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POVZETEK

Srce je miSiCast organ, katerega naloga je dovajanje krvi, bogate s kisikom, po telesu.
Razvijati se pricne sredi 3. tedna razvoja zarodka. V Sloveniji se s prirojeno sr¢no napako
(CHD) rodi med 80 do 100 otrok letno. Te predstavljajo manj kot 1 % vseh srénih bolezni.
Pomembno je, da bolezen ¢im prej odkrijemo in jo pricnemo zdraviti. Bolezen je lahko
posledica genetskih sprememb, kromosomskih nepravilnosti in vplivov okolja. Znano je, da
vnos folatov pred zanositvijo in v za¢etku nose¢nosti zmanjsa tveganje za prisotnost CHD.
Folat ali vitamin B9 je esencialni vitamin. Dnevno ga moramo vnesti v telo 400 pg.
Nosecnice morajo njegov dnevni vnos povecati na 600 ug. Z nezadostnim vnosom folatov
in s prisotnostjo polimorfizmov v genih, ki sodelujejo pri presnovi folatov, se zvisa tveganje
za nekatere prirojene napake ploda. Med te Stejemo tudi CHD. V magistrski nalogi smo
analizirali vpliv pogostih polimorfizmov v genih za izbrane metiltransferaze BHMT, GNMT
in DNMT3B na pojavnost CHD. Frekvence genotipov in alelov BHMT, GNMT in
DNMT3B smo primerjali med otroki s CHD in zdravimi otroki ter med materami otrok s
CHD in materami zdravih otrok. Vse genotipe smo analizirali v treh genetskih modelih, in
sicer aditivnem, dominantnem in recesivnem. V statisticno analizo smo poleg vpliva
omenjenih polimorfizmov vkljucili tudi druge okoljske dejavnike, ki bi lahko vplivali na
povisano tveganje za razvoj prirojenih srénih napak. Glavna ugotovitev Studije je, da
prisotnost mutiranega genotipa BHMT AA pri otroku trikrat poveca tveganje za nastanek
CHD, medtem ko imajo matere z genotipom DNMT3B TT dvakrat manjse tveganje za
rojstvo otroka s CHD. Ugotovili smo, da poleg genetskih dejavnikov na nastanek CHD
znacilno vplivajo tudi kadilski status matere, nizja izobrazba matere, pozitivna druzinska
anamneza, prisotnost kroni¢nih bolezni pri materi, pomanjkanje vnosa folatov ter vnos

mineralov (Mg, Ca).

KLJUCNE BESEDE:
Prirojene sréne napake, genotipizacija, polimorfizmi, BHMT, GNMT, DNMT3B.
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ABSTRACT

The heart is a muscular organ, which supplies the whole body with oxygen-rich blood. Its
development begins in the middle of the third week of embryo-fetal development. Every
year in Slovenia from 80 to 100 children are born with a congenital heart defect, representing
less than 1 % of all heart diseases. It is important to promptly detect the disease and start the
treatment. The disease may occur due to genetic changes, chromosomal aberrations and
environmental factors. It is known that folate intake before conception and in early
pregnancy reduces the risk of congenital heart diseases. Folate or vitamin B9 is an essential
vitamin. The daily intake should be 400 ug, but pregnant women should increase their daily
intake to 600 ug. An inadequate intake of folate and the presence of polymorphisms in genes
involved in folate metabolism, increases the risk of certain congenital birth defects of the
fetus. Among them are also congenital heart defects. In the master’s thesis the influence of
polymorphisms in genes for the selected methyltransferases BHMT, GNMT and DNMT3B
was analyzed. The frequencies of genotypes and alleles of BHMT, GNMT and DNMT3B
were compared between children with CHD and healthy children and between mothers of
children with CHD and mothers of healthy children. All genotypes were analyzed in three
models: additive, dominant and recessive model. Besides the influence of polymorphisms
we were also analysing other environmental factors that could affect the risk of CHD. The
main finding of the study was that the presence of a mutated genotype BHMT AA in the
child three times increased the risk of CHD, while the mothers with the genotype DNMT3B
TT had twice reduced the risk of having a child with CHD. We found out that in addition to
genetic factors, the incidence of CHD is influenced by the mother's smoking status, lower
maternal education, positive family history of congenital malformations, the presence of
chronic disease in the mother, the lack of folate intake, and the introduction of minerals (Mg,
Ca).

KEY WORDS:
Congenital heart defects, genotyping, polymorphisms, BHMT, GNMT, DNMT3B.

VII
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SEZNAM OKRAJSAV

Arg arginin

ASD atrijski septum defekt

ATP adenozin trifosfat

BHMT betain-homocistein metiltransferaza
BMI indeks telesne mase

CHD prirojena sr¢na napaka (ang. Congenital heart defects)
dH20 destilirana voda

dNTP deoksinukleozid-trifosfate

dTMP deoksitimidin-monofosfat

dUMP deoksiuridin-monofosfat

DHF dihidrofolat

DHFR dihidrofolat reduktaza

DNMT DNA metiltransferaza

DNMT1 DNA metiltransferaza 1

DNMT2 DNA metiltransferaza 2

DNMT3A DNA metiltransferaza 3A
DNMT3B DNA metiltransferaza 3B

FR-a o receptor

Gln glutamin

GNMT glicin N-Metiltransferaza

Ho nicelna hipoteza

Hi alternativna hipoteza

Hcy homocistein

KS kontrolna skupina

LL logaritem verjetje

Max maksimum

MAT metionin-adenoziltransferaza

Met metionin

Min minimum

MTHFD metilentetrahidrofolat dehidrogenaza
MTHFR metilentetrahidrofolat reduktaza

