CT-snimanju bilo 35,2% ispitanika i 41,7% roditelja usporedne skupine (x2-
test 0,50, df=1, p=0,478). Jedna majka ispitivane skupine je u posljednjih godinu dana primila
transfuziju krvi. Prisustvo alergijskih bolesti u ispitanika ili ¢lanova njihovih obitelji
zabiljezeno je u jednog oca ispitivane skupine i petero roditelja usporedne skupine. Samo je
jedan roditelj usporedne skupine konzumirao lijekove u posljednjih godinu dana, za razliku
od 10 (18%) roditelja ispitivane skupine (y2-test 9,26, df=1, p=0,002). Lijekovi koje su
uzimali roditelji ispitivane skupine ukljuéuju antibiotike, antihipertenzive, hormone Sstitnjace,

nesteroidne antireumatike, antihistaminike, antidepresive te kortikosteroidne kreme.

5.6.3. Zivotne navike i prehrana

Niti jedan roditelj ukljucen u istrazivanje nije bio vegeterijanac, dok je 29,6% roditelja
ispitivane i 13,3% roditelja usporedne skupine proizvodilo hranu kod kuce (y2-test 4,54; df=1;
p=0,034). Nije bilo statisticki znafajne razlike u tjednoj konzumaciji vo¢a i povrca te
konzervirane hrane izmedu parova ispitivane i usporedne skupine. Suprotno, dobivena je
statisti¢ki znacajna razlika u konzumaciji crvenog i bijelog mesa pri ¢emu su statisticki
znacajno viSe obroka crvenog mesa jeli roditelji usporedne skupine (y2-test 9,26; df=3;
p=0,002), dok su vise obroka bijelog mesa jeli parovi ispitivane skupine (y2-test 6,10; df=2,
p=0,002). Izmedu ispitivane i usporedne skupine nije bilo statisticki znacajne razlike u
konzumaciji dodataka prehrani (folna kiselina, vitamini, minerali), dok su majke usporedne i
ispitivane skupine znatno ce$¢e od oceva uzimale folnu kiselinu (y2-test 39,49; df=3;
p<0,001), vitamine (y2-test 30,76; df=3; p<0,001) i minerale (y2-test 46,14; df=3; p<0,001).
Folnu kiselinu uzimalo je 62,9% majki ispitivane skupine i 66,67% majki usporedne skupine.
Nije bilo statisticki znacajne razlike u navikama i koli¢ini pijenja kave, ¢aja i vode izmedu

ispitivane i usporedne skupine (tablica 15).
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Tablica 15. Prikaz navika konzumacije alkohola i kave te izlozenost duhanskom dimu u

roditelja ispitivane i usporedne skupine.

ISPITIVANA SKUPINA

USPOREDNA SKUPINA

Majke Ocevi Majke Ocevi p
N (%) N (%) N (%) N (%)
Alkohol 4 (14,81) 21 (77,78) 3 (10,00) 22 (73,33) 0,619
4-5 puta tjedno 1(3,70) 1(3,70) 0 0
2-3 puta tjedno 1(3,70) 6 (22,22) 0 7(23,33)
Jednom tjedno 0 7 (25,93) 0 8 (26,67)
1-3 puta mjese¢no 2 (7,41) 7 (25,93 2 (6,67) 6 (20,00)
Manje od jednom 0 0 1(3,.33) 1(3,.33)
mjesecno
Pusenje 4 (14,81) 9 (33,33) 3 (10,00) 9 (30,00) 0,599
Izlozenost duhanskom
dimu od strane 10(37,04)  4(14,81) 9 (30,00) 4(1333) 0535
ukucana
IzloZenost duhanskom
dimu na radnom 0,084
mjestu
Puno 1 (3,70) 1 (3,70) 0 0
Malo 4 (14,81) 7 (25,39) 2 (6,67) 4 (13,33)
Nimalo 22 (81,48) 19 (70,37) 28 (93,33) 26 (86,67)
Kava 27 (100) 25 (92,59) 27 (90,00) 26 (86,67) 0,115

N — broj roditelja

5.6.4. IzlozZenost okolisnim cimbenicima

IzloZenost okoliSnim ¢imbenicima podijeljena je na izloZenost u domu te na izloZenost

na radnom mjestu. Nije bilo statisticki znacajne razlike u broju roditelja ispitivane i usporedne

skupine koji su u radnom okolisu bili izlozeni kemikalijama (otapala, ljepila, adhezivna

sredstva, teski metali, formaldehid) (y2-test 0,336; df=1; p=0,562), a niti visokoj razini buke,

ekstremnim temperaturama, vibracijama te neioniziraju¢em zracenju. loniziraju¢em zracenju

na radnom mjestu bile su izlozene dvije majke ispitivane skupine te dvije iz usporedne

skupine, dok su bioloskim agensima (rad u zdravstvenoj ustanovi, laboratoriju) bila izloZzena

cetiri roditelja ispitivane te Sest roditelja usporedne skupine.
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Roditelji ispitivane i usporedne skupine izjasnili su se kako im u mjestu stanovanja ne
smeta ili tek malo smeta atmosfersko oneciséenje (prosje¢no 2,2 naprema 2,8 na ljestvici do
10) i buka (prosje¢no 1,8 naprema 1,7 na ljestvici do 10). Parovi usporedne skupine ¢eSc¢e su
u domu imali plinsko grijanje u odnosu na ispitivanu skupinu kod kojih je ipak manji dio
imao grijane na drva ili elektriénu energiju (x2-test 13,74; df=2; p=0,001). Pri upotrebi
sredstava za CiSCenje parovi ispitivane skupine su statisticki znacajno CeS¢e Koristili
izbjeljivac (y2-test 5,81; df=1; p=0,016) te osvjezivae zraka (y2-test 6,71; df=1; p=0,009).
Nadalje, roditelji ispitivane skupine ¢esce su koristili insekticidne sprejeve i sredstva protiv
komaraca (y2-test 11,1; df=1; p<0,001) te su ¢es¢e imali vrt ili terasu (y2-test 11,1; df=1,
p<0,001). Takoder, dva para ispitivane skupine izjasnila su se kako se njihov dom nalazi blizu
poljoprivrednog zemljista, dok tri para imaju dom blizu tvornice, u odnosu na niti jedan par

usporedne skupine.
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5.7. Analiza povezanosti biomarkera odredenih mikronukleus-testom i
demografskih ¢imbenika, osobitosti medicinske i osobne anamneze, Zivotnih
navika te izloZenosti okoli§nim ¢imbenicima

Kako bi ispitali da li postoji povezanost izmedu biomarkera odredenih MN-testom
(ucestalost MN-a u binuklearnim i mononuklearnim stanicama, ucestalost NPB-a i NBUD-
ova, vrijednost NDI-a) i podataka o sociodemografskim obiljezjima, osobitostima medicinske
i osobne anamneze te zivotnim navikama i izlozenosti okoli$nim ¢imbenicima provedena je
multivarijatna regresijska analiza uz primjenu unatraznog postepenog biranja (engl. backward
stepwise selection). Pri tome je univarijatnom korelacijskom analizom ispitana povezanost
izmedu parametara iz anketnog upitnika i biomarkera odredenih MN-testom te je
multivarijatna analiza provedena s parametrima koji su pokazali statisticki znacajnu

povezanost.

Bez obzira na razinu statistiCke znacajnosti multivarijatna regresijska analiza je
provedena i s parametrima za koje se pretpostavlja da imaju utjecaj na razinu MN-a. Pri tome
su u analizu kao nezavisni prediktori ukljuceni sljedeéi parametri: broj spontanih pobacaja
(pitanje 1.2.2B), rendgensko snimanje u posljednjih 10 godina (pitanje 1.3.6), konzumacija
vitaminskih pripravaka s folnom kiselinom (pitanje 2.1.10), konzumacija alkohola (pitanje
2.2.1), pusenje (pitanje 2.2.3), izloZenost duhanskom dimu od strane ukucana (pitanje 2.2.6)
te izlozenost kemikalijama na radnom mjestu (pitanje 3.1.4A, otapala, boje, adhezivna
sredstva). Multivarijatnom regresijskom analizom dobili smo da je u¢estalost MN-a, NPB-a i
NBUD-ova upravo proporcionalno povezana samo s brojem spontanih pobacaja (pitanje
1.2.2B). Ucestalost MN-a u mononuklearnim stanicama je bila statisti¢ki znacajno nezavisno
obrnuto proporcionalno povezana s konzumiranjem vitaminskih pripravaka s folnom
kiselinom (pitanje 2.1.10, odgovor DA - veci broj MN-a) te upravo proporcionalno povezana
s brojem spontanih pobacaja (pitanje 1.2.2B). Za vrijednost NDI-a nije utvrdena statisticki
znaGajna povezanost s niti jednim od ispitivanih parametara (R?=0,154; p=0,012 za model,

tablica 16).
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Tablica 16. Rezultati multivarijatne regresijske analize povezanosti biomarkera odredenih
MN-testom i unaprijed predvidenih nezavisnih varijabli.
Biomarkeri odredeni MN-testom
Nezavisna BCMN MNMC NPB NBUD NDI
varijabla
P+SE,p p+SE, p P+SE,p P+SE,p p+SE, p
1.2.2B 0,365+0,089  0,296+0,090 = 0,188+0,092 0,389+ 0,088 0,004 =+ 0,096
p<0,001* p=0,001* p=0,044* p<001* p=0,970
1.3.6. -0,090 £ 0,091 | 0,031 £0,031 | -0,140+0,095 | -0,085+0,090 | -0,003 £0,098
p=0,328 p=0,738 p=0,142 p=0,349 p=0,975
21.10 - folna | -0,095+0,097 | -0,235+0,098 = -0,151+0,100  -0,117£0,095 = -0,054 0,105
p=0,329 p=0,019* p=0,136 p=0,222 p=0,168
291 -0,005+ 0,105 | -0,053+0,106 | -0,155+0,109 = -0,134+0,103 | 0,157 +0,113
p=0,962 p=0,618 p=0,157 p=0,196 p=0,168
293 -0,137+0,105 | -0,124+0,107 | -0,162+0,109 = 0,064 0,103 = -0,033+0,113
p=0,196 p=0,247 p=0,140 p=0,535 p=0,771
296. -0,090 £ 0,099 | -0,049 £ 0,101 | -0,096+ 0,103 = 0,043 +0,098  -0,016+ 0,107
p=0,368 p=0,632 p=0,353 p=0,665 p=0,879
3 1.4A -0,052+ 0,096 = -0,108+ 0,097 | 0,041 +0,099 | -0,150+0,094 = 0,087 = 0,103
p=0,589 p=0,267 p=0,677 p=0,115 p=0,404

1.2.2B — broj spontanih pobacaja, 1.3.6. — rendgensko snimanje u posljednjih 10 godina,

2.1.10. — konzumacija vitaminskih pripravaka s folnom kiselinom, 2.2.1. — konzumacija

alkohola, 2.2.3. — pusenje, 2.2.6. — izlozenost duhanskom dimu od strane ukucana, 3.1.4A -

izloZenost kemikalijama na radnom mjestu (otapala, boje, adhezivna sredstva).

Prikazane su vrijednosti korelacijskog koeficijenta (p - beta) uz standardnu grjesku (SE).

*p<0,05.
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5.7.1. Analiza povezanosti ucestalosti mikronukleusa i parametara dobivenih anketnim
upitnikom
Univarijatna korelacijska analiza je pokazala da postoji statisticki znacajna povezanost
izmedu 33 anketna pitanja i ukupnog broja MN-a te su navedeni parametri uklju¢eni u
multivarijatnu regresijsku analizu primjenom unatraznog postepenog protokola. Multivarijatni
model dobiven regresijskom analizom je uklju¢ivao 12 parametara za koje je ispitana
povezanost s ukupnim brojem MN-a kao zavisnom varijablom (R?=0,651, p<0,001 za model).
U tablici 17 prikazane su vrijednosti  korelacijskog koeficijenata uz standardnu grjesku i

vrijednosti 95%-tne granice pouzdanosti.

Multivarijatnom regresijskom analizom je utvrdeno da je ukupni broj MN-a statisticki
znacajno nezavisno obrnuto proporcionalno povezan sa naplodnos¢u (pitanje 1.2.5A, odgovor
DA na pitanje da li ste tesko zatrudnjeli - ve¢i broj MN-a), preboljenom tuberkulozom
(pitanje 1.3.3F, odgovor DA - veci broj MN-a), uzimanjem lijekova posljednjih godinu dana
(pitanje 1.3.12, odgovor DA - veci broj MN-a), koristenjem odstranjiva¢a mrlja (3.2.10D,
odgovor DA - veéi broj MN-a), posjedovanjem vrta ili terase sa zelenilom (pitanje 3.3.1,
odgovor DA - vec¢i broj MN-a) i pijenjem kave (pitanje 3.4.6, odgovor DA - veéi broj MN-a)
te upravo proporcionalno povezan s odgovorom - ne proizvode hranu kod kuce (pitanje 2.1.2),
brojem obroka bijelog mesa (pitanje 2.1.7), brojem obroka konzervirane hrane (pitanje 2.1.9),
nekoriStenjem opojnih sredstava (pitanje 2.2.8), nekoriStenjem parfimiranih sredstava za
¢iS¢enje (3.2.10L) 1 pijenjem vode iz boce (pitanje 3.4.4). Najveca razina povezanosti uo¢ena
je izmedu ukupnog broja MN-a i podatka o preboljenoj tuberkulozi, posjedovanja vrta ili

terase sa zelenilom te broja obroka konzervirane hrane (slike 18 i 19).
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Tablica 17. Rezultati multivarijatne regresijske analize povezanosti ukupnog broja MN-a i

parametara dobivenih anketnim upitnikom.

Anketno Broj MN

pitanje B SE -95.00% CL  +95.00% CL p
1.2.5A -0,188 0,063 -0,312 -0,064 0,003
1.3.3F -0,380 0,063 -0,506 -0,255 0,000
1.3.12. -0,203 0,066 -0,335 -0,071 0,003
2.1.2. 0,214 0,087 0,041 0,387 0,016
2.1.7. 0,131 0,064 0,005 0,257 0,042
2.1.9. 0,257 0,062 0,134 0,379 0,000
2.2.8. 0,151 0,067 0,018 0,284 0,026
3.2.10D -0,168 0,066 -0,299 -0,036 0,013
3.2.10L 0,183 0,063 0,057 0,308 0,005
3.3.1L. -0,377 0,082 -0,540 -0,214 0,000
3.4.4. 0,209 0,067 0,076 0,342 0,002
3.4.6. -0,165 0,061 -0,286 -0,044 0,008

B - korelacijski koeficijent; CL — granica pouzdanosti; SE - standardna grjeska.