Vil
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MTR
MTRR
NCBI

OR

PBS
PCFT1
PCR

RFC

SAH
SAHH
SAM

SD
SHMT
SNP

TGA
THF

TS
TYMS
UNG
VSD
5-MeTHF
5,10-metilenTHF
10-formilTHF
Cl

metionin sintaza

metionin sintaza reduktaza

National Center for Biotehnology Information
razmerje obetov

fosfatni pufer

visoko afinitetni protonsko vezani folatni receptor
verizna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction)
reducirani folatni prenasalec
S-adenozilhomocistein
S-adenozilhomocistein hidrolaza
S-adenozilmetionin

standardna deviacija

serin hidroksimetiltransferaza

polimorfizem posameznega nukleotida
transpozicija velikih Zil

tetrahidrofolat

testna skupina

timidilat sintaza

uracil-N-glikozilaza

ventrikularni septum defekt
5-metiltetrahidrofolat

5,10-metilen tetrahidrofolat
10-formiltetrahidrofolat

interval zaupanja
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1. UVOD
1.1 SRCE

Srce je organ, katerega naloga je dovajanje krvi, bogate s kisikom, po telesu. Razvijati se
pricne sredi 3. tedna razvoja zarodka. Lezi v prsnem kosu med levim in desnim plju¢nim
krilom in je stoZCaste oblike. Zgornji del srca ali baza je nekoliko $irsi in je obrnjen nekoliko
bolj nazaj in desno. Spodnji del ali konica je konicaste oblike, obrnjena je navzdol in v levo.
Njegova lega je pomaknjena nekoliko bolj v levo glede na sredis¢nico. Pri odraslem tehta

med 230 in 340 g in je veliko priblizno kot pest (1).

1.2 ZGRADBA SRCA

Srce obdajata notranja plast (serozni osr¢nik) in zunanja plast (vezivni osrénik). Serozni
osrénik je sestavljen iz dveh listov, in sicer obstranskega lista in drobovnega lista. Drobovni
list je na povrsini srca in ga prekriva kot epikard, obstranski list pa odeva vezivni osrénik z
notranje strani. Med obema listoma je ozek prostor, ki ga imenujemo osrénikova votlina. V
njej je med 5 in 30 ml bistre serozne tekocine. Slednja je pomembna za vlazenje listov in
posledi¢no za zmanjSanje trenja ter deluje kot pregrada do drugih organov. Histolosko je
sréna stena sestavljena iz treh plasti — notranja plast (endokard), srednja plast (miokard) in
zunanja plast (epikard) (1).

Srce delimo na levo in desno polovico. Locuje ju miSi¢na pregrada, imenovana sréni pretin.

Obe polovici sta sestavljeni iz preddvora, ki lezi zgoraj, in prekata, ki leZi pod njim.

1.2.1 SRCNE ZAKLOPKE

PlhiuEra Mitraina

Za ustrezno pretakanje krvi med eakiopxa @,
preddvoroma in prekatoma skrbijo - )‘b
sréne zaklopke (Slika 1). Te so tudi s /
na ustju velikih zil, ki vodijo v srce ~ ** lopka B\

zaklopka

oy ..

zaklopka

in i1z njega. Naloga srénih zaklopk
je ta, da prepuscajo kri samo v eno

SLIKA 1: Srcne zaklopke (2).
smer. Zaklopke se pri vsakem

utripu srca odpirajo in zapirajo. Lo¢imo med §tirimi zaklopkami. Prvi par zaklopk se nahaja
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med preddvoroma in prekatoma — mitralna zaklopka (leva atrioventrikularna zaklopka) in
trikuspidalna zaklopka (desna atrioventrikularna zaklopka), drugi par pa se nahaja na ustju
obeh arterij — aortna zaklopka in zaklopka plju¢nega debla ali plju¢na zaklopka. Mitralna
zaklopka se nahaja v levi polovici srca med levim preddvorom in levim prekatom.
Sestavljata jo dva vezivna listi¢a. Sirsi del listi¢a je prira§¢en na ogrodje srca, preostali del
listica pa je povezan z vezivnimi nitmi, Ki so prirasc¢ene na stoz¢asto misico. Vezivne niti
preprecujejo uvihanje listica ob sistoli prekata in posledi¢nemu vracanju krvi v preddvor.
Trikuspidalna zaklopka lezi med desnim preddvorom in prekatom. Sestavljena je iz treh
vezivnih listicev, ki so ravno tako povezani z vezivnimi nitmi. Aortna zaklopka leZi na meji
med levim prekatom in aorto, plju¢na pa med desnim prekatom in ustjem pljucnega debla.

Tudi ti dve zaklopki sestavljajo trije vezivni listici (1, 3).

1.3 KRVNI OBTOK

Krvni obtok (Slika 2) je razdeljen na veliki ali sistemski krvni obtok in mali ali plju¢ni krvni
obtok. Veliki krvni obtok se pri¢ne v levem srénem preddvoru, v katerega pritece kri, bogata
s kisikom. Ta pritece iz plju¢ po Sstirih pljucnih venah. Iz preddvora nadaljuje pot v levi
prekat, od tu pa v aorto, ki vodi kri po celem telesu. Organi za svoje delovanje porabljajo
Kisik. S kisikom revna kri oziroma z ogljikovim dioksidom bogata kri se vraca v srce. Od tu
naprej govorimo 0 malem krvnem obtoku. V desni preddvor se iz telesa vraca kri po dveh

velikih venah. To sta zgornja

s kisikom
. B zgornja vena ocbogatena kri
in spodnja vena. Iz desnega l gre po telesu
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SLIKA 2: Krvni obtok (2).
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1.4 PRIROJENE SRCNE NAPAKE