1.2.5A- neplodnost; 1.3.3F- preboljena tuberkuloza; 1.3.12. - uzimanjem lijekova posljednjih
godinu dana; 2.1.2. - proizvodnja hrane kod kuée; 2.1.7. - broj obroka bijelog mesa
konzumiranih tjedno; 2.1.9. - broj obroka hrane iz konzerve konzumiranih tjedno; 2.2.8. -
koriStenje opojnih sredstava; 3.2.10D - koriStenjem odstranjiva¢a mrlja; 3.2.10L - koristenje
parfimiranih sredstava za ¢iséenje; 3.3.1. — posjedovanje vrta ili terase sa zelenilom; 3.4.4. -

pijenje vode iz boce; 3.4.6. - pijenje kave.
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Pareto Chart of t-Values for Coefficients; df=101

Variable: ukupan broj MN

Sigma-restricted parameterization
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Slika 18. Pareto diagram koji pokazuje razinu povezanosti nezavisnih varijabli s ukupnim

brojem MN-a (crvena linija predstavlja p=0.05).

1.2.5A- neplodnost; 1.3.3F- preboljena tuberkuloza; 1.3.12. - uzimanjem lijekova posljednjih godinu
dana; 2.1.2. - proizvodnja hrane kod kuée; 2.1.7. - broj obroka bijelog mesa konzumiranih tjedno;
2.1.9. - broj obroka hrane iz konzerve konzumiranih tjedno; 2.2.8. - koriStenje opojnih sredstava;
3.2.10D - koriStenjem odstranjivaca mrlja; 3.2.10L - koriStenje parfimiranih sredstava za ¢is¢enje;
3.3.1. — posjedovanje vrta ili terase sa zelenilom; 3.4.4. - pijenje vode iz boce; 3.4.6. - pijenje kave.

Observed Values vs. Predicted
Dependent variable: ukupan broj MN
(Analysis sample)

Predicted Values

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Observed Values

Slika 19. Diagram rasprSenja izmedu izmjerenih i vrijednosti izracunatih koriStenjem

prediktivnih varijabli za ukupan broj MN-a.
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5.7.2. Analiza povezanosti ucestalosti mikronukleusa u mononuklearnim stanicama i

parametara dobivenih anketnim upitnikom

Multivarijatni model dobiven regresijskom analizom ukljuc¢ivao je devet parametara za
koje je ispitana povezanost s ukupnim brojem MN-a u mononuklearnim stanicama (R?=0,641;
p<0.001 za model, tablica 18). Pokazalo se da je broj MN-a u mononuklearnim stanicama
statisticki znacajno nezavisno obrnuto proporcionalno povezan S prisutnos¢u ¢lana obitelji s
cerebralnom paralizom (pitanje 1.3.2C, odgovor DA - veé¢i broj MN-a), preboljenom
tuberkulozom (pitanje 1.3.3F, odgovor DA - veéi broj MN-a), primanjem transfuzije krvi
(pitanje 1.3.10, odgovor DA - veci broj MN-a), uzimanjem lijekova posljednjih godinu dana
(pitanje 1.3.12, odgovor DA - veéi broj MN-a), izlozenosti pusenju na radnom mjestu (pitanje
2.2.7, odgovor malo - vec¢i broj MN-a), koristenjem plasti¢nih posuda prilikom grijanja hrane
u mikrovalnoj peénici (pitanje 3.2.8, odgovor DA - veci broj MN-a) i stanovanju u blizini
staklenika ili poljoprivrednog zemljista (pitanje 3.3.3, odgovor DA - veéi broj MN-a) te
upravo proporcionalno povezano s nekonzumiranjem organski uzgojene hrane (pitanje 2.1.3) i
brojem obroka bijelog mesa konzumiranih tjedno (pitanje 2.1.7). Razina povezanosti
nezavisnih varijabli s brojem MN-a u mononuklearnim stanicama prikazana je na slici 20, dok
slika 21 prikazuje odnos izmedu izmjerenih i vrijednosti izracunatih koristenjem prediktivnih

varijabli za broj MN-a u mononuklearnim stanicama.
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Tablica 18. Rezultati multivarijatne regresijske analize povezanosti ukupnog broja MN-a u

mononuklearnim stanicama i parametara dobivenih anketnim upitnikom.

Anketno MNMC

pitanje 1] SE -95.00% CL +95.00% CL p
1.3.2C -0,368 0,063 -0,492 -0,244 0,000
1.3.3F -0,278 0,072 -0,421 -0,135 0,000
1.3.10. -0,306 0,060 -0,425 -0,188 0,000
1.3.12. -0,168 0,067 -0,301 -0,036 0,013
2.1.3. 0,178 0,061 0,057 0,299 0,004
2.1.7. 0,138 0,063 0,012 0,263 0,032
2.2.7. -0,198 0,061 -0,320 -0,076 0,002
3.2.8. -0,515 0,119 -0,752 -0,279 0,000
3.3.3. -0,203 0,074 -0,349 -0,057 0,007

B - korelacijski koeficijent; CL - granica pouzdanosti; MNMC - broj MN-a u

mononuklearnim stanicama; SE - standardna grjeska.

1.3.2C — ¢lan obitelji s cerebralnom paralizom; 1.3.3F — preboljena tuberkuloza; 1.3.10. —
primanje transfuzije krvi; 1.3.12. — uzimanje lijekova u posljednjih godinu dana; 2.1.3. —
konzumacija organski uzgojene hrane; 2.1.7. — broj obroka bijelog mesa konzumiranih tjedno;
2.2.7. — izloZenost puSenju na radnom myjestu; 3.2.8. — koriStenje plasti¢nih posuda prilikom
grijanja hrane u mikrovalnoj pe¢nici; 3.3.3. — smjeStaj doma u blizini staklenika ili

poljoprivrednog zemljista.
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Pareto Chart of t-Values for Coefficients; df=103
Variable: broj MN u mononuklearnim st.
Sigma-restricted parameterization

132¢ e
13.10. _5.145&72

328. 14 317451

133F Ja.sszm

328A |3.40442

227. |3 226561

213 |2.924562

333 l2 751722

1312 |2 517053

217 2175417

p=.05 I

t-Value (for Coefficient,Absolute Value)

Slika 20. Pareto diagram koji pokazuje razinu povezanosti nezavisnih varijabli s brojem MN-

a u mononuklearnim stanicama (crvena linija predstavlja p=0,05).

1.3.2C — ¢lan obitelji s cerebralnom paralizom; 1.3.3F — preboljena tuberkuloza; 1.3.10. — primanje
transfuzije krvi; 1.3.12. — uzimanje lijekova u posljednjih godinu dana; 2.1.3. — konzumacija organski
uzgojene hrane; 2.1.7. — broj obroka bijelog mesa konzumiranih tjedno; 2.2.7. — izloZenost pusenju na
radnom mjestu; 3.2.8. — koristenje plasti¢nih posuda prilikom grijanja hrane u mikrovalnoj pecnici;
3.3.3. — smjestaj doma u blizini staklenika ili poljoprivrednog zemljista.

Observed Values vs. Predicted
Dependent variable: broj MN u mononuklearnim st.
(Analysis sample)

Predicted Values

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Observed Values

Slika 21. Diagram rasprSenja izmedu izmjerenih i vrijednosti izracunatih koriStenjem

prediktivnih varijabli za broj MN-a u mononuklearnim stanicama
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5.7.3. Analiza povezanosti ucestalosti nukleoplazmatskih mostova i parametara

dobivenih anketnim upitnikom

Multivarijatnom regresijskom analizom dobiveno je da je ucestalost NPB-a statisti¢ki
znacajno nezavisno obrnuto proporcionalno povezana s preboljenom tuberkulozom (pitanje
1.3.3.F, odgovor DA - veci broj NPB-a), izlozenosti pusenju na radnom mjestu (pitanje 2.2.7,
odgovor malo - veéi broj NPB-a) i koriStenjem plasti¢nih posuda prilikom grijanja hrane u
mikrovalnoj pe¢nici (pitanje 3.2.8, odgovor DA - veci broj NPB-a) te upravo proporcionalno
povezano s brojem obroka crvenog mesa konzumiranih tjedno (pitanje 2.1.6), nezaposlenos$¢u
(pitanje  3.1.1) i nekoristenjem parfumiranih sredstava za CciS¢enje (pitanje 3.2.10L)
(R?=0,466; p<0,001 za model, tablica 19). Razina povezanosti nezavisnih varijabli s brojem
NPB-a prikazana je na slici 22, dok slika 23 prikazuje odnos izmedu izmjerenih i vrijednosti

izraCunatih koriStenjem prediktivnih varijabli za ucestalost NPB-a.

Tablica 19. Rezultati multivarijatne regresijske analize povezanosti ucestalosti NPB-a i

parametara dobivenih anketnim upitnikom.

Anketno NPB

pitanje B SE -95.00% CL +95.00% CL p
1.3.3F -0,458 0,074 -0,605 -0,312 0,000
2.1.6. 0,174 0,073 0,030 0,318 0,019
2.2.7. -0,175 0,072 -0,319 -0,032 0,017
3.1.1. 0,300 0,073 0,156 0,444 0,000
3.2.8. -0,169 0,075 -0,317 -0,021 0,026
3.2.10L 0,236 0,072 0,094 0,379 0,001

B - korelacijski koeficijent; CL — granica pouzdanosti; SE - standardna grjeska.

1.3.3F — preboljena tuberkuloza; 2.1.6. — broj obroka crvenog mesa konzumiranih tjedno;
2.2.7. — izlozenost puSenju na radnom mjestu; 3.1.1. — zaposlenost; 3.2.8. — koriStenje
plasticnih posuda prilikom grijanja hrane u mikrovalnoj peénici; 3.2.10L — koriStenje

parfumiranih sredstava za ¢iS¢enje.
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Pareto Chart of t-Values for Coefficients; df=107
Variable: BRIDGE
Sigma-restricted parameterization
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Slika 22. Pareto diagram koji pokazuje razinu povezanosti nezavisnih varijabli s ucestalosc¢u

NPB-a (crvena linija predstavlja p=0,05).

1.3.3F — preboljena tuberkuloza; 2.1.6. — broj obroka crvenog mesa konzumiranih tjedno; 2.2.7. —
izlozenost puSenju na radnom mjestu; 3.1.1. — zaposlenost; 3.2.8. — koristenje plastiénih posuda
prilikom grijanja hrane u mikrovalnoj pe¢nici; 3.2.10L — koriStenje parfumiranih sredstava za €iS¢enje.

Observed Values vs. Predicted
Dependent variable: BRIDGE
(Analysis sample)

Predicted Values

-1 0 1 2 3 4 5 6 7
Observed Values

Slika 23. Diagram rasprSenja izmedu izmjerenih i vrijednosti izracunatih koriStenjem

prediktivnih varijabli za ucestalost NPB-a.
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5.7.4. Analiza povezanosti ucestalosti nuklearnih pupova i parametara dobivenih

anketnim upitnikom

Multivarijatnom regresijskom analizom je utvrdeno da je ucestalost NBUD-ova
statisti¢ki znacajno nezavisno obrnuto proporcionalno povezana s problemima s neplodnoscu
(pitanje 1.2.5A, odgovor DA na pitanje da li ste tesko zatrudnjeli - veéi broj NBUD-ova),
preboljenom tuberkulozom (pitanje 1.3.3.F, odgovor DA - ve¢i broj NBUD-ova) |
koriStenjem tekucine za peglanje (pitanje 3.2.10K — odgovor DA - veéi broj NBUD-ova) te
upravo proporcionalno povezana s nekonzumiranjem organski uzgojene hrane (pitanje 2.1.3),
s nezaposlenos¢u (pitanje 3.1.1) 1 neizlozenoscu bioloskim zaraznim ¢imbenicima na radnom
mjestu (pitanje 3.1.5F) (R?=0.556, p<0.001 za model, tablica 20). Razina povezanosti
nezavisnih varijabli s brojem NBUD-ova prikazana je na slici 22, dok slika 23 prikazuje
odnos izmedu izmjerenih 1 vrijednosti izracunatih koriStenjem prediktivnih varijabli za

ucestalost NBUD-ova.

Tablica 20. Rezultati multivarijatne regresijske analize povezanosti ucestalosti NBUD-ova i

parametara dobivenih anketnim upitnikom.

Anketno NBUD

pitanje 1] SE -95.00% CL +95.00% CL p
1.2.5A -0,458 0,065 -0,587 -0,330 0,000
1.3.3F -0,500 0,065 -0,628 -0,372 0,000
2.1.3. 0,138 0,065 0,010 0,267 0,035
3.1.1. 0,233 0,065 0,105 0,361 0,000
3.1.5F 0,145 0,065 0,017 0,274 0,027
3.2.10K -0,158 0,065 -0,287 -0,030 0,016

B - korelacijski koeficijent; CL — granica pouzdanosti; SE - standardna grjeska.

1.2.5A — neplodnost; 1.3.3F — preboljena tuberkuloza; 2.1.3. — konzumacija organski
uzgojene hrane; 3.1.1. — zaposlenost; 3.1.5F — izloZenost bioloskim zaraznim ¢imbenicima na

radnom mjestu; 3.2.10K — kori$tenje tekucine za peglanje.
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Pareto Chart of t-Values for Coefficients; df=107
Variable: BUD
Sigma-restricted parameterization
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Slika 24. Pareto diagram koji pokazuje razinu povezanosti nezavisnih varijabli s ucestalosc¢u

NBUD-ova (crvena linija predstavlja p=0,05).

1.2.5A — sterilitet; 1.3.3F — preboljena tuberkuloza; 2.1.3. — konzumacija organski uzgojene hrane;
3.1.1. — zaposlenost; 3.1.5F — izlozenost bioloskim zaraznim ¢imbenicima na radnom mjestu; 3.2.10K
— koristenje tekucine za peglanje.