Prirojene sréne napake (CHD - ang. Congenital heart defects) so zelo redke, saj
predstavljajo manj kot 1 % vseh srénih bolezni. Njihova pogostnost je 5-8 na 1000
novorojenckov. V Sloveniji se na leto rodi med 80 in 100 otrok s CHD (4). Pri osebah, ki
imajo trisomijo 21 oziroma Downov sindrom, je prevalenca CHD zelo visoka, in sicer med
43-58 % (5). Pomembno je, da bolezen ¢im prej odkrijemo in priénemo z zdravljenjem, saj
je smrtnost zelo visoka. Vecina otrok umre v prvem letu Zivljenja. Danes je odkrivanje teh
bolezni zelo uspesno, saj vsakega novorojencka pregleda specialist za otroske bolezni. Pri
odkrivanju teh bolezni imajo zelo pomembno vlogo sofisticirani ultrazvoki, s pomocjo
katerih lahko diagnosticirajo vsakr$no sré¢no napako. Vzrok za CHD je ve¢inoma neznan.
Bolezen je lahko posledica genetskih sprememb, kromosomskih nepravilnosti in vplivov
okolja (4, 6, 7). Same molekulske osnove bolezni so v vecini primerov $e vedno neznane
(5). Kljub stevilnim S$tudijam je Se veliko neodkritih dejavnikov, ki bi lahko povzrocili
prisotnost CHD. Predvsem je Se premalo odkritega na podroc¢ju okoljskih dejavnikov, Ki bi
lahko imeli negativen vpliv na razvoj (8).

Pomembno je, da se nosecnica izogiba zdravilom, Ki bi lahko povzrocile neustrezen razvoj
ploda. Zlasti je znan talidomid, zaradi katerega ima lahko plod zelo hude posledice. Zelo
Skodljiva sta kajenje in alkohol, zato je pomembno, da se jima nosecnica izogiba. Za nekatere
nalezljive bolezni in kroni¢ne bolezni je tudi znano, da povzrocajo tveganje za CHD.
Pomembno je, da se bodo¢a mamica posvetuje z ustreznim zdravnikom v primeru, da ima
doloc¢eno bolezen in v primeru, ko naértuje drugo nosec¢nost, ¢e ima prvi otrok CHD.
Tveganje, da se tudi naslednji otrok rodi s sréno napako, je v tem primeru 2-3 % (3, 4, 6).
Nekatere sréne napake nimajo izrazitih klini¢nih znakov, zato jih lahko odkrijemo pozneje.
Zelo redko ostanejo te prikrite celo zivljenje. PogostejSa znamenja, ki lahko opozarjajo na
sréno napako, so: otezeno dihanje med naporom, modrikavost ali cianoza (vidna je ob rojstvu
ali pa veliko kasneje), beticasti prsti (ti ve¢inoma spremljajo modrikavost), Cepenje (otroci
pocivajo v ¢epecem polozaju). Redkejsa znamenja so nepojasnjeni glavoboli, vrtoglavice,

mrzle noge, ponavljajoce se kratkotrajne nezavesti (3).

Otroke s prirojenimi srénimi boleznimi uvrs¢amo v 4 podskupine:
1. otroci, pri katerih je potrebno opazovanje, a ne potrebujejo operacije;

2. otroci, ki ¢akajo na operacijo;
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3.
4.

otroci, ki so Ze bili operirani;
otroci, ki so imeli paliativno operacijo in ¢akajo na nadaljnje operativno zdravljenje

(7).

Med odrasle bolnike, ki imajo CHD, Stejemo tiste, ki:

1.

2
3.
4

do odraslega obdobja niso potrebovali operacije;
so bili uspesno operirani;

so bili operirani le paliativno;

neoperabilne bolnike (6).

1.4.1 RAZLIKOVANJE PRIROJENIH SRCNIH NAPAK

CHD so anatomsko, epidemioloSko, klinicno in razvojno zelo heterogene, zato jih je

potrebno med seboj razlikovati (9). Pri razdelitvi CHD je potrebno poznati lego srca, poznati

moramo posamezne segmente in njihovo povezanost. Razdelitve se lahko razlikujejo.

Spodaj je opisana ena od mogocih razdelitev (6).

1. Acianotiéne CHD z levo-desnim Santom:

defekt v preddvornem pretinu:
e ostium secundum
e Ostium primum
e sinus venosus
defekt v prekatnem pretinu
Sant med aorto in desnimi srénimi votlinami
Sant na ravni velikih arterij:
e aortopulmonalno okno

e odprt Botallov vod

2. Acianoti¢ne CHD brez Santa:

anomalije leve strani srca:
e prirojena obstrukcija vtoka v levi prekat

e mitralna regurgitacija
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e aortna stenoza
e aortna regurgitacija
e Kkoarktacija aorte
e anomalije desne strani srca:
e Qacianoti¢na Ebsteinova anomalija
e pulmonalna stenoza
e prirojena pulmonalna regurgitacija

e idiopatska dilatacija pulmonalne arterije

3. Cianoti¢ne CHD:

e cianoticne sréne napake s povecanim plju¢nim pretokom:
e kompletna transpozicija velikih arterij
e dvojni iztok iz desnega prekata brez pulmonalne stenoze
e truncus arteriosus
o totalni anomalni pulmonalni venski priliv
e enojni prekat brez pulmonalne stenoze
e enojni preddvor
e sindrom hipoplasticnega levega srca

e Cianoti¢ne sréne napake z normalnim ali zmanjSanim plju¢nim pretokom:
o trikuspidalna atrezija
e ebsteinova anomalija z desno-levim Santom
e pulmonalna atrezija z defektom v prekatnem pretinu

e tetralogija Fallot

4. Drugo:

e kongenitalno korigirana transpozicija velikih arterij (6).

V Sloveniji sta najpogostejsi CHD ventrikularni septum defekt (VSD) in atrijski septum
defekt (ASD). Zelo pogosto se pojavljajo tudi odprt Bottalov vod, pulmonalna in aortna
stenoza ter transpozicija velikih Zil (TGA) (4).

V primeru, da se odkrije sréno napako, je potrebno ¢imprejsnje zdravljenje. To je lahko
razli¢no. Pri nekaterih so pomembni redni pregledi pri kardiologu in spremljanje
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napredovanja bolezni, nekatere oblike se zdravijo z zdravili, lahko pa je potrebna tudi
operacija (4).
Znano je, da ustrezen vnos folatov pred zanositvijo in v zacetku nosecnosti zmanjsa

moznosti za razvoj CHD (10).

1.5 FOLNA KISLINA

Folna kislina (Slika 3) ali vitamin B9 o

je esencialni in vodotopni vitamin. O

N
N H
Dnevno ga moramo vnesti v telo 400 HN | \j/\.\‘ CO,H

PN N

ug, nose¢nice in dojeCe matere pa N~ N7 N

morajo dnevni vnos povecati na 600 ¢ | 3. kemijska struktura folne kisline (11).

ng.

Priporocljivo je, da se vnos folatov poveca ze pred zanositvijo, najkasneje 4 tedne prej.
Molekula folata je sestavljena iz glutamata, p-aminobenzojske kisline in pteridinskega
obroca. Sesalci ga sami ne moremo sintetizirati, zato ga moramo vnesti v telo s pomocjo
hrane. Vir folatov so listnata zelenjava, grozdje, krompir, paradiznik, kumare, brsti¢ni
ohrovt, $pinaca, zelje, mleko, jajca, sir, meso, soja in polnozrnati zitni izdelki. S hrano
zivalskega izvora ga vnesemo v obliki tetrahidrofolata (THF). Neka;j se ga sintetizira tudi v
debelem ¢revesu s pomoc¢jo mikroorganizmov, saj so ti sposobni konjugirati pteridinski
obro¢ z ostalimi podenotami. UZivanje folatov je zelo pomembno za nase telo. Pomembni
so za normalno rast in delitev celic, sodelujejo v sintezi nukleinskih kislin, aminokislin in S-
adenozilmetionina (SAM) (6, 12, 13).

1.5.1 ABSORPCIJA FOLATOV

V hrani so folati ve¢inoma v obliki 5-metil-tetrahidrofolata (5-MeTHF) in 10-formil-
tetrahidrofolata (10-formilTHF). Ti obliki sta polipeptidni, saj vsebujeta od ene do Sestih
molekul glutamata. Za absorpcijo je taka oblika neustrezna, zato pride do hidrolize do
monoglutamatov, ki so ustrezni za absorpcijo. Za hidrolizo je potreben encim folilpoli-y-

glutamat karboksipeptidaza (14).
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V krvi je folat najveckrat v obliki 5-MeTHF-monoglutamata. 5-MeTHF vstopa v celice s
pomocjo specifi¢nih folatnih receptorjev. V celice lahko vstopajo le monoglutamatne oblike,
medtem ko poliglutamatne oblike ne morejo prestopiti membrane (15).

Monoglutamatne oblike se absorbirajo ve¢inoma v dvanajstniku in teS¢em Crevesu. Tu se
nahajajo visoko afinitetni protonsko vezani folatni receptorji (PCFT1). Visoko afinitetni
receptor za 5-MeTHF je a receptor (FR-a). Izraza se veinoma v proksimalnem tubulu,
horoidnem pleksusu in placenti. Druga skupina so receptorji z nizko afiniteto za 5-MeTHF.
Med te pristevamo P in y receptor. Do prenosa pride lahko tudi s pomoc¢jo reduciranih
folatnih prenasalcev (RFC) (14).

1.5.2 PRESNOVA FOLATOV

Opis presnove folatov (Slika 4) bomo priceli pri spojini 5-MeTHF, za katero smo povedali,
da je glavna oblika folata, ki krozi po krvi — nahaja se v krvni plazmi. V celico se prenese s
pomocjo receptorjev in tam pride do cepitve metilne skupine, ki se prenese na homocistein
(Hcy). Presnova folatov in Hcy sta tesno povezana. Encim, ki katalizira reakcijo prenosa
metilne skupine na Hcy, je metionin sintaza (MTR). Pri tem nastaneta THF in metionin
(Met). MTR za svoje delovanje potrebuje kofaktor kobalamin (vitamin B12) ter encim
metionin sintazo reduktaze (MTRR). MTRR poskrbi, da je MTR v aktivni obliki, saj lahko
oksidirana oblika kobalamina inaktivira MTR. Encim MTR je izrazen vsepovsod (13, 14).
Encim betain-homocistein metiltransferaza (BHMT) ima zelo podobno funkcijo kot MTR,
vendar se ta za razliko od MTR vec¢inoma izraza v jetrih in ledvicah. BHMT katalizira prenos
metilne skupine iz betaina na Hcy, pri ¢emer nastaneta dimetilglicin in Met (13).

Met se v nadaljevanju pretvori v SAM v prisotnosti encima metionin-adenoziltransferaze
(MAT) in adenozin trifosfata (ATP). Pri tem pride do cepitve metilne skupine, ki se prenese
na razli¢ne bioloske prejemnike, med katere uvr§¢amo tudi proteine in DNA. Ce se metilna
skupina prenese na DNA, reakcijo katalizirajo DNA metiltransferaze (DNMT). SAM se v
nadaljevanju pretvori v S-adenozilhomocistein (SAH), ki je potencialni inhibitor Stevilnih
metiltransferaz. SAH se v prisotnosti S-adenozilhomocistein hidrolaze (SAHH) pretvori v
adenozin in Hey. Hey nadaljuje pretvorbo do cistationina in do konéne oblike cisteina. Hey
in adenozin se morata neprestano transportirati iz celice ali metabolizirati, saj bi v

nasprotnem primeru prislo do kopicenja SAH (13).
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Folatna pot je zelo pomembna za nastanek predhodnikov nukleinskih kislin. THF, ki nastane
iz 5-MeTHF, se v prisotnosti encima serin hidroksimetiltransferaze (SHMT) pretvori v 5,10-
metilen tetrahidrofolat (5,10-metilenTHF). Ta se lahko uporabi za sintezo purinov, za
sintezo 5-MeTHF ali pa sintezo timidilata (13).