Observed Values vs. Predicted
Dependent variable: BUD
(Analysis sample)

Predicted Values

10 05 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Observed Values

Slika 25. Diagram rasprSenja izmedu izmjerenih i vrijednosti izraCunatih koriStenjem

prediktivnih varijabli za ucestalost NBUD-ova.
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5.7.5. Analiza povezanosti indeksa diobe jezgara i parametara dobivenih anketnim

upitnikom

Multivarijatnom regresijskom analizom je utvrdeno da je vrijednost NDI-a statisticki
znacajno nezavisno obrnuto proporcionalno povezana s pojavom atopijskog dermatitisa u
obitelji (pitanje 1.3.11B, odgovor DA - ve¢i NDI), brojem obroka konzervirane hrane
konzumiranih tjedno (pitanje 2.1.9), koristenjem univerzalnih sredstava za ¢iS¢enje (pitanje
3.2.10M, odgovor DA - ve¢i NDI) te upravo proporcionalno povezana s brojem obroka
bijelog mesa konzumiranih tjedno (pitanje 2.1.7), brojem obroka ribljih proizvoda
konzumiranih tjedno (pitanje 2.1.8) i osobnom procjenom atmosferskog onecis¢enja u mjestu
stanovanja (pitanje 3.2.1) (R?=0,288; p<0.001 za model, tablica 21). Razina povezanosti
nezavisnih varijabli s vrijednostima NDI-a prikazana je na slici 26, dok slika 27 prikazuje
odnos izmedu izmjerenih i vrijednosti izracunatih koriStenjem prediktivnih varijabli za

vrijednost NDI-a.

Tablica 21. Rezultati multivarijatne regresijske analize povezanosti ucestalosti indeksa diobe

jezgara i parametara dobivenih anketnim upitnikom.

Anketno NDI

pitanje 1] SE -95.00% CL +95.00% CL p
1.3.11B -0,200 0,082 -0,362 -0,038 0,016
2.1.7. 0,179 0,086 0,009 0,348 0,040
2.1.8. 0,242 0,088 0,068 0,416 0,007
2.1.9. -0,229 0,084 -0,396 -0,062 0,008
3.2.1. 0,206 0,083 0,042 0,370 0,014
3.2.10M -0,256 0,082 -0,419 -0,093 0,002

B - korelacijski koeficijent; CL — granica pouzdanosti; SE - standardna grjeska.

1.3.11B — ispitanik ili ¢lan obitelji boluje od atopijskog dermatitisa; 2.1.7. — broj obroka
bijelog mesa konzumiranih tjedno; 2.1.8. — broj obroka ribljih proizvoda konzumiranih
tjedno; 2.1.9. — broj obroka konzervirane hrane konzumiranih tjedno; 3.2.1. — osobna procjena
roditelja vezano uz atmosfersko onecis¢enje u mjestu njihova stanovanja; 3.2.10M -

koriStenje univerzalnih sredstava za c¢iS¢enje.
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Pareto Chart of t-Values for Coefficients; df=107
Variable: NDI
Sigma-restricted parameterization
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Slika 26. Pareto diagram koji pokazuje razinu povezanosti nezavisnih varijabli s vrijednosti

NDI-a (crvena linija predstavlja p=0,05).

1.3.11B - ispitanik ili ¢lan obitelji boluje od atopijskog dermatitisa; 2.1.7. — broj obroka bijelog mesa
konzumiranih tjedno; 2.1.8. — broj obroka ribljih proizvoda konzumiranih tjedno; 2.1.9. — broj obroka
konzervirane hrane konzumiranih tjedno; 3.2.1. — procjena atmosferskog onecis¢enja u mjestu
stanovanja; 3.2.10M — koristenje univerzalnih sredstava za ¢iS¢enje.

Observed Values vs. Predicted
Dependent variable: NDI
(Analysis sample)
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Slika 27. Diagram rasprSenja izmedu izmjerenih i vrijednosti izraCunatih koriStenjem

prediktivnih varijabli za NDI.
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6. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem ispitali Smo zna¢aj moguce primjene mikronukleus-testa i metode
FISH u procjeni reproduktivnog rizika ponavljanja trisomije 21 ali i nastajanja drugih
numerickih kromosomskih abnormalnosti u mladih parova s obiteljskom anamnezom
trudnoce sa slobodnim oblikom DS-a. lako je trisomija 21 najces¢i kromosomski poremecaj u
humanoj populaciji jo§ uvijek se malo zna o mehanizmima koji dovode do njenog nastanka.
Najcesc¢e istrazivani i do sada jedini dokazani Cimbenik rizika jest starija dob majke u
trenutku zaceca. Medutim, otprilike 40% trudnoca sa slobodnim oblikom DS-a otkrije se u
zena mladih od 35 godina (2). Do danas nisu razjasSnjeni ¢imbenici koji utjeCu na pojavu
trisomije 21 u mladih parova. Unato¢ velikom broju istrazivanja usmjerenih ka odredivanju
etiologije trisomije 21, vecina ih se provodi na populaciji majki neovisno o zivotnoj dobi,
¢ime je malo dostupnih literaturnih podataka o uzrocima pojavnosti DS-a kod mladih Zena.
Nadalje, otprilike 4-10% slucajeva trisomije 21 je ofevog podrijetla. Utjecaj ¢imbenika
oc¢evog podrijetla na nastanak trisomije 21 znatno se rjede proucava, te do danas nisu
jednoznacni rezultati istrazivanja o utjecaju oceve dobi, ali i mogucih drugih ¢imbenika
(7,114). Stoga smo u nase istrazivanje odlucili ukljuciti pored majki koje su imale trudnocu s
DS-om i oceve. Nedovoljno poznavanje etiologije DS-a predstavlja veliki problem u procjeni
rizika pojavnosti DS-a u mladih parova. Naime, prenatalna dijagnostika DS-a temelji se na
citogenetskoj analizi stanica ploda dobivenih invazivnim metodama, dok se procjena rizika
radanja kromosomski bolesnog djeteta provodi primjenom neke od neinvazivnih metoda.
Danasnji postupnici procjene rizika zasnivaju se na individualnom izra¢unu rizika za svaku
trudnicu ponaosob. Prisustvo trisomije 21 u prethodnoj trudno¢i jedan je od ¢imbenika koji se
uzima u obzir pri izraunu rizika pojavnosti ove, ali i drugih kromosomopatija u idu¢im
trudno¢ama. Prema novijim istraZzivanjima smatra se da je rizik ponavljanja trisomije 21 u
1du¢im trudno¢ama 2,4 puta veci u odnosu na rizik dobi, a u Zena koje su trudno¢u s DS-om
imale u dobi mladoj od 30 godina ¢ak osam puta veéi (56). Tako visok rizik ponavljanja
kromosomopatije moZe negativno utjecati na odluku roditelja o ostvarivanju idu¢ih trudnoca.
Primjenom dodatnih biomarkera u procjeni rizika pojavnosti kromosomski abnormalnog

ploda u idu¢im trudno¢ama, parovima bi se mogla olaksati odluka o planiranju roditeljstva.

Novijim istrazivanjima citogenetickih osobitosti perifernih krvi parova koji su u
mladoj dobi imali trudnocu ili dijete s DS-om uocava se veca ucestalost pogresnog

razdvajanja kromosoma 21 te se pretpostavlja kako ti parovi imaju vecu sklonost
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nerazdvajanju kromosoma u somatskim stanicama, ali i za vrijeme gametogeneze. Kao
idealna, odnosno brza, pouzdana i automatizirana metoda za proucavanje kromosomske
nestabilnosti pokazao se MN-test na limfocitima periferne krvi. Stoga smo u naSem
istrazivanju primjenom MN-testa i metode FISH ispitali postoji li povecana sklonost
nerazdvajanju kromosoma kod 30 mladih parova koji u svojoj anamnezi imaju trudnocu ili

dijete sa slobodnim oblikom DS-a.

Iz daljnjeg istrazivanja iskljuCena su tri para ispitivane skupine te je od 27 parova kod
njih 26 bila dijagnosticirana trudnoc¢a s trisomijom 21, dok je samo jedan par imao dijete s
DS-om. Ova razlika posljedica je ¢injenice da su parovi ukljuceni u istrazivanje birani medu
roditeljima upuéenim na prenatalnu dijagnostiku na Kliniku za ginekologiju 1 porodnistvo
uslijed prethodno dijagnosticirane trudnoée s trisomijom 21 ili povecanog rizika radanja
kromosomski bolesnog djeteta utvrdenim biokemijskim i/ ili ultrazvuénim probirom u prvom
ili drugom tromjesecju trudnoée, dok je vecina majki koje su u periodu istrazivanja u nasoj
ustanovi rodile dijete s DS-om bila starije zivotne dobi. Citogenetskom analizom fetalnih
stanica i uzorka periferne krvi djeteta s DS-om muski spol je naden u 17, a Zenski u 10
analiziranih uzoraka. Omjer muskog naprema zenskom spolu od 1,7 znatno je veéi u
usporedbi s omjerom 1,2 koji se nalazi u populaciji osoba s DS-om. Medutim, istrazivanjem
koje je ukljucivalo 1329 djece s DS-om Kovaleva i suradnici (210) nalaze omjer od 1,61 u
korist muskog spola u skupini mladih majki koje su rodile dijete sa slobodnim oblikom DS-3,
u usporedbi s omjerom od 1,24 nadenom u cjelokupnom uzorku neovisno o dobi majke i tipu
kromosomopatije. Autori pretpostavljaju da bi veci udio muSkog spola kod mladih majki
mogao biti posljedica veceg omjera trisomije 21 ocevog podrijetla. Ova pretpostavka se
temelji na Cinjenici da su prethodna istrazivanja pokazala veéi udio muSkog spola u
slu¢ajevima trisomije 21 nastale uslijed nerazdvajanja kromosoma tijekom oceve
spermatogeneze (211). No, nisu sasvim razjas$njeni uzroci povezanosti nepravilne segregacije
kromosoma 21 s kromosomom Y (212). Nadalje, kao jedan od uzroka razli¢itog omjera spola
ne moze se iskljuciti niti moguénost manje vijabilnosti Zenske populacije plodova s

trisomijom 21.

Prilikom provedbe MN-testa odredili smo ucestalost MN-a na 1000 binuklearnih
stanica, raspodjelu MN-a u binuklearnim stanicama, ucestalost NPB-a, NBUD-ova te
ucestalost MN-a u mononuklearnim stanicama. Analizom ukupnog broja MN-a utvrdili smo
statistiCki znacajno viSu ucestalost MN-a u roditelja ispitivane skupine u odnosu na

usporednu. Dobiveni rezultati podudaraju se s istrazivanjem Abdel Hady-a i suradnika (139)
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koji su u majki djece s DS-om mladih od 30 godina uocili veéu ucestalost nerazdvajanja
kromosoma 21 primjenom MN-testa i metode FISH. Migliore i suradnici (13) takoder
uocavaju znacajno vecu ucestalost MN-a u majki koje su u mladoj dobi imale trudno¢u s DS-
om, dok FISH-analizom utvrduju veéi postotak nerazdvajanja kromosoma 21 u binuklearnim
stanicama, u odnosu na usporednu skupinu. Nadalje, autori uocavaju pozitivan porast broja
MN-a sa zivotnom dobi, iako se trend rasta broja MN-a uglavnom odnosio na usporednu
skupinu, odnosno u ispitivanoj skupini je zabiljezen manji utjecaj dobi na broj MN-a.
Usporedujuci s nasim rezultatima nismo uocili svezu izmedu dobi ispitanika i ucestalosti MN-
a, §to je bilo i ocekivano s obzirom da su roditelji u naSem istrazivanju sudjelovali u
vremenskom razdoblju od najvise godinu dana od dijagnosticirane trudno¢e s DS-om, dakle u
dobi manjoj od 36 godina (jedan otac je imao 38 godina). Prosjecna dob majki u istraZivanju
Migliorea i suradnika (13) iznosila je 48 godina, §to bismo istaknuli kao nedostatak ovog

istrazivanja.

Usporedbom vrijednosti MN-a unutar podskupina majki i oéeva takoder smo utvrdili
statisticki znacajno viSu ucestalost MN-a kod majki ispitanika u odnosu na usporednu
skupinu. Razlika u ucestalosti MN-a izmedu oceva ispitivane i usporedne skupine nije bila
statistiCki znaCajna nakon analize provedene Kruskal-Wallis-testom uz post-hoc visestruku
dvostranu usporedbu. Ipak, i u oceva ispitivane skupine uocava se veéa ucestalost MN-a U
odnosu na usporednu skupinu (9,07 naprema 5,90). Razlika u rezultatima koje smo uocili
1izmedu podskupine majki 1 ofeva dijelom se moze objasniti ¢injenicom da je trisomija 21 u
oko 90-95% slucajeva majc¢inog, a tek u 4-10% slucajeva ocevog podrijetla. Uzroci znatno
veceg udijela trisomije 21 maj¢inog podrijetla jo§ uvijek nisu sasvim razjaSnjeni, no jednim
od glavnih uzroka smatra se razlika u mehanizmima i vremenskom periodu sazrijevanja
muskih 1 zenskih spolnih stanica. Za razliku od spermatogeneze koja zapocCinje u pubertetu te
se kontinuirano odvija bez perioda odgode, sazrijevanje oocita zapoc€inje u fetalnom razdoblju
1 traje sve do trenutka oplodnje. Dakle, viSegodiSnja izloZenost vanjskim ¢imbenicima, ali 1
fizioloskim promjenama dovodi do vece ucestalosti pogresnog razdvajanja kromosoma kod
majki (60). Istrazivanje koje su proveli Hultén i suradnici (78,213) na gonadama pobacenih
plodova utvrdili su ve¢i udio aneuploidnih stanica u jajnicima zenskih plodova u odnosu na
testise muskih plodova. Autori pretpostavljaju da su Zenske spolne stanice osjetljivije na
moguce ¢imbenike sklonosti nerazdvajanju kromosoma. Nadalje, vazno je istaknuti kako je
do sada objavljeno samo jedno istrazivanje vezano uz citogeneticke osobitosti perifernih krvi

mladih roditelja djece s DS-om koje je ukljuéivalo i majke i oCeve. Autori su takoder uocili
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znacajno visu razinu MN-a u majki i u o¢eva. S obzirom da se ucestalost MN-a smatra
biomarkerom strukturnih i broj¢anih promjena kromosoma, autori postavljaju hipotezu kako
uz vec vise puta pokazanu sklonost nerazdvajanju kromosoma u majki, 1 ocevi djece s DS-om
imaju poviSenu razinu kromosomske nestabilnosti (14). U prilog ovoj pretpostavci idu i
istrazivanja provedena kod majki i ofeva koji u anamnezi imaju veci broj opetovanih
pobacaja (134), veci broj kromosomski abnormalnih plodova (135), te roditelja djece s
trisomijom 13 ili 18 (136,137).