Pretvorba 5-MeTHF v 5,10-metilenTHF je lahko tudi veéstopenjska in poteka v prisotnosti
encima metilentetrahidrofolat dehidrogenaze (MTHFD). Ta encim ima tri aktivnosti, kar je
kljutno za pretvorbo 5-MeTHF v 5,10-metilenTHF. Prva od aktivnosti je
formiltetrahidrofolat sintazna aktivnost, ki poskrbi za pretvorbo 5-MeTHF v 10-formil
tetrahidrofolat (10-formilTHF). 10-formilTHF se v nadaljevanju pretvori v 5,10-
metenilTHF pri Cemer je potrebna meteniltetrahidrofolat ciklohidrolazna aktivnost MTHFD.
Koncna pretvorba je pretvorba 5,10-metenilTHF v 5,10-metilenTHF, pri ¢emer je potrebna
metilentetrahidrofolat dehidrogenazna aktivnost MTHFD (14).

Pri sintezi purinov je pomemben 10-formilTHF, ki odda ogljikovo skupino in se pri tem
pretvori v THF. Encim timidilat sintaza (TYMS) pretvori 5,10-metilenTHF in deoksiuridin-
monofosfat (dAUMP) v deoksitimidin-monofosfat (dTMP) in dihidrofolat (DHF). DHF se
pretvori v THF z encimom dihidrofolat reduktazo (DHFR) (13, 14).

5,10-metilenTHF se lahko pretvori tudi v 5-MeTHF. Ta pretvorba poteka v prisotnosti
encima metilentetrahidrofolat reduktaze (MTHFR), ki potrebuje za svoje delovanje vitamin
B2 (riboflavin) (14).

Opisana presnova folatov je zelo natan¢no regulirana s koncentracijami metabolitov in

kofaktorjev (13).
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SLIKA 4: Presnova folatov (14).

TYMS - timidilat sintaza, MTHFD - metilentetrahidrofolat dehidrogenaza, SHMT — serin
hidroksimetiltransferaza, MTHFR — metilentetrahidrofolat reduktaza, DHFR — dihidrofolat reduktaza, MTRR
— metionin sintaza reduktaza, MTR — metionin sintaza, BHMT — betain-homocistein metiltransferaza, CBS —
cistationin p-sintaza, CTH - cistationin vy-liaza, MAT - metionin-adenoziltransferaza, SAHH — S-
adenozilhomocistein hidrolaza, DHF — dihidrofolat, THF — tetrahidrofolat, ATP — adenozin trifosfat, SAM —
S-adenozilmetionin, SAH — S-adenozilhomocistein, dUMP — deoksiuridin-monofosfat, dTMP — deoksitimidin-

monofosfat

1.6 METILTRANSFERAZE

Metiltransferaze so podskupina encimov transferaz. So zelo velika skupina encimov, ki so v
velikem obsegu Se vedno neraziskani. Metilacija je proces, pri katerem pride do prenosa
metilne skupine na akceptorsko molekulo. Donor metilne skupine je v ve¢ini primerov SAM.
Metilacija spreminja funkcijo in strukturo biomolekul, med katere uvrs¢amo DNA, RNA,
proteine in metabolite. Neustrezna metilacija lahko privede do razli¢nih bolezni (16).
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V magistrski nalogi smo izvedli analizo polimorfizmov v genih za encime betain-
homocistein S-metiltransferaza (BHMT), glicin N-metiltransferaza (GNMT) in DNA
metiltransferaza 3B (DNMT3B).

1.6.1 BETAIN-HOMOCISTEIN S-METILTRANSFERAZA

Betain-homocistein S-metiltransferaza ali BHMT (EC 2.1.1.5) je encim, ki katalizira
pretvorbo betaina in Hcy v dimetilglicin in Met. V tej reakciji je donor metilne skupine
betain. BHMT je od cinka odvisen encim, nahaja pa se ve¢inoma v jetrih in ledvicah (13).
Gen, ki kodira BHMT, je lociran na daljsi ro¢ici petega kromosoma (5g13.1-5q15). Protein,
ki ga kodira, je sestavljen iz 406 aminokislin (17). Poznanih je ve¢ polimorfizmov
posameznega nukleotida (SNP). V magistrski nalogi smo analizirali polimorfizem
rs3733890. Pri tem pride do substitucije gvanozina z adenozinom (c. 716G>A). Posledi¢no
pride tudi do zamenjave aminokisline, pri ¢emer se arginin (Arg) na mestu 239 zamenja z
glutaminom (GIn) (18).

Encim BHMT ima pomembno vlogo pri uravnavanju metabolizma Hcy. Rezultat genetskih
napak BHMT je homocist(e)inemija, lahko pa tudi homocistinurija. Dokazali so, da lahko
povisana plazemska koncentracija Hcy vodi v razvoj ateroskleroti¢nih bolezni in tromboz
(19, 20). Kot ucinkovit postopek zdravljenja homocistinurij uporabljajo velike peroralne
odmerke betaina. Betain poveca metilacijo Hcy z BHMT in koncentracija plazemskega Hecy
znacilno upade. To privede tudi do signifikantnega znizanja incidence tromboemboliz (20).
Aktivnost encima je odvisna od vnosa hrane ter od hormonov. To so dokazali na podganah
in piscancih. Izkazalo se je, da je aktivnost BHMT pri podganah odvisna od hrane in
hormonskega zdravljenja, pri pis¢ancih pa samo od hormonskega zdravljenja. Glede na te
parametre so ugotovili, da je pristop k zdravljenju homocistinurij razli¢en (20).

Jemanje pripravkov s folno kislino je priporo€ljivo ze pred samo nose¢nostjo. Znano je, da
je v tem primeru zmanjSano tveganje za rojstvo otrok s prirojenimi tezavami. Med te Stejemo
poskodbe nevralne cevi, sréne napake in prirojene razvojne nepravilnosti obraza in ustne
votline. Celi¢na absorpcija, transport in presnova folatov delujejo kot zas¢itni mehanizmi.
Veliko teh mehanizmov je pa $e neznanih in so predmet Stevilnih $tudij. V Studiji v
Kaliforniji so postavili hipotezo, da plodova presnova in transport folatov lahko predstavljata
tveganje za nekatere sréne bolezni in poskodbe nevralne cevi. Analizirali so 118 SNP v 14

genih, med drugim tudi BHMT (rs3733890). V analizo so vkljucili tudi diagnosti¢ne in

10
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demografske podatke. Polimorfizem BHMT (rs3733890) je povecal tveganje za CHD 1,8-
krat (95% interval zaupanja (95% CI) 1,1 — 3,1) (21). Boyles in kolegi so analizirali 28 SNP
v 11 genih, ki so vpleteni v presnovo folatov in dokazali, da je le BHMT (rs3733890)

povezan s povecanim tveganjem za spino bifido (22).

1.6.2 GLICIN N-METILTRANSFERAZA

Glicin N-metiltransferaza ali GNMT (EC 2.1.1.20) je encim, ki katalizira prenos metilne
skupine iz SAM, ki odda metilno skupino na glicin, ki je prejemnik metilne skupine.

Pri tem nastaneta SAH in sarkozin (23). Tudi tu je poznanih ve¢ SNP. V magistrski nalogi
smo analizirali rs10948059. Pri tem pride do substitucije nukleotida, kjer se citozin zamenja
s timinom (c. - 45C>T). Gre za mutacijo v regulatorni regiji gena, ki vpliva na njegovo
izrazanje.

SAM je vkljucen v Stevilne reakcije, v Katerih se sintetizirajo male molekule, kot sta RNA,
DNA, ter sodeluje pri metilaciji proteinov. Sarkozin je intermediat, ki hitro razpade. V glicin
se pretvori s pomoc¢jo encima sarkozin dehidrogenaze. GNMT je tesno povezan s presnovo
folata. Pomembna lastnost folatnega cikla je ta, da priskrbi metilne skupine, ki se prenesejo
na SAM preko biosinteze Met. Celoten potek reakcij je odvisen od razmerja SAM/SAH ter
od metilacijskega potenciala v celici (24).

GNMT je torej pomemben regulacijski encim pri presnovi folata, sodeluje pri
transmetilacijskih reakcijah in skrbi za razpolozljivost in ravnovesje metilnih skupin. Poleg
vsega nastetega vpliva tudi na presnovo Hey (23, 25).

Ko je koncentracija SAH povisana, pride do znizanja aktivnosti encima MTHFR in znizano
je tudi nastajanje 5-metil-THF. Zvisa se aktivnost encima GNMT in posledi¢no pride do
vpada koncentracije SAH. Ravno obratno se zgodi v primeru, ko je koncentracija SAH
znizana. V tem primeru je poviSana tvorba 5-metil-THF, znizana je aktivnost encima GNMT
in koncentracija SAH se povisa (23).

GNMT je glavni jetrni folat vezoc¢i protein (26). V jetrni celici zastopa 1-3 % vseh citosolnih
proteinov. Najmoc¢neje se izraza v jetrih, ledvicah in trebusni slinavki. Manj se izraZza na
prostati, v srcu, moZganih, pljucih, ovarijih in testisih. Je tetramerni protein, sestavljen iz
stirih identi¢nih podenot, ki so velike 32kDa. Je polipeptidni protein, saj posamezno
podenoto sestavlja 292 aminokislin. Le tetramerna oblika proteina je kataliti¢no aktivna.

Poznani sta ¢ monomerna in dimerna oblika, ki pa sta kataliti¢cno neaktivni. Na vsaki
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podenoti se nahaja po en kataliticni center. Na eno tetramerno molekulo GNMT se lahko
vezeta dve molekuli 5-metil-THF (24).

V eni izmed §tudij so ugotovili, da je GNMT izredno pomemben pri delitvi in razvoju
hepatocitov. Studijo so izvedli na migkah, Ki so jim izbili gen GNMT. V $tudiji so raziskovali
tudi povezavo med GNMT in rakavim obolenjem. Ugotovili so, da kolicina GNMT moc¢no
upade v tumorskem tkivu, pri regeneraciji tega tkiva pa pride ponovno do normalnih
koncentracij GNMT, kar kaze na to, da GNMT deluje kot tumor supresorski gen. V isti
Studiji so dolo¢ili tudi lokalizacijo GNMT in ugotovili, da se ta nahaja v jedru (24).