Htjeli bismo istaknuti kako u do sada objavljenim istrazivanjima citogenetickih
osobitosti perifernih krvi roditelja djece s DS-om, osim ucestalosti MN-a nisu iznesene
vrijednosti drugih biomarkera koji se mogu analizirati prilikom provodenja MN-testa. Tek
Caria i suradnici (12) u istrazivanju ucestalosti MN-a induciranih mutagenima u djece s DS-
om i njihovih roditelja iznose podatke o ucestalosti MN-a u mononuklearnim stanicama, pri
¢emu ne uocavaju statisticku znacajnu razliku izmedu dvije grupe ispitanika. U nasem
istrazivanju uocili smo veéi broj MN-a u mononuklearnim stanicama kod roditelja ispitivane
skupine u odnosu na usporednu skupinu, iako razlika nije bila statisticki znacajna.
Spearmanovom univarijatnom korelacijskom analizom uocena je pozitivna korelacija izmedu
ukupnog broja MN-a i MN-a u mononuklearnim stanicama. Analizom ucestalosti MN-a u
mononuklearnim stanicama dobivaju se podatci o stupnju kromosomskih o$tecenja i brojéanih
kromosomskih promjena nakupljenih tijekom godina u mati¢nim stanicama i cirkuliraju¢im
limfocitima, odnosno odreduju se samo promjene nastale in vivo, prije kultiviranja stanica.
Valja napomenuti kako mononuklearne stanice prilikom kultiviranja uz dodatak citohalazina
B mogu predstavljati stanice koje se nisu uspjele podijeliti tijekom kultiviranja; stanice u
kojima je doslo do replikacije DNA, ali ne i diobe jezgre; ili su u ranom stadiju apoptoze ili
nekroze. Pretpostavlja se da MN-i u mononuklearnim stanicama nastaju kao posljedica
kromatidinih lomova ili o§te¢enja DNA koja se nakupljaju tijekom godina. Dakle smatra se da
MN-i u mononuklearnim stanicama imaju drugacije podrijetlo od MN-a u binuklearnim
stanicama, ali daju vazne komplementarne podatke u procjeni genomske nestabilnosti

nakupljene tijekom godina (145).

Usporedbom ucestalosti NPB-a izmedu ispitivane 1 usporedne skupine, u roditelja
ispitivane skupine smo uocili vecu srednju vrijednost broja NPB-a na 1000 stanica (0,89
naprema 0,73), iako razlika nije bila statisticki znacajna. Takoder, postojala je pozitivna sveza
izmedu ucestalosti MN-a i NPB-a (p=0,54; p<0,001). Prisutstvo NPB-a ukazuje na postojanje

strukturnih  kromosomskih razmjeStanja nastalih uslijed nemoguénosti razdvajanja
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dicentricnih kromosoma u stanice kéeri. Dicentrici nastaju nakon pogresnog popravka lomova
DNA, uslijed nepravilnog razdvajanja sestrinskih kromatida u anafazi ili nakon fuzije
telomernih krajeva dvaju kromosoma. Stoga se NPB-ovi smatraju biomarkerom koji upucuje
na postojanje pogrjesaka u popravcima DNA i/ ili fuzije telomera (150). Uoc¢ava se i poviSena
razina NPB-a u stanicama s mutacijom BLM, prisutnom u osoba s Bloomovim sindromom i
Fanconijevom anemijom (214). Nukleoplazmatski mostovi mogu nastati i uslijed poremecaja
kromatina i proteina kohezinskog kompleksa, Sto dovodi do nerazdvajanja sestrinskih
kromatida u anafazi (215). Istrazivanjem poremecaja funkcije telomera kod karcinoma
debelog crijeva na misjim modelima i ljudskim stanicama, Rudolph i suradnici (216)
uocCavaju vezu izmedu skracenja telomera i pojave anafaznih mostova. Stoga autori iznose

kako ucestalost NPB-a moze posluziti i kao biomarker znacajnog skrac¢enja telomera.

Srednja vrijednost NDI-a nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu ispitivane i
usporedne skupine, medutim nesSto nize vrijednosti uocili smo u roditelja ispitivane skupine.
Nadalje, korelacijskom analizom uocili smo statisticki znacajnu negativnu povezanost izmedu
vrijednosti NDI-a i ukupnog broja MN-a. Indeks diobe jezgara sluzi kao pokazatelj odgovora
na stimulaciju diobe limfocita mitogenima te se pretpostavlja da aneuploidne stanice imaju
smanjenu sposobnost diobe. Tako se u starijih osoba s DS-om uoc¢ava veci postotak stanica s
disomijom 21 (45). Nadalje, NDI se smatra i pokazateljem imunolo$kog stanja organizma, S
obzirom da inicijacija diobe limfocita ovisi o viSe intrinzi¢nih faktora kao §to je na primjer
razina interleukina (217). Dakle, nasi rezultati upucuju kako bi u limfocitima perifernih krvi
roditelja djece s trisomijom 21 mogao postojati slabiji odgovor na stimulaciju
fitohemaglutininom. U prilog ovoj pretpostavci idu i istrazivanja kojima se poremecaji
proliferacije limfocita uo¢avaju i u osoba s DS-om. Tako Karttunen i suradnici (218) u osoba
s DS-om uocavaju slabiji odgovor limfocita perifernih  krvi na stimulaciju
fitohemaglutininom. Ipak, u uvjetima in vitro nalaze normalne vrijednosti interleukina 2 (IL-
2), citokina odgovornog za proliferaciju i diferencijaciju limfocita T. Autori sugeriraju kako
bi smanjen odgovor na stimulaciju mitogenima unato¢ normalnim vrijednostima IL-2 mogao
biti posljedica promijenjene funkcije interleukinskih receptora, za koju se na temelju
prethodnih istrazivanja pokazalo da opada sa starenjem. U prilog ovom istrazivanju idu i
rezultati skupine autora koja u djece s DS-om nalaze normalne vrijednosti serumskog IL-2
(219). Suprotno, Stabile i suradnici (220) u kulturi limfocita perifernih krvi djece s DS-om

nalaze snizenu razinu IL-2, ali normalne vrijednosti IL-4 te interferona y (IFN-y).
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Kako bismo utvrdili sadrzaj MN-a proveli smo FISH-analizu s pancentromernom
probom koja omogucuje utvrdivanje sklonosti nerazdvajanju svih kromosoma te probama
specificnim za kromosom 21 kojima se zasebno ispituje segregacija kromosoma 21. FISH-
analizom uz primjenu pancentromerne probe u ispitivanoj skupini smo nasli ve¢i postotak
MN-a pozitivnih za centromeru (57,1%), u odnosu na 51% MN-a kod roditelja usporedne
skupine, $to upucuje na vecu ucestalost nerazdvajanja kromosoma. Prema rezultatima viSe
istrazivanja smatra se da izmedu 30 i 70% MN-a u osoba zdrave populacije sadrzi cijele
kromosome, a udio ovisi o dobi i spolu ispitanika (148,173). U naSem istrazivanju nije uo¢ena
statistiCki znacajna razlika u postotku MN-a pozitivnih za centromeru medu podskupinama
majki i oCeva. Ipak nesto veci postotak MN-a koji sadrze cijele kromosome nasli smo u majki
usporedne skupine u odnosu na oceve usporedne skupine, Sto se objaSnjava vecom
ucestalo$¢u nerazdvajanja kromosoma X (148). Primjenom centromerne probe 13/21 i mjesno
specifi¢ne probe LSI 21q22 u ispitivanoj skupini nasli Smo statisticki znacajno vise MN-a, §to
upucuje na povecanu sklonost nerazdvajanju kromosoma 21. Visi postotak MN-a koji sadrze
kromosom 21 uocili smo u majki ispitivane skupine u odnosu na o€eve. Ovi rezultati idu u
prilog pretpostavci da je dob majke znacajan ¢imbenik rizika nastajanja ploda sa slobodnim
oblikom DS-a. Iako nema statisticku znacajnost, broj MN-a koji sadrze kromosom 13 ili
pericentromerno podruc¢je kromosoma 21 nalazi se u ve¢em postotku u roditelja ispitivane
skupine. Ovaj rezultat moZe upucivati na mogucéu predispoziciju nerazvajanju n€ Samo
kromosoma 21 ve¢ i drugih autosoma i spolnih kromosma. Osim analize sadrzaja MN-a,
probama za centromeru 13/21 i LSI 21922 smo proveli analizu nerazdvajanja kromosoma 21
u binuklearnih stanicama. U roditelja ispitivane skupine uo¢ili Smo znaéajno veéi postotak
stanica s nerazdvajanjem kromosoma 21, u odnosu na usporednu skupinu. Dakle, rezultati
FISH-analize upucuju kako parovi ispitivane skupine imaju opcenito povecanu sklonost
nerazdvajanju kromosoma uz specifi¢no nerazdvajanje kromosoma 21. Dobiveni rezultati su
u skladu s podatcima o nerazdvajanju kromosoma 21 u binuklearnim stanicama dobivenih u
istrazivanjima Abdel Hady-a i suradnika (139) te Migliore-a i suradnika (138). U navedenim

istrazivanjima nije provedena FISH-analiza sadrzaja MN-a.

Ispitivanjem osjetljivosti na djelovanje MMC-a u naSem istrazivanju nije bilo
statistiCki znacajne razlike u srednjim vrijednostima ukupnog broja MN-a izmedu ispitivane i
usporedne skupine niti zasebnom poredbom izmedu majki i oceva ispitivane i1 usporedne
skupine. Usporedba korigiranih vrijednosti broja MN-a induciranih MMC-om takoder nije

pokazala statisticki znacajne razlike izmedu ispitivane 1 usporedne skupine. Ipak, u ispitivanoj
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skupini smo u 14,8% roditelja uocili znatno visi broj MN-a induciranih MMC-om. Sli¢ne
rezultate dobili su Caria i suradnici (12) koji su statisti¢ki neznacajno visi broj MN-a dobili
nakon izlaganja MMC-u limfocita perifernih krvi roditelja djece s DS-om, u odnosu na
skupinu roditelja zdrave djece. S obzirom da rezultati MN-testa i metode FISH, naseg kao i
prethodno objavljenih istrazivanja, upucuju na povecanu kromosomsku nestabilnost u
roditelja djece s DS-om, jedno od mogucih objaSnjenja zaSto se ne uocava povecana
osjetljivost na MMC, jest mogucénost da MMC ne djeluje specificno na kromosom 21. U
prilog ovoj pretpostavci idu istrazivanja kojima je FISH-analizom utvrdeno da MN-i u
uzorcima tretiranim MMC-om ¢esc¢e sadrze kromosome 1, 9 i 16 (204). Suprotno, s manjom
ucestalos¢u od ocekivane nalaze se kromosomi 8, 15 i 20. No, u navedenim istrazivanjima
nije zasebno ispitivana prisutnost kromosoma 21. Ipak, utvrdeno je da mutageni imaju razlicit
utjecaj na specificne kromosome. Pri tome autori zakljuuju kako je najveca ucestalost
kromosoma 1, 9 i 16 posljedica djelovanja MMC-a na stvaranje lomova i dekondenzaciju
heterokromatinskih regija navedenih kromosoma (221).

Nase istraZivanje potvrdilo je citotoksi¢ni u¢inak MMC-a na §to ukazuju statisticki znacajno
nize vrijednosti NDI-a nakon izlaganja MMC-u, u odnosu na vrijednosti NDI-a kod MN-testa.
Nismo uocili razliku u vrijednostima NDI-a izmedu ispitivane i usporedne skupine, §to

ukazuje na istu brzinu diobe stanica u obje grupe.

Usporedbom podataka prikupljenih anketnim upitnikom i rezultata dobivenih MN-
testom htjeli smo ispitati postoji li povezanost izmedu biomarkera odredenih MN-testom
(uCestalost MN-a u binuklearnim i mononuklearnim stanicama, uéestalost NPB-a i NBUD-
ova, vrijednost NDI-a) i sociodemografskih obiljezja, osobitosti medicinske i osobne
anamneze, te zivotnih navika 1 izloZenosti okoliSnim ¢imbenicima. Vezano uz osobitosti
medicinske anamneze statisticki znacajna povezanost uoCena je za viSe parametara. Nasi
rezultati pokazaju da postoji pozitivna korelacija izmedu broja spontanih pobacaja i
ucestalosti MN-a, NPB-a i NBUD-ova i broja MN-a u mononuklearnim stanicama, te
problema s plodno$éu i ucestalosti MN-a i NBUD-ova. Dobiveni rezultati su u skladu s
istrazivanjima Juberga i suradnika (134) koji su uocili ve¢u ucestalost MN-a u parova s vise
opetovanih pobacaja. Trkova i suradnici (223) veci broj MN-a nalaze u parova s idiopatskom
neplodnos¢éu i parova s vise opetovanih pobacaja. S obzirom na veliki broj mogucih
molekularnih mehanizama, nije dokazana izravna povezanost izmedu genomske nestabilnosti
I navedenih stanja. No, pretpostavlja se da bi genomska nestabilnost mogla utjecati na