1.6.3 DNA METILTRANSFERAZA 3B

DNA metiltransferaza 3B ali DNMT3B (EC 2.1.1.37.) je encim, ki katalizira prenos metilne
skupine iz SAM na DNA. To se zgodi med »de novo« metilacijo in pri tem pride do nastanka
metilacijskega vzorca genoma pri razvoju. Pri tem procesu se tvori kovalentna vez med
citozinskim ostankom in metilno skupino. Posledica tega procesa je nastanek »CpG
otockov«. To so regije DNA, bogate s CpG, in merijo priblizno 1Kb v dolZino. Ve¢inoma
se nahajajo v promotorskih regijah genov. Opisan epigenetski proces ima pomembno viogo
pri izrazanju genov. V vecini primerov hipermetilacija povzro€i utiSanje (neizrazanje) gena,
pri hipometilaciji pa se gen izraza (27). Pomembna je ravno pravsnja metilacija, saj lahko
prekomerna hipermetilacija ali hipometilacija privede do nastanka nekaterih bolezni, kot so
rak, sladkorna bolezen in psihi¢ne motnje. Za DNA metilacijo skrbijo predvsem DNA
metiltransferaza 1 (DNMT1), DNA metiltransferaza 2 (DNMT2), DNA metiltransferaza 3A
(DNMT3A) in DNMT3B (5,28).

V magistrski nalogi smo analizirali polimorfizem rs2424913. Pri tem pride do substitucije
nukleotida, kjer se citozin zamenja s timinom (c.307 - 49 C>T). Gre za intronsko mutacijo z
neznanim mehanizmom delovanja.

V Studijah, ki sta jih izvedla James (1999) in Hobbs (2000), so postavili hipotezo, da
polimorfizmi v genih za presnovo folatov vplivajo na neustrezno delitev celic med mejozo
ter vplivajo na neustrezno metilacijo 21. kromosoma. Z mutacijo DNMT3B in neustrezno
DNA metilacijo so povezali primere monogenskih bolezni, pomanjkljivo imunost,
nestabilnost centromernih regij in prisotnost obraznih anomalij (13).

Tetralogija Fallot predstavlja priblizno 10 % od vseh CHD. V spodaj opisani $tudiji so

ugotavljali, kako lahko metilacija vpliva na pojav te bolezni. Analizirali so vzorce testne
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skupine (TS) in kontrolne skupine (KS). V TS so bili vklju¢eni pacienti, ki so imeli omenjeno
bolezen, v KS pa so analizirali vzorce srca, ki so jih dobili po smrti zdravih darovalcev.
Izolirali so DNA in RNA in analizirali metilacijski vzorec. Po analizi so iz rezultatov
ugotovili, da so imeli pacienti s Tetralogijo Fallot statisticno znacilno nizjo raven mRNA.

Po analizi metilacijskega vzorca DNA so ugotovili znizano metilacijo v TS (28).

13
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2. NAMEN DELA

Namen magistrske naloge je ugotoviti, ali pogosti polimorfizmi v genih za encime BHMT,
GNMT in DNMT3B povecajo tveganje za nastanck CHD.

V ta namen bomo iz brisov bukalne sluznice otrok s CHD in njihovih mater ter zdravih otrok
in njihovih mater izolirali DNA in izvedli genotipizacijo polimorfizmov BHMT rs3733890,
GNMT rs10948059 in DNMT3B rs2424913 z uporabo TagMan tehnologije.

Frekvence genotipov in alelov BHMT, GNMT in DNMT3B bomo primerjali med otroki s
CHD in zdravimi otroki ter med materami otrok s CHD in materami zdravih otrok. Pri analizi
bomo upostevali tudi dejavnike okolja. Predvidevamo, da imajo tako otroci s CHD kot
njihove matere vi§jo frekvenco mutiranih alelov treh izbranih metiltransferaz kot zdravi

otroci in njihove matere.
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3. MATERIALI IN METODE
3.1 PREISKOVANCI

V studijo sta bili vkljuceni dve skupini preiskovank in njihovih otrok: kontrolna (KS) in
testna (TS) skupina. Vkljucevanje in zbiranje brisov bukalne sluznice KS (mater in njihovih
zdravih otrok) je potekalo v PorodniSnici Ljubljana v obdobju od septembra 2014 do
novembra 2014. Vklju€enih je bilo 199 parov mater in otrok. Vkljucevanje in zbiranje brisov
bukalne sluznice TS (mater in njihovih otrok s CHD) je potekalo v Sluzbi za kardiologijo
Pediatri¢ne klinike UKC Lj v obdobju od marca 2014 do septembra 2015. V to skupino je

bilo vklju€enih 150 parov mater in otrok.

3.2 POSTOPKI RAZISKAVE

Nase delo je zajemalo izolacijo DNA iz brisov bukalne sluznice z metodo izsoljevanja DNA.
Temu je sledila meritev koncentracije izolirane DNA in red¢enje vzorcev do Zelene
koncentracije. Nadaljevali smo z genotipizacijo vzorcev. Uporabili smo verizno reakcijo s
polimerazo (PCR) v realnem casu, za detekcijo polimorfizmov pa smo uporabili specifi¢ni

nacin detekcije s hidrolizirajo¢imi sondami TagMan. Rezultate smo tudi statisti¢no obdelali.

Poleg doloc¢itve prisotnosti polimorfizmov ter ugotavljanja, ali imajo ti vpliv na prisotnost
sr¢nih napak, smo analizirali tudi okoljske dejavnike, ki bi lahko imeli potencialen vpliv na
nastanek CHD. Preiskovankam so pred odvzemov brisa bukalne sluznice razdelili anketne
vprasalnike. Primera anketnih vprasalnikov se nahajata v prilogi (Priloga 1 in 2). Anketni
vprasalnik v uvodnem delu sestavljajo sploSna vpraSanja, ki so jih izpolnile vse
preiskovanke. Tu so osebni podatki o preiskovanki, demografski podatki, podatki o tem, ali
ima preiskovanka Ze otroka, status izobrazbe ter kadilski status. Nato se vprasalnik razdeli
na dva dela. Prvi del je namenjen materam, ki imajo zdrave otroke, drugi del pa izpolnijo
matere otrok, ki imajo sréno okvaro. Tu so Stevilna vprasanja, ki se nanaSajo na okoljske
dejavnike tveganja za nastanek prirojenih napak. Na koncu se vprasalnik zakljuci z vpraSanji

o0 prehrani v zadnjih stirih tednih. Ta vprasanja so namenjena vsem preiskovankam.

Naloga je del projekta Analiza bioloskih oznaéevalcev presnove folatov pri ugotavljanju

tveganja za nastanek napak nevralne cevi in prirojenih okvar srca (Sifra projekta: J3-5507).
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Studija je bila odobrena s strani Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko (&t.

57/01/13). Vse matere, Ki so bile vklju¢ene v studijo, in vsi otroci, starejsi od 18 let, so morali

podpisati Obvesceni pristanek.

3.3 REAGENTI IN OPREMA

3.3.1 REAGENTI ZA I1ZOLACIJO DNA

e MASTERPURE™ DNA purification kit (Epicentre® an Illumnia company):

Red Cell Lysis Solution

Tissue and Cell Lysis Solution
Proteinase K

MPC Protein Precipitation Reagent
TE Buffer

e 70 % etanol

e 100 % izopropanol
o fosfatni pufer (PBS)

3.3.2 APARATURE IN MATERIALI ZA 1ZOLACIJO DNA

e mesalnik Vortex

e centrifuga Eppendorf 5415R
e vodna kopel Biosan WB-4MS
e pipete Eppendorf Research (2,5 uL, 100 puL in 1000 pL)

e avtoklavirani nastavki za pipete

e avtoklavirane 2 mL Eppendorfove epruvete

3.3.3 APARATURE IN REAGENTI ZA MERITEV KONCENTRACIJE
DNA IN REDCENJE VZORCEV

e pipete Eppendorf Research (2,5 uL in 100 pL)

e avtoklavirani nastavki za pipete

e avtoklavirana destilirana voda (dH20)
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e avtoklavirane Eppendorfove epruvete

e kapljicni spektrofotomter NanoDrop ND-1000

3.3.4 REAGENTI ZA GENOTIPIZACIJO

e TagMan® Universal Master Mix Il z UNG, 2x (Applied Biosystems) — mesanica, ki
je zmes uracil-N-glikozilaze UNG, dNTP, dUTP, ROX™ pasivne reference, pufra
in AmpliTag Gold® DNA polimeraze.

e TagMan® Assay, 20x (Applied Biosystems) — vsebuje sonde in oligonukleotide:

e 153733890 za BHMT (C_11646606_20)
o 1510948059 za GNMT (C_11425842_10)
o 152424913 za DNMT3B (C_25620192_20)

e avtoklavirana dH20

3.3.5 APARATURE IN MATERIALI ZA GENOTIPIZACIJO

e 0,5 mL avtoklavirane epruvete Eppendorf

e pipete Eppendorf Research (2,5 uL, 20 uL in 200 uL)
e avtoklavirani nastavki za pipete

e mikrotitrska plos¢ica s 384 luknjicami

e zascitna folija za mikrotitrsko plos¢ico

e vorteks Biosan

e centrifuga Centric 322A

e komora Biosan

¢ Roche Lightcycler 480

3.3.6 DRUGI APARATI

e hladilnik
e avtoklav A-21, laboratorijska oprema Kambi¢

e susilnik Heraeus Instruments
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3.4 1ZOLACIJA DNA

DNA smo izolirali iz brisa bukalne sluznice preiskovancev. Poznamo ve¢ metod izolacije

DNA. V magistrski nalogi smo uporabili metodo z izsoljevanjem DNA.

Postopek izolacije DNA:

V sterilno Eppendorfovo epruveto smo odpipetirali 500 uLL PBS (uporabili smo PBS
namesto Red cell Lysis Solution).

V Eppendorfovo epruveto smo nato dali bris bukalne sluznice in pocakali nekaj
minut, da so se iz vatirane palcke odstranile celice.

Centrifugirali smo 2 minuti (4 °C, ~ 10000 x g), da so se celice posedle na dno
epruvete.

Odstranili smo supernatant in pustili ~ 20-25 uL vsebine v Eppendorfovi epruveti v
kateri so se nahajale celice.

Sledilo je vorteksiranje s katerim smo celice resuspendirali.

Pripravili smo mesanico Proteinase K in Tissue and Cell Lysis Solution in sicer smo
za posamezni vzorec zmesali 1 pL Proteinase K v 300 uL Tissue and Cell Lysis
Solution. Potrebno je bilo narediti toliko mesanice, kolikor vzorcev smo izolirali.
Mesanico Proteinase K in Tissue and Cell Lysis Solution smo dodali suspendiranemu
vzorcku in vorteksirali.

Inkubirali smo na 65 °C za 15 minut. Vsakih 5 minut smo vzorec vorteksirali.
Vzorcke smo dali na led za ~ 3-5 minut.

Vzor¢kom smo dodali 150 pLL MPC Protein Precipitation Reagent in vorteksirali ~
10 sekund.

Centrifugirali smo 10 minut (4 °C, > 10000 x g).

Supernatant v katerem je bila DNA smo prenesli v ¢isto Eppendorfovo epruveto,
oborjene proteine pa smo zavrgli.

Supernatantu smo dodali 500 pL izopropanola in 30—40-krat obrnili Eppendorfovo
epruveto.

Centrifugirali smo 10 minut (4 °C, > 10000 x g).

Previdno smo odstranili izopropanol in pazili, da pri tem nismo poskodovali peletke.

2-krat smo spirali s 70 % etanolom:
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e Dodali smo 500 pL 70 % etanola in centrifugirali 5 minut (4 °C, > 10000 x
9)
e Previdno smo odstranili etanol in pazili, da nismo poskodovali peletke.
e Eppendorfove epruvete smo pustili ~ 1 uro odprte, da je preostali etanol izhlapel