vijabilnost ploda ili funkciju posteljice (155). Statisticka analiza pokazala je da postoji sveza
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izmedu preboljene tuberkuloze i vise biomarkera. No, s obzirom da je samo jedna ispitanica
preboljela tuberkulozu i to unatrag cetiri godine, na temelju ovog podatka ne mozemo
donositi zakljucke. Isto tako samo jedan roditelj je imao ¢lana obitelji oboljelog od cerebralne
paralize pa se niti na temelju toga ne mogu interpretirati rezultati. Nadalje, dobili smo
pozitivnu korelaciju uzimanja lijekova s u¢estalos¢u MN-a u mononuklearnim i binuklearnim
stanicama. Staisticki znacajno vec¢i broj roditelja ispitivane skupine se izjasnio pozitivho o
uzimanju lijekova u razli¢itim vremenskim periodima, u odnosu na usporednu skupinu.
Lijekovi koje su uzimali roditelji ispitivane skupine uklju¢ivali su antibiotike,
antihipertenzive, hormone Stitnjace, nesteroidne antireumatike, antihistaminike, antidepresive
I kortikosteroidne kreme. No valja istaknuti kako su svaki od navedenih lijekova uzimale tek
po jedna ili dvije osobe, §to nam isklju¢uje moguénost donosenja zakljucka u svezi djelovanja
svakog zasebnog lijeka. Prethodna istraZzivanja ukazuju da osim citostatika, uzimanje
antihipertenziva kao §to je atenolol ili zamjenske hormonske terapija u trudnica s prijete¢im
pobacajem utjecu na poviSenu ucestalost MN-a (224,225). Analizom zivotnih navika roditelja
nismo uocili svezu izmedu konzumacije duhanskih proizvoda ili izlozenosti duhanskom dimu
i biomarkera analiziranin MN-testom. Rezultati dosadasnjih istrazivanja vezanih uz utjecaj
pusenja na ucestalost MN-a su kontradiktorni (226,227). Bonassi i suradnici (225)
istrazivanjem provedenim u sklopu projekta HUMN na 5710 ispitanika, nalaze neznatno nizu
razinu MN-a u pusaca ili biv§ih pusaca. Ipak, daljna analiza pokazala je znatno vecu
ucestalost u osoba koje puSe viSe od 30 cigareta dnevno. S obzirom da je vecina puSaca u
naSem istrazivanju konzumirala 10 do 20 cigareta dnevno, ispitanike nismo dijelili u vise
skupina. Kopjar i suradnici u svom istrazivanju navode da pusenje poti¢e spontani nastanak
veceg broja MN-a (229). Nadalje, u naSem istrazivanju nismo uocili niti statisticki znac¢ajnu
povezanost izmedu konzumacije alkohola i ucestalosti MN-a. Ali smo uocili svezu izmedu
navike pijenja kave i veceg broja MN-a, $to su potvrdila i dosadasnja istrazivanja (230). U
naSem istrazivanju Smo uocili svezu izmedu konzumacije folne kiseline i povecane ucestalosti
MN-a u mononuklearnim stanicama. Poznato je kako nedostatan unos folata uzokuje
kromosomke lomove, ekspresiju fragilnih mjesta, hiometilaciju DNA te nastanak MN-a.
Suprotno tome, prisutnost folne kiseline djeluje na sprecavanje kromosomskih lomova i
regulaciju metilacije DNA (231). S obzirom da je vise od 60% majki ispitivane i usporedne
skupine uzimalo folnu kiselinu, vjerojatnije je da je nas nalaz visih vrijednosti MN-a u osoba
koje su uzimale folnu kiselinu posljedica utjecaja drugih Zivotnih navika ili okoli$nih
¢imbenika. Vazno je napomenuti i kako su gotovo sve majke folnu kiselinu uzimale u obliku
multivitaminskih pripravaka, ¢ime se ne moze iskljuéiti niti utjecaj drugih vitamina prisutnih

91



u navedenim pripravcima. Fenech i suradnici (174) uocavaju svezu izmedu unosa visokih
doza vitamina B12, riboflavina i biotina i visih ucestalosti MN-a. Nadalje, nismo uo¢ili svezu
izmedu ionizirajueg zraCenja i biomarkera odredenih MN-testom. lako prema Kriteriju
odabira parova, roditelji koji su sudjelovali u naSem istrazivanju nisu bili izloZeni zraenju u
posljednjih godinu dana, veliki broj ih je bio izloZen u posljednjih 10 godina. lako se smatra
kako dijagnosticke doze ionizirajueg zracenja ne bi trebale imati utjecaj na genomsku
nestabilnost, ne smije se u potpunosti zanemariti utjecaj zracenja. U nasem istrazivanju uocili
smo i povezanost izmedu viSe razine MN-a i smjestaja doma u blizini poljoprivrednog
zemljista. Naime, poznato je kako pesticidi, herbicidi te fungicidi uzrokuju kromosomska
ostecenja te osim klastogenog ucinka, neki pesticidi, ali i herbicidi imaju i aneugeni ucinak

(192,193).

Razli¢iti su ¢imbenici koji mogu povisiti rizik radanja kromosomski bolesnog ploda.
Numericke kromosomske abnormalnosti su u pravilu podrijetla de novo i ne mozemo
predvidjeti njihov nastanak. Prekoncepcijsko odredivanje rizika koriStenjem razlicitih
dijagnostickih metoda koje bi trebalo ukljuciti mikronukleus-test s FISH-analizom bi nam
omogucilo prepoznavanje osoba s visim predispozicijskim rizikom. Kompleksan proces
nastanka slobodnog oblika DS-a ukljucuje ne samo geneticko molekularne mehanizme, nego i
okoliSne ¢imbenike. KoriStenjem MN-a kao znacajnog biomarkera genomske nestabilnosti
integriranog s drugim dijagnostickim testovima imalo bi moguci veliki znac¢aj u procjeni

visine reproduktivnog rizika i predispozicijskog statusa roditelja.
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7. ZAKLJUCCI

e U parova ispitivane skupine nadena je statisticki znaCajno veca ucestalost
mikronukleusa u binuklearnim stanicama perifernih krvi, u odnosu na usporednu skupinu
(p<0,001).

e Statisticki znaCajno viSa uclestalost mikronukleusa utvrdila se u majki ispitivane
skupine u odnosu na usporednu skupinu (p=0,021). U oceva ispitivane skupine nadena je veca
ucestalost mikronukleusa u odnosu na usporednu skupinu, medutim razlika nije bila statisticki
znacajna (p=0,162).

e Analizom krivulje osjetljivosti za ucestalost mikronukleusa utvrdena je grani¢na
vrijednost mikronukleusa >12 u skupini parova koji su imali trudno¢u s DS-om, uz
osjetljivost metode od 29,63% 1 specificnost od 100%.

e U roditelja ispitivane skupine uocena je veca ucestalost mikronukleusa u
mononuklearnim stanicama u odnosu na usporednu skupinu, medutim razlika nije bila
statisticki znacajna (p=0,102).

e Ucestalost nukleoplazmatskih mostova u parova ispitivane skupine bila je visa u
odnosu na usporednu skupinu, medutim razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,480). Nije
bilo statisticki znacajne razlike u ucestalosti nuklearnih pupova izmedu roditelja ispitivane i
usporedne skupine (p=0,693).

e Vrijednosti indeksa diobe jezgara nisu se znacajno razlikovale izmedu ispitivane i
usporedne skupine (p=0,292), niti zasebno izmedu podskupina majki i oCeva ispitivane i
usporedne skupine.

e FISH-analizom uz primjenu pancentromerne probe u parova ispitivane skupine uocili
smo veci udio mikronukleusa koji sadrZe cijele kromosome, u odnosu na usporednu skupinu,
medutim razlika nije bili statisticki znacajna (p=0,292). Primjenom centromerne probe 13/21
te mjesno specificne LSI 21922 u parova ispitivane skupine uocili smo statisticki znacajno
veéi broj mikronukleusa koji sadrze kromosom 21, u odnosu na usporednu skupinu (p=0,032).
Statisticki znacajno veé¢i udio binuklearnih stanica s nerazdvajanjem kromosoma 21 uocili
Smo u parova ispitivane skupine, u odnosu na usporednu skupinu (p=0,009).

e Rezultati mikronukleus-testa i FISH-analize upucuju da mladi roditelji sa slobodnim
oblikom Downova sindroma u anamnezi, imaju povecanu sklonost nerazdvajanju svih

kromosoma, a posebice kromosoma 21 u limfocitima perifernih krvi.
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e Nije bilo statisticki znacajne razlike u odgovoru limfocita perifernih krvi nakon
izlaganja mutagenu mitomicinu C izmedu parova ispitivane i usporedne skupine (p=0,676).

e Uocena je pozitivna korelacija izmedu reproduktivnih problema (prirodno zacece i
broj spontanih pobacaja) te vrijednosti biomarkera odredenih mikronukleus-testom.

e Ne uocava se statisticki znaCajna sveza izmedu navika konzumacije alkohola,
izlozenosti duhanskom dimu, ioniziraju¢em zracenju te kemikalijama iz radnog okolisa.

e Navika svakodnevnog pijenja kave pozitivno je korelirala s viSom ucestalos¢u
mikronukleusa.

e Analizom osjetljivosti krivulje utvrdili smo grani¢nu vrijednost ucestalosti
mikronukleusa u svrhu predikcije zacimanja ploda s Downovim sindromom koja pokazuje tek
dobru (osrednju) osjetljivost testa. Dobiveni rezultati pokazuju da mikronukleus-test ne
mozemo koristiti kao samostalan biomarker za procjenu rizika. Medutim, uz primjenu neke
od neinvazivnih metoda probira rizika radanja kromosomski bolesnog ploda, mikronukleus-
test i FISH-analiza mogli bi se koristiti za korekciju procjene rizika radanja kromosomski
bolesnog ploda u idu¢im trudnoc¢ama. Smatramo kako bi primjena ovog biomarkera u
kombinaciji s drugim dijagnosti¢kim probirnim testovima mogla imati veliku vaznost mladim
roditeljima koji u anamnezi imaju trudnocu ili dijete sa slobodnim oblikom Downova

sindroma.
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8. SAZETAK

vvvvv

najceS¢i uzrok mentalne retardacije u humanoj populaciji. Otprilike 40% trudnoca s
trisomijom 21 upravo se otkrije kod Zena mladih od 35 godina. Malo je literaturnih podataka
0 uzrocima povecane sklonosti pogreSnom razdvajanju kromosoma kod mladih parova koji u
svojoj anamnezi imaju trudnocu ili dijete s Downovim sindromom. Svrha ovog rada bila je
ispitati mogucnost primjene mikronukleus-testa i metode fluorescencijske in situ hibridizacije
u procjeni rizika nastajanja brojcanih kromosomskih abnormalnosti u parova kod kojih su
majke u dobi manjoj od 35 godina imale trudnocu ili rodeno dijete s trisomijom 21. U
istrazivanje je ukljuéeno 60 roditelja ispitivane skupine (30 parova) koji su u dobi manjoj od
35 godina imali trudnocu ili dijete rodeno sa slobodnim oblikom Downova sindroma te 30
parova usporedne skupine (majke i oCevi) s najmanje dva uredna poroda i bez povijesti
reproduktivnih problema. Uslijed neadekvatnih preparata za analizu iz daljnjeg istrazivanja
iskljucena su tri para iz ispitivane skupine, te su sve daljnje analize provedene na ukupno 54
roditelja, odnosno 27 parova ispitivane skupine. U parova ispitivane skupine nadena je
statisticki znacajno vecéa ucestalost mikronukleusa u binuklearnim stanicama perifernih krvi, u
odnosu na usporednu skupinu (p<0,001). Kao grani¢na vrijednost utvrden je ukupan broj
mikronukleusa >12, uz osjetljivost metode od 29,63% i specificnost od 100%. Nije bilo
statisti¢ki znacajne razlike izmedu ispitivane i usporedne skupine u ucestalosti mikronukleusa
u mononuklearnim stanicama (p=0,102) te ucestalosti nukearnih pupova (p=0,693) i
nukleoplazmatskih mostova (p=0,480). Fluorecencijskom in situ hibridizacijom uz primjenu
pancentromerne probe u parova ispitivane skupine uocili smo vec¢i postotak mikronukleusa
koji sadrze cijele kromosome, te statisticki znacajno veci broj mikronukleusa koji sadrze
kromosom 21 (p=0,009), u odnosu na usporednu skupinu. Nije uoCena statisti¢ki znacajna
razlika u odgovoru limfocita perifernih krvi nakon izlaganja mutagenu mitomicinu C izmedu
parova ispitivane i wusporedne skupine (p=0,676). Rezultati mikronukleus-testa i
fluorescencijske in situ hibridizacije upucuju da mladi roditelji sa slobodnim oblikom
Downova sindroma u anamnezi imaju povecanu sklonost nerazdvajanju kromosoma u
limfocitima perifernih krvi. S obzirom na osrednju osjetljivost testa, mikronukleus metoda bi
se u kombinaciji s fluorescencijskom in situ hibridizacijom, mogla primijeniti kao
komplementarni biomarker za korekciju procjene rizika radanja kromosomski bolesnog ploda

u idué¢im trudno¢ama.
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9. SUMMARY

APPLICATION OF MICRONUCLEUS  ASSAY  AND FLUORESCENCE
HYBRIDIZATION IN ESTIMATION OF CHROMOSOME INSTABILITY AND
OCCURRENCE OF REGULAR FORM OF DOWN SYNDROME IN YOUNG COUPLES

Ana Vici¢, 2019

The aim of this study was to evaluate the application of micronucleus assay and fluorescence
in situ hybridization in estimation of chromosome instability and occurrence of regular form
of Down syndrome within young couples. Study group consisted of 60 parents (30 couples)
who had previous pregnancy with regular form of Down syndrome at the age of 35 or less.
Control group consisted of 30 couples with two healthy children and no previous spontaneous
abortions. Parents in the study group had statistically significant higher frequency of
micronuclei in binucleated cells, in comparison with parents in the control group (p<0.001).
As a limit value for the micronucleus frequency >12 was determined, with a sensitivity for
micronucleus test of 29.63% and a specificity of 100%. There was no statistically significant
difference between study and control group in the frequency of micronuclei in mononuclear
cells (p=0.102), the frequency of nuclear buds (p=0.693), and the frequency of
nucleoplasmatic bridges (p=0.480). Fluorescence in situ hybridization showed higher
percentage of micronuclei containing whole chromosomes as well as statistically significant
higher number of micronuclei containing chromosome 21 (p=0.009), in comparison to control
group. There was no statistically significant difference between two patients’ groups in the
response of peripheral blood lymphocytes after treatment with mutagen mitomycin C
(p=0.676). In conclusion, the results of the micronucleus test and fluorescence in situ
hybridization suggest that young parents with a history of regular form of Down syndrome
have a higher susceptibility to chromosome nondisjunction in peripheral blood lymphocytes.
Given the fair sensitivity, micronucleus test combined with fluorescence in situ hybridization
could be implemented as a complementary biomarker for the correction of risk assessment of

having chromosomal abnormality in subsequent pregnancies.
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1. OPCI UPITNIK

1.1. SOCIODEMOGRAFSKI PODACI

Mjesto rodenja (grad, drzava):

Koliko imate godina?

Mjesto stanovanja:

Koliko dugo Zivite u trenutnom mjestu stanovanja? (broj godina)

SNl Pl

Ako u trenutnom mjestu stanovanja Zivite manje od 10 godina, u sljedeéoj tablici
navedite gdje ste prije Zivjeli i koliko dugo (poCevsi od zadnjeg mjesta stanovanja)?

Grad, drzava Od (godina) Do (godina)

U kojem predjelu grada Zivite?
1 Predgrade
2 Industrijska zona
3  Stambeno naselje
4  Seosko naselje
5 Ne znam/ ne Zelim odgovoriti

. Kakvo je VaSe bracno stanje?
1 Udana ili stalni zivotni partner
2 Neudana
3 Razvedena ili rastavljena
4 Udovica

5 Drugo (navedite)
6 Ne znam/ ne Zelim odgovoriti

Koja je Va$a razina obrazovanja?

Bez Skolovanja ili nezavrSena osnovna Skola
Osnovna Skola

Srednja skola

Visa ili visoka Skola

Fakultet

Drugo (navedite)

OO WN PR




1.2.

REPRODUKTIVNA POVIJEST

1. Koliko ste do sada imali trudnoc¢a?

2. Ishod prethodnih trudnoca

Broj Pobacaj: Datum rodenja Novorodence: Trajanje | Spol djeteta: | TeZina djeteta | Nacin poroda: Malformacije | Da li je dijete

trudno¢e | 1) Spontani | djeteta ili kraja 1) Zivo trudnoce | 1) Musko (u gramima) 1) Vaginalno djeteta Zivo?
2) Inducirani | trudnodée 2) Mrtvo (tjedni) 2) Zensko 2) Carskim rezom 1) Da 1) Da
3) Nepoznat 3) Vakuum 2) Ne 2) Ne

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Ako je odgovor na pitanje Malformacije djeteta ,,Da“, molimo navedite malformacije (u slu€aju vise djece, navedite broj trudnoce i malformacije):

Ako je odgovor na pitanje Da li je dijete Zivo ,,Ne“, molimo navedite:

Dob djeteta

, uzrok smrti

Dob djeteta

, uzrok smrti




3. Da li Vam je u prethodnim trudno¢ama bila dijagnosticirana neka od
navedenih komplikacija?

Broj trudnoée u kojoj je komplikacija dijagnosticirana
1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10

a) Bez problema

b) Hipertenzija

c) Preeklampsija

d) Eklampsija

e) Gestacijski dijabetes

f) Insuficijencija cerviksa

g) Drugo (navedite)

Objasnjenje pojmova:

Hipertenzija - visok krvni tlak u trudno¢i; tlak visi od 140/90 mmHg

Preeklampsija - komplikacija u trudno¢i koju karakteriziraju visok krvni tlak (hipertenzija), nalaz proteina
u mokraci (proteinurija) te pojava edema (naticanje)

Eklampsija — pojava gréeva (konvulzija), vezanih na prethodno postojanje preeklampsije

Gestacijski dijabetes — Secerna bolest koja se pojavila u trudnodi

Insuficijencija cerviksa ili slabost vrata maternice — prijevremeno skracivanje i otvaranje vrata maternice

4. Da li ste u nekoj od prethodnih trudnoéa radili biokemijske testove probira
(kombinirani probir, double ili triple test)?

1 Da
2 Ne
4a. Ako je odgovor ,,Da*, ispunite tablicu:
Broj trudnoce Vrsta biokemijskog testa Rezultat testa

5. Da li ste imali sljedeéih reproduktivnih problema?
a) Tesko ste zatrudnjeli Da Ne
b) Imali ste vise spontanih pobacaja Da Ne
navedite koliko
c) Sterilitet (koristili ste postupak medicinski potpomognute oplodnje — IVF postupak)
Da Ne
navedite Koji

1.3. MEDICINSKA ANAMNEZA

1. Da li je nekome od Vasih ukuéana u posljednjih 6 mjeseci dijagnosticirana neka
zarazna bolest (tuberkuloza, HIV infekcija, vodene kozice itd.)?

2 Da
3 Ne
la. Ako je odgovor ,,Da“ , u tablici navedite koja!
Vrsta bolesti Osoba kojoj je dijagnosticirana




2. Dali je netko od €lanova Vase uZze ili Sire obitelji roden sa:

a) Nasljednom ili kromosomskom bole$¢u Da Ne Neznam
b) Urodenim malformacijama Da Ne Neznam
¢) Nekom drugom boles¢u Da Ne Neznam
2a. Ako je odgovor ,,Da‘“ u tablici navedite bolest.

Vrsta bolesti Oboljeli ¢lan obitelji

3. Dali Vam je ikad dijagnosticirana neka od sljede¢ih bolesti?

Bolest Dob kada je bolest
dijagnosticirana

a. Dijabetes Da Ne

b. Bolesti srca Da Ne

c. Poremecaj zgrusavanja krvi Da Ne

d. Bolesti bubrega Da Ne

e. Poremecaj funkcije Stitne zlijezde Da Ne

f. Tuberkuloza Da Ne

g. HIV infekcija Da Ne

h. Anksioznost Da Ne

I. Depresija Da Ne

j. Bolesti mokra¢nog sustava Da Ne

K. Kroni¢na upala debelog crijeva Da Ne

|. Tumor organa spolnog sustava Da Ne

m. Drugo (navedite)

4. Dali Vam je ikad dijagnosticiran neki oblik karcinoma?
1 Da
2 Ne
4a. Ako je odgovor ,,Da*“ molimo odgovorite na sljedeca pitanja:
a) O kojoj vrsti karcinoma se radilo?
b) Koje godine Vam je dijagnosticiran?
c) Koju vrstu lijeCenja ste primili? (npr. zracenje, kemoterapija, ako znate navedite
lijekove koje ste primali)

5.Da li je Vasim roditeljima, majci ili ocu ikad dijagnosticiran neki oblik
karcinoma?
1 Da
2 Ne
5a. Ako je odgovor ,,Da‘ navedite koji oblik
karcinoma?

6. Da li ste u posljednjih 10 godina bili na rendgenskom snimanju?
1 Da
2 Ne

6a. Ako je odgovor ,,Da“ ispunite sljedec¢u tablicu:

5




Broj snimanja | Godina snimanja | Dio tijela koji je Razlog snimanja
sniman

7. Da li ste bili na rendgenskom snimanju prije 18 godine Zivota?

1 Da
2 Ne
3 Neznam
8. Da li ste u posljednjih 10 godina bili na CT/CAT snimanju (kompjuterizirana
tomografija)?
1 Da
2 Ne
3 Neznam
8a. Ako je odgovor ,,Da“ ispunite sljedec¢u tablicu:
Broj snimanja | Godina snimanja | Dio tijela koji je Razlog snimanja

sniman

9. Da li ste bili na CT/CAT snimanju prije 18 godine Zivota?

1 Da
2 Ne
3 Neznam
10. Da li ste ikada primili transfuziju krvi?
1 Da
2 Ne
3 Neznam

10a. Ako je odgovor ,,Da*, navedite godinu i razlog:

11. Dali Viili VasSe dijete patite od alergijskih bolesti kao $to su:

Vi DIJETE
(navedite broj djece)
Alergijska astma Da Ne
Atopijski dermatitis Da Ne
Ekcem Da Ne
Visoka temperatura Da Ne
Drugo, navedite Da Ne

12. Da li ste u posljednjih godinu dana uzimali ili uzimate neke lijekove? (Ukljucujuci
i biljne lijekove, kortikosteroidne kreme. NE NAVODITI vitamine i minerale.)
1 Da
2 Ne
12a. Ako je odgovor ,,Da* , ispunite sljedecu tablicu.

6




Naziv lijeka

Razlog uzimanja (bolest)

Razdoblje uzimanja

Uzimana
lijeka

doza

13. Da li ste u posljednjih godinu dana bili cijepljeni?

1
2

13a. Ako je odgovor ,,Da*“, navedite cjepivo:

Da
Ne




2. ZIVOTNE NAVIKE
(PREHRANA, KONZUMACIJA ALKOHOLA, PUSENJE, OPOJNA

SREDSTVA)
2.1. PREHRANA

1. Da li ste vegetarijanac?
1 Da
2 Ne
3 Bilasam

2. Dali proizvodite hranu kod kuée? (Ukljucujuéi meso, povrée, voce, kruh, zitarice)
1 Da
2 Ne

2a. Ako je odgovor ,,Da“, navedite koli¢inu i vrstu hrane:

3. Dali jedete bioloski, ekoloski ili organski uzgojenu hranu?
1 Da
2 Ne
3a. Ako je odgovor ,,Da*“, zaokruzite koliko ¢esto:
1 Nikada do jednom mjesecno
2 1-3 puta mjesecno
3 Jednom tjedno
4 Nekoliko puta tjedno
5 Svakodnevno

3b. Koliki postotak VaSe prehrane je iz ekoloSkog uzgoja?
1 Voceipovree %
2 Kruh _ %
3 Meso %
4 Jaja _ %
5 Mlijeko i mlijecni proizvodi %
6 Rizai tjestenina %

4. Koliko obroka povr¢a ili jela s povréem jedete tjedno (ne misli se na krumpir)?

5. Koliko obroka voca ili jela s vofem jedete tjedno?

6. Koliko obroka crvenog mesa ili jela s crvenim mesom prosjecno jedete tjedno,
npr. teletina, janjetina, svinjetina? (ukoliko ne jedete crveno meso napisati 0)

7. Koliko obroka bijelog mesa ili jela s bijelim mesom prosjecno jedete tjedno, npr.
piletina, puretina ili druga perad? (ukoliko ne jedete bijelo meso napisati 0)

8. Kaoliko obroka ribe ili jela S ribom prosjecno jedete
tjedno?




9. Koliko puta tjedno konzumirate hranu iz konzervi? (misli se na pastete,
konzervirano voce ili povrce itd.)

10. Da li ste posljednjih godinu dana uzimali neke od navedenih vitamina, minerala,
Omega 3 ili drugih dodataka prehrani? Da Ne
10a. Ako da, zaokruziti koji preparat:
a) VitaminC
b) Multivitamini s mineralima (navesti koji)
c) Omega3
d) Vitamini B kompleksa
e) Zeljezo
f) Vitamin B12
g) Kalcij/Magnezij
h) Selen
i) Folna kiselina
J) Preparat ¢eSnjaka
k) Beta glukan
I) Antioksidansi (Cink)
m) Multivitamini bez minerala
n) Drugi pojedinacni vitamini ili minerali (navesti koji)

2.2. KONZUMACIJA ALKOHOLA, PUSENJE, OPOJNA SREDSTVA

1. Da li konzumirate alkohol?
1 Da
2 Ne
l1a. Ako je odgovor ,,Da“, zaokruzite koliko Cesto:
a) 6-7 puta tjedno
b) 4-5 puta tjedno
c) 2-3 puta tjedno
d) Jednom tjedno
e) 1-3 puta mjesecno
f) Manje od jednom mjesec¢no

2. (Ako pijete alkohol) Koliko jedinica alkohola obi¢no konzumirate (jedna jedinica je
priblizno jedna ¢aSa vina, 3 dl piva, jedno Zestoko pice)?
a) 10 ili vise jedinica
b) 7-9 jedinica
c) 5-6 jedinica
d) 3-4 jedinica
e) 1-2 jedinica
f) Manje od 1 jedinice

3. Da li trenutno puSite?

1 Da

2 Ne
3a. Ako je odgovor ,,Da*, koliko cigareta
dnevno?

4. Da li ste ikada pusili? (misli se na barem 1 cigaretu dnevno tijekom barem godine
dana)
1 Da
2 Ne
4a. Ako je odgovor ,,Da*, koliko ste dnevno cigareta pusili i koliko
dugo?




5. Ako ste prestali puSiti, koliko ste imali

godina kada ste prestali

S

pusenjem?
6. Da li netko od Vasih ukuéana pusi?
1 Da
2 Ne
6a. Ako je odgovor ,,Da“, ispunite sljedecu tablicu:
Navedite osobu Koliko dnevno cigareta Koliko dnevno cigareta pusi

pusi?

kod kuce?

7. Koliko ste puSenju izloZeni na poslu?
1 Jako puno
2 Puno
3 Malo
4 Nimalo
5 Neradim

8. Dali ste ikada koristili opojna sredstva?
1 Da
2 Ne
8a. Ako je odgovor ,,Da*“, navedite koje i koliko dugo?

10




3. IZLOZENOST OKOLISNIM CIMBENICIMA

3.1.

IZLOZENOST NA POSLU

1. VasSe trenutno radno stanje?
a. Zaposlena
b. Nezaposlena
c. Student
d. Kucanica
e. Drugo (navedite)

2. (Ako ne radite) Da li ste bili zaposleni u posljednjih 10 godina?

3. Dali na poslu diZete teSke predmete (predmete teze od 10 kg)?

1 Da
2 Ne
1 Da
2 Ne

3a. Ako je odgovor ,,Da*“, koliko ¢esto?

a) Ponekad (ne svaki dan)

b) Cesto (svaki dan, nekoliko puta)

c) Vrlo Cesto (svaki dan, puno puta)

4. Da li ste na sadasnjem ili nekom od proslih poslova (u posljednjih 10 godina) bili
izloZeni sljede¢im kemikalijama? (Ako je odgovor ,da“, opisite izlozenost i

razdoblje izlozenosti)

Odgovor Vrsta posla i ucestalost Razdoblje
izlozenosti
a. Otapalo/ljepilo/adhezivna sredstva | 1 Da Navedite posao: Od
(npr. boje, sredstva za ¢iscenje, 2 Ne | god.
industrija obuce ili odjece, drvna 3 Ne Navedite ucestalost: Do
industrija, kozmeti¢ka ili farmaceutska znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
industrija, kemijska Cistionica, 2 Cesto (>2h/dan)
laboratoriji)
b. Benzen 1 Da Navedite posao: Od
(npr. kemijska industrija, laboratoriji, 2 Ne | s e god.
benzinske postaje) 3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
c. Olovo 1 Da Navedite posao: Od
(npr. boje, glazura za keramiku, 2 Ne | god.
automobilska industrija, proizvodnja 3 Ne Navedite ucestalost: Do
baterija, zavarivanje) znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
d. Nikal 1 Da Navedite posao: Od
(npr. metalurgija, kemijska industrija) 2 Ne | s e god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
e. Ziva 1 Da Navedite posao: od
(npr. amalgamske plombe, proizvodnja | 2 Ne | ..o | god.
baterija, obrada koze, izrada fotografija) | 3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)

11




f. Kadmij 1 Da Navedite posao: Od
(npr. automobilska industrija, industrija | 2 Ne | ..o god.
koze, proizvodnja stakla, tiskarska tinta) | 3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
g. Arsen 1 Da Navedite posao: Od
(npr. prerada zlata, cinka, bakra, olova, |2 Ne | ... | god.
industrija stakla, proizvodnja pesticida) | 3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
h. Sredstva za suzbijanje $teto¢ina 1 Da Navedite posao: Od
(npr. pesticidi, insekticidi) 2 Ne | e god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
i. Formaldehid 1 Da Navedite posao: Od
2 Ne i god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
j. Dusikov oksid 1 Da Navedite posao: Od
(npr. uredivanje kupaonica) 2 Ne | s god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
k. Etilen oksid 1 Da Navedite posao: Od
(npr. uredivanje kupaonica) 2 Ne | god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.

2 Cesto (>2h/dan)

5. Dali ste na sadaSnjem ili nekom od proSlih poslova (u posljednjih 10 godina) bili
izloZeni sljedeé¢im situacijama? (Ako je odgovor ,,da“, opisite izloZenost i razdoblje

izloZenosti)
Odgovor Vrsta posla i ucestalost Razdoblje
izlozenosti
a. Vrlo visoka razina buke 1 Da Navedite posao: Od
(onemogucuje komunikaciju s drugom 2 Ne | god.
osobom) 3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
b. Rukovanje strojevima koji 1 Da Navedite posao: Od
proizvode vibracije 2 Ne | s e god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
c. Ekstremne temperature ili vlaznost | 1 Da Navedite posao: Od
2 Ne e god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
d. Elektromagnetsko polje ili 1 Da Navedite posao: Od
neionizirajuce zracenje 2 Ne | s god.
(npr. telekomunikacije, UV zracenje, 3 Ne Navedite ucestalost: Do
laser) znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
e. Ionizirajuée zracenje 1 Da Navedite posao: Od
(npr. rendgensko zracenje, a-zrake, - 2 Ne e god.
Cestice) 3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
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2 Cesto (>2h/dan)
f. Zarazni agensi ili biolosko 1 Da Navedite posao: Od
onecliSéenje 2 Ne i god.
(npr. zdravstvene ustanove, laboratoriji, | 3 Ne Navedite uéestalost: Do
rad sa zivotinjama, klaonice) znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)

3.2. IZLOZENOST U KUCI

1. Koliko Vam na ljestvici od 1 do 10 smeta atmosfersko oneciS¢enje u VaSem domu
- kada otvorite prozor (misli se na plinove, dim, praSinu itd. uzrokovane prometom,
industrijom itd.)?

2. Koliko Vam na ljestvici od 1 do 10 smeta buka u Vasem domu - kada otvorite
prozor (misli se na buku od prometa, industrije itd.)?

3. Koji su izvori buke najces$ée prisutni u Vasem domu (mozete zaokruziti vise) i S
kojim intenzitetom?

Intenzitet buke (zaokruzite)
Jako Srednje Slabo

a. Djeca u ku¢i 1 2 3
b. Ljudi na ulici 1 2 3
c. Uli¢ni promet 1 2 3
d. Susjedi 1 2 3
e. Kafi¢i, disko klubovi 1 2 3
f. Tvornice 1 2 3
g. Cestovni ili gradevinski radovi 1 2 3
h. Drugo, navedite 1 2 3
i. Nikakva buka
4. Dali imate kuéne ljubimce?

1 Da

2 Ne
4a. Ako je odgovor ,,Da*“, navedite koje:
5. Koju vrstu grijanja imate u domu?

1 Prirodni plin

2 Lozivo ulje

3 Elektricna energija

4  Stednjak na drva ili ugljen

5 Drugo, navedite
6. Da li imate centralno grijanje?

1 Da

2 Ne
7. Dali imate klimatizacijski uredaj?

1 Da

2 Ne
8. Dali koristite plasti¢ne posude prilikom grijanja hrane u mikrovalnoj peénici?

1 Da

13




2 Ne

8a. Ako je odgovor ,,Da“, koliko ¢esto?

1 Nekoliko puta tjedno
2 Nekoliko puta mjesecno
3 Manje od jednom mjese¢no

9. Da li koristite mobitel?

1 Da

2 Ne
10. Da li koristite sljedeca sredstva za CiS¢enje?
a. Izbjeljivac Da Ne Ne znam
b. Amonijak Da Ne Ne znam
c. klorovodic¢na kiselina (HCI) Da Ne Ne znam
d. Odstranjivaci mrlja Da Ne Ne znam
e. Sredstva za poliranje namjestaja Da Ne Ne znam
f. Sredstvo za pranje stakala/prozora Da Ne Ne znam
g. Sredstvo za CiSéenje tepiha Da Ne Ne znam
h. Sredstvo za pranje podova Da Ne Ne znam
i. Sprej za ¢is€enje peénice Da Ne Ne znam
J. Osvjezivace zraka Da Ne Ne znam
k. Tekuc€inu za peglanje Da Ne Ne znam
1. Parfimirana sredstva za ¢iSéenje Da Ne Ne znam
m. Univerzalna sredstva za ¢iS€enje Da Ne Ne znam
n. Sredstva protiv moljaca Da Ne Ne znam

11. Da li Kkoristite antibakterijska sredstva za ¢iS¢enje?

1 Da

2 Ne
11a. Ako je odgovor ,,Da*, navedite
koja:

12. Da li koristite insekticide ili sredstva protiv komaraca, Zohara, mravi?

1 Da
2 Ne

12a. Ako je odgovor ,,Da*, zaokruzite koja u sljedecoj tablici:

Koliko ¢esto U dnevnoj sobi | U ostatku kuée
a. Insekticidni sprejevi 1 cijele godine 1 1
2 sezonski 2 2
3 rijetko 3 3
b. Sredstva koja se 1 cijele godine 1 1
ukljuce u struju (tablete, | 2 sezonski 2 2
tekucine) 3 rijetko 3 3
c. Losioni protiv kukaca | 1 cijele godine 1 1
2 sezonski 2 2
3 rijetko 3 3
d. Drugo, navedite 1 cijele godine 1 1
2 sezonski 2 2
3 rijetko 3 3
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3.3. IZLOZENOST VANJSKIM CIMBENICIMA

1. Daliimate vrtili terasu sa zelenilom?

1 Da
2 Ne
2. Dali u vrtu koristite pesticide (insekticide, herbicide, itd.)?
1 Da
2 Ne

2a. Ako je odgovor ,,Da“, navedite koje i koliko Cesto:

3. Dali se Vas dom nalazi blizu nekog staklenika ili poljoprivrednog zemljista?
1 Da
2 Ne

4. Dali se Va§ dom nalazi blizu tvornice?

1 Da

2 Ne
4a. Ako je odgovor ,,Da*, navedite o kojoj vrsti tvornice se radi (npr. tekstilna industrija,
prehrambena itd.):

34. OSTALO

1. Koliko ¢asa vode u prosjeku dnevno popijete?
1 Nijednu

2 1casu

3 2case

4 3-4 cCase

5 5-6casa

6 Vise od 6 casa

2. Kaoji je najceséi izvor vode koju pijete kod kuce (zaokruZite samo najcesci)?
1 Voda iz javnog vodovoda
2 Privatni izvor ili bunar
3 Vodaiz boce
4 Drugo, navedite:

3. Kaoji je najces¢i izvor vode koju koristite za kuhanje (zaokruzite samo naj¢eséi)?
1 Voda iz javnog vodovoda
2 Privatni izvor ili bunar
3 Vodaiz boce
4 Drugo, navedite:

4. Kaoji je najces¢i izvor vode koju pijete izvan kuée (zaokruzite samo najces¢i)?
1 Voda iz javnog vodovoda
2 Privatni izvor ili bunar
3 Voda iz boce
4 Drugo, navedite:

5. Dali pijete crni ¢aj?
1 Da
2 Ne
5a. Ako je odgovor ,,da* koliko $alica dnevno?
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6. Dali pijete kavu?
1 Da
2 Ne
6a. Ako je odgovor ,,da* koliko Salica dnevno?

7. Dali bojite kosu?
1 Ne
2 Da, pramenovi
3 Da, boja za kosu

16



PRILOG 2. Anketni upitnik za oceve

ANKETA ZA ISPITANIKA
(OCEVI)

4. OPCI UPITNIK

5. ZIVOTNE NAVIKE (PREHRANA, KONZUMACIJA ALKOHOLA,
PUSENJE, OPOJNA SREDSTVA)

6. IZLOZENOST OKOLISNIM CIMBENICIMA

Ime 1 prezime osobe koja je vodila postupak anketiranja: Ana Vici¢, dipl.ing.biol.

Ime i prezime voditelja istrazivanja: izv.prof.dr.sc. Feodora Stipoljev

Broj ankete:

Mijesto i datum ispunjavanja ankete:




1. OPCI UPITNIK

1.1. SOCIODEMOGRAFSKI PODACI

Mjesto rodenja (grad, drzava):

Koliko imate godina?

Mjesto stanovanja:

Koliko dugo Zivite u trenutnom mjestu stanovanja? (broj godina)

SHEIE N L

AKo u trenutnom mjestu stanovanja Zivite manje od 10 godina, u sljedecoj tablici
navedite gdje ste prije Zivjeli i koliko dugo (pocevsi od zadnjeg mjesta stanovanja)?

Grad, drzava Od (godina) Do (godina)

. U Kojem predjelu grada Zivite?

1 Predgrade

2 Industrijska zona

3 Stambeno naselje

4 Seosko naselje

5 Ne znam/ ne zelim odgovoriti

. Kakvo je VaSe bra¢no stanje?

1 OzZenjen ili stalni zivotni partner
2 Neozenjen

3 Razveden ili rastavljen

4 Udovac

5 Drugo (navedite)
6 Ne znam/ ne zelim odgovoriti

. Koja je Va$a razina obrazovanja?
1 Bez skolovanja ili nezavrSena osnovna Skola
2 Osnovna Skola
3 Srednja skola
4 Visaili visoka Skola
5 Fakultet
6 Drugo (navedite)




1.3. MEDICINSKA ANAMNEZA

1. Da li je nekome od Vasih ukuéana u posljednjih 6 mjeseci dijagnosticirana neka
zarazna bolest (tuberkuloza, HIV infekcija, vodene kozice itd.)?

1 Da
2 Ne
la. Ako je odgovor ,,Da“ , u tablici navedite koja!
Vrsta bolesti Osoba kojoj je dijagnosticirana

2. Dali je netko od ¢lanova VasSe uzZe ili Sire obitelji roden sa:

a) Nasljednom ili kromosomskom boles¢u Da Ne Neznam
b) Urodenim malformacijama Da Ne Neznam
¢)Nekom drugom bolesc¢u Da Ne Neznam
2a. Ako je odgovor ,,Da“ u tablici navedite bolest.

Vrsta bolesti Oboljeli ¢lan obitelji

3. Dali Vam je ikad dijagnosticirana neka od sljedecih bolesti?
Bolest Dob kada je bolest
dijagnosticirana

a. Dijabetes Da Ne

b. Bolesti srca Da Ne

C. Poremecaj zgruSavanja krvi Da Ne

d. Bolesti bubrega Da Ne

e. Poremecaj funkcije Stitne Zlijezde Da Ne

f. Tuberkuloza Da Ne

g. HIV infekcija Da Ne

h. Anksioznost Da Ne

I. Depresija Da Ne

j. Bolesti mokra¢nog sustava Da Ne

K. Kroni¢na upala debelog crijeva Da Ne

|. Tumor organa spolnog sustava Da Ne

m. Drugo (navedite)

4. Dali Vam je ikad dijagnosticiran neki oblik karcinoma?
1 Da
2 Ne
4a. Ako je odgovor ,,Da*“ molimo odgovorite na sljedeca pitanja:
a) O kojoj vrsti karcinoma se radilo?
b) Koje godine Vam je dijagnosticiran?
c) Koju vrstu lijecenja ste primili? (npr. zracenje, kemoterapija, ako znate navedite
lijekove koje ste primali)




5. Da li je VasSim roditeljima, majci ili ocu ikad dijagnosticiran neki oblik

karcinoma?
1 Da
2 Ne
5a. Ako je odgovor ,,Da“ navedite koji oblik
karcinoma?
6. Da li ste u posljednjih 10 godina bili na rendgenskom snimanju?
1 Da
2 Ne
6a. Ako je odgovor ,,Da“ ispunite sljedec¢u tablicu:
Broj snimanja | Godina snimanja | Dio tijela koji je Razlog snimanja
sniman

7. Da li ste bili na rendgenskom snimanju prije 18 godine Zivota?

1 Da
2 Ne
3 Neznam
8. Da li ste u posljednjih 10 godina bili na CT/CAT snimanju (kompjuterizirana
tomografija)?
4 Da
5 Ne
6 Neznam
8a. Ako je odgovor ,,Da“ ispunite sljedecu tablicu:
Broj snimanja | Godina snimanja | Dio tijela koji je Razlog snimanja
sniman

9. Da li ste bili na CT/CAT snimanju prije 18 godine Zivota?

1 Da
2 Ne
3 Neznam
10. Da li ste ikada primili transfuziju krvi?
1 Da
2 Ne
3 Neznam

10a. Ako je odgovor ,,Da*, navedite godinu i razlog:

11. Da li patite od alergijskih bolesti kao Sto su:

Alergijska astma Da Ne
Atopijski dermatitis Da Ne
Ekcem Da Ne
Visoka temperatura Da Ne




Drugo, navedite Da Ne

12. Da li ste u posljednjih godinu dana uzimali ili uzimate neke lijekove? (Ukljucujuci
i biljne lijekove, kortikosteroidne kreme. NE NAVODITI vitamine i minerale.)

1 Da
2 Ne
12a. Ako je odgovor ,,Da* , ispunite sljedecu tablicu.
Naziv lijeka Razlog uzimanja (bolest) | Razdoblje uzimanja | Uzimana doza

lijeka

13. Da li ste u posljednjih godinu dana bili cijepljeni?
1 Da
2 Ne

13a. Ako je odgovor ,,Da*“, navedite cjepivo:




2. ZIVOTNE NAVIKE

(PREHRANA, KONZUMACIJA ALKOHOLA, PUSENJE, OPOINA

SREDSTVA)
2.1. PREHRANA

1. Da li ste vegetarijanac?
1 Da
2 Ne
3 Bilasam

2. Da li proizvodite hranu kod kuce? (Ukljucujuci meso, povrce, voée, kruh, Zitarice)
1 Da
2 Ne

2a. Ako je odgovor ,,Da“, navedite koli¢inu i vrstu hrane:

3. Dali jedete bioloski, ekoloski ili organski uzgojenu hranu?
1 Da
2 Ne
3a. Ako je odgovor ,,Da*“, zaokruzite koliko ¢esto:
1 Nikada do jednom mjesecno
2 1-3 puta mjesecno
3 Jednom tjedno
4 Nekoliko puta tjedno
5 Svakodnevno

3b. Koliki postotak VaSe prehrane je iz ekoloSkog uzgoja?
Voceipovrce %

Kruh %

Meso %

Jaja _ %

Mlijjeko 1 mlije¢ni proizvodi %
Riza i tjestenina %

OO0 WN PR

4. Koliko obroka povréa ili jela s povréem jedete tjedno (ne misli se na krumpir)?

5. Koliko obroka voca ili jela s vocem jedete tjedno?

6. Koliko obroka crvenog mesa ili jela s crvenim mesom prosjecno jedete tjedno, npr.
teletina, janjetina, svinjetina? (ukoliko ne jedete crveno meso napisati 0)

7. Koliko obroka bijelog mesa ili jela s bijelim mesom prosje¢no jedete tjedno, npr.
piletina, puretina ili druga perad? (ukoliko ne jedete bijelo meso napisati 0)

8. Koliko obroka ribe ili jela S ribom prosjecno jedete
tjedno?




9. Koliko puta tjedno konzumirate hranu iz konzervi? (misli se na pastete,
konzervirano voce ili povrée itd.)

10. Da li ste posljednjih godinu dana uzimali neke od navedenih vitamina, minerala,
Omega 3 ili drugih dodataka prehrani? Da Ne
10a. Ako da, zaokruziti koji preparat:
a) Vitamin C
b) Multivitamini S mineralima (navesti
koji)
c) Omega3
d) Vitamini B kompleksa
e) Zeljezo
f) Vitamin B12
g) Kalcij/Magnezij
h) Selen
i) Folna kiselina
J) Preparat ¢eSnjaka
k) Beta glukan
[) Antioksidansi (Cink)
m) Multivitamini bez minerala
n) Drugi pojedinacni vitamini ili minerali (navesti
koji)

2.2. KONZUMACIJA ALKOHOLA, PUSENJE, OPOJNA SREDSTVA

11. Da li konzumirate alkohol?
1 Da
2 Ne
11a. Ako je odgovor ,,Da“, zaokruzite koliko Gesto:
a) 6-7 puta tjedno
b) 4-5 puta tjedno
c) 2-3putatjedno
d) Jednom tjedno
e) 1-3 puta mjesecno
f) Manje od jednom mjesecno

12. (Ako pijete alkohol) Koliko jedinica alkohola obi¢no konzumirate (jedna jedinica je
pribliZzno jedna ¢asa vina, 3 dl piva, jedno Zestoko pice)?
a) 10 ili vise jedinica
b) 7-9 jedinica
c) 5-6 jedinica
d) 3-4 jedinica
e) 1-2 jedinica
f) Manje od 1 jedinice

13. Da li trenutno puSite?

1 Da
2 Ne
13a. Ako je odgovor ,,Da*, koliko cigareta
dnevno?
14. Da li ste ikada pusili? (misli se na barem 1 cigaretu dnevno tijekom barem godine
dana)
1 Da




2 Ne
14a. Ako je odgovor ,,Da*, koliko ste dnevno cigareta pusili i koliko
dugo?

15. Ako ste prestali pusSiti, koliko ste imali godina kada ste prestali s

pusenjem?
16. Da li netko od Vasih ukucana pusi?
1 Da
2 Ne
16a. Ako je odgovor ,,Da*, ispunite sljedecu tablicu:
Navedite osobu Koliko dnevno cigareta Koliko dnevno cigareta pusi

pusi? kod kuce?

17. Koliko ste puSenju izloZeni na poslu?
1 Jako puno
2 Puno
3 Malo
4 Nimalo
5 Neradim

18. Da li ste ikada koristili opojna sredstva?
1 Da
2 Ne
18a. Ako je odgovor ,,Da*, navedite koje i koliko dugo?




3. IZLOZENOST OKOLISNIM CIMBENICIMA

3.1. IZLOZENOST NA POSLU

1. VaSe trenutno radno stanje?

a. Zaposlen
b. Nezaposlen
c. Student

d. Drugo (navedite)

2. (Ako ne radite) Da li ste bili zaposleni u posljednjih 10 godina?

1 Da
2 Ne
3. Da li na poslu diZete teSke predmete (predmete teze od 10 kg)?
1 Da
2 Ne

3a. Ako je odgovor ,,Da*, koliko ¢esto?
a) Ponekad (ne svaki dan)
b) Cesto (svaki dan, nekoliko puta)
c) Vrlo ¢esto (svaki dan, puno puta)

4. Da li ste na sadasnjem ili nekom od proslih poslova (u posljednjih 10 godina) bili
izloZeni sljede¢im kemikalijama? (Ako je odgovor ,,da*, opisite izlozenost i razdoblje

izlozenosti)

Odgovor Vrsta posla i ucestalost Razdoblje
izlozenosti
a. Otapalo/ljepilo/adhezivna sredstva | 1 Da Navedite posao: Od
(npr. boje, sredstva za ¢iséenje, 2 Ne | god.
industrija obuce ili odjece, drvna 3 Ne Navedite ucestalost: Do
industrija, kozmeti¢ka ili farmaceutska znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
industrija, kemijska Cistionica, 2 Cesto (>2h/dan)
laboratoriji)
b. Benzen 1 Da Navedite posao: Od
(npr. kemijska industrija, laboratoriji, 2 Ne | god.
benzinske postaje) 3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
c. Olovo 1 Da Navedite posao: Od
(npr. boje, glazura za keramiku, 2 Ne | s e god.
automobilska industrija, proizvodnja 3 Ne Navedite ucestalost: Do
baterija, zavarivanje) znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
d. Nikal 1 Da Navedite posao: Od
(npr. metalurgija, kemijska industrija) 2 Ne | i e god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
e. Ziva 1 Da Navedite posao: od
(npr. amalgamske plombe, proizvodnja | 2 Ne | i | god.
baterija, obrada koze, izrada fotografija) | 3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
f. Kadmij 1 Da Navedite posao: Od
(npr. automobilska industrija, industrija | 2 Ne | ... god.
koze, proizvodnja stakla, tiskarska tinta) | 3 Ne Navedite ucestalost: Do




znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
g. Arsen 1 Da Navedite posao: Od
(npr. prerada zlata, cinka, bakra, olova, |2 Ne | ... | god.
industrija stakla, proizvodnja pesticida) | 3 Ne Navedite uéestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
h. Sredstva za suzbijanje $teto¢ina 1 Da Navedite posao: Od
(npr. pesticidi, insekticidi) 2 Ne | god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
i. Formaldehid 1 Da Navedite posao: Od
2 Ne | god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
j- Dusikov oksid 1 Da Navedite posao: Od
(npr. uredivanje kupaonica) 2 Ne | god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
k. Etilen oksid 1 Da Navedite posao: Od
(npr. uredivanje kupaonica) 2 Ne | god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.

2 Cesto (>2h/dan)

5. Da li ste na sadaSnjem ili nekom od proslih poslova (u posljednjih 10 godina) bili
izloZeni sljedec¢im situacijama? (Ako je odgovor ,,da“, opisite izlozenost i razdoblje

izlozenosti)
Odgovor Vrsta posla i ucestalost Razdoblje
izloZenosti
a. Vrlo visoka razina buke 1 Da Navedite posao: Od
(onemogucuje komunikaciju s drugom 2 Ne e god.
osobom) 3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
b. Rukovanje strojevima koji 1 Da Navedite posao: Od
proizvode vibracije 2 Ne | god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
c. Ekstremne temperature ili vlaznost | 1 Da Navedite posao: Od
2 Ne | god.
3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
d. Elektromagnetsko polje ili 1 Da Navedite posao: Od
neionizirajuée zracenje 2 Ne | god.
(npr. telekomunikacije, UV zralenje, 3 Ne Navedite ucestalost: Do
laser) znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
e. lonizirajucée zracenje 1 Da Navedite posao: Od
(npr. rendgensko zracenje, a-zrake, - 2 Ne | s e god.
Cestice) 3 Ne Navedite ucestalost: Do
znam 1 Ponekad (<2h/dan) | ............ god.
2 Cesto (>2h/dan)
f. Zarazni agensi ili biolosko 1 Da Navedite posao: Od
oneliséenje 2Ne | i god.
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(npr. zdravstvene ustanove, laboratoriji, | 3 Ne Navedite ucestalost: Do
rad sa zivotinjama, klaonice) znam 1 Fv’onekad (<2h/dan) |l god.
2 Cesto (>2h/dan)

3.2. IZLOZENOST U KUCI

1. Koliko Vam na ljestvici od 1 do 10 smeta atmosfersko oneciS¢enje u Vasem domu -
kada otvorite prozor (misli se na plinove, dim, prasinu itd. uzrokovane prometom,
industrijom itd.)?

2. Koliko Vam na ljestvici od 1 do 10 smeta buka u Vasem domu - kada otvorite
prozor (misli se na buku od prometa, industrije itd.)?

3. Koji su izvori buke najcesée prisutni u Vasem domu (moZete zaokruziti vise) i S
kojim intenzitetom?

Intenzitet buke (zaokruzite)
Jako Srednje Slabo

a. Djeca u kuéi 1 2 3
b. Ljudi na ulici 1 2 3
c. Uli¢ni promet 1 2 3
d. Susjedi 1 2 3
e. Kafiéi, disko klubovi 1 2 3
f. Tvornice 1 2 3
g. Cestovni ili gradevinski radovi 1 2 3
h. Drugo, navedite 1 2 3
I. Nikakva buka
4. Da li imate kuéne ljubimce?

1 Da

2 Ne
4a. Ako je odgovor ,,Da*, navedite koje:
5. Koju vrstu grijanja imate u domu?

1 Prirodni plin

2 Lozivo ulje

3 Elektri¢na energija

4 Stednjak na drva ili ugljen

5 Drugo, navedite
6. Da li imate centralno grijanje?

1 Da

2 Ne
7. Dali imate klimatizacijski uredaj?

1 Da

2 Ne
8. Dali koristite plasti¢ne posude prilikom grijanja hrane u mikrovalnoj peénici?

1 Da

2 Ne

8a. Ako je odgovor ,,Da“, koliko Cesto?
1 Nekoliko puta tjedno
2 Nekoliko puta mjese¢no
3 Manje od jednom mjesecno
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9. Dali koristite mobitel?

1 Da
2 Ne
10. Da li Kkoristite sljede¢a sredstva za ¢iS¢enje?
a. Izbjeljivac Da Ne Ne znam
b. Amonijak Da Ne Ne znam
c. klorovodic¢na kiselina (HCI) Da Ne Ne znam
d. Odstranjivaci mrlja Da Ne Ne znam
e. Sredstva za poliranje namjestaja Da Ne Ne znam
f. Sredstvo za pranje stakala/prozora Da Ne Ne znam
g. Sredstvo za CiS¢enje tepiha Da Ne Ne znam
h. Sredstvo za pranje podova Da Ne Ne znam
i. Sprej za ¢iScenje pecnice Da Ne Ne znam
J. Osvjezivace zraka Da Ne Ne znam
k. Tekucinu za peglanje Da Ne Ne znam
1. Parfimirana sredstva za ¢iS¢enje Da Ne Ne znam
m. Univerzalna sredstva za ¢is¢enje Da Ne Ne znam
n. Sredstva protiv moljaca Da Ne Ne znam
11. Da li koristite antibakterijska sredstva za ¢iS¢enje?
1 Da
2 Ne

11a. Ako je odgovor ,,Da“, navedite koja:

12. Da li koristite insekticide ili sredstva protiv komaraca, Zohara, mravi?

1 Da
2 Ne
12a. Ako je odgovor ,,Da*, zaokruzite koja u sljedecoj tablici:
Koliko Cesto U dnevnoj sobi | U ostatku kuée
a. Insekticidni sprejevi 1 cijele godine 1 1
2 sezonski 2 2
3 rijetko 3 3
b. Sredstva koja se 1 cijele godine 1 1
ukljuce u struju (tablete, | 2 sezonski 2 2
tekucine) 3 rijetko 3 3
c. Losioni protiv kukaca | 1 cijele godine 1 1
2 sezonski 2 2
3 rijetko 3 3
d. Drugo, navedite 1 cijele godine 1 1
2 sezonski 2 2
3 rijetko 3 3

3.3. IZLOZENOST VANJSKIM CIMBENICIMA

1. Da li imate vrt ili terasu sa zelenilom?
1 Da
2 Ne
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2. Da li u vrtu koristite pesticide (insekticide, herbicide, itd.)?
1 Da
2 Ne

3a. Ako je odgovor ,,Da“, navedite koje i koliko ¢esto:

3. Dali se Va$ dom nalazi blizu nekog staklenika ili poljoprivrednog zemljista?

1 Da
2 Ne
4. Dalise Vas§ dom nalazi blizu tvornice?
1 Da
2 Ne

4a. Ako je odgovor ,,Da*, navedite o kojoj vrsti tvornice se radi (npr. tekstilna industrija,
prehrambena itd.):

3.4. OSTALO

1. Koliko ¢asa vode u prosjeku dnevno popijete?
1 Nijednu
2 21 casu
3 32 case
4  3-4 casSe
S5 b5-6cala
6 Vise od 6 CaSa

N

. Koji je najces¢i izvor vode koju pijete kod kuée (zaokruzite samo najceséi)?
1 Voda iz javnog vodovoda
2 Privatni izvor ili bunar
3 Vodaiz boce
4 Drugo, navedite:

3. Kaoji je najces¢i izvor vode koju koristite za kuhanje (zaokruzite samo naj¢eséi)?
1 Voda iz javnog vodovoda
2 Privatni izvor ili bunar
3 Voda iz boce
4 Drugo, navedite:

4. Koji je najceséi izvor vode koju pijete izvan kuée (zaokruzite samo najcesci)?
1 Voda iz javnog vodovoda
2 Privatni izvor ili bunar
3 Vodaiz boce
4 Drugo, navedite:

5. Dali pijete crni ¢aj?
1 Da
2 Ne
5a. Ako je odgovor ,,da“ koliko Salica dnevno?

6. Da li pijete kavu?
1 Da
2 Ne
6a. Ako je odgovor ,,da“ koliko Salica dnevno?
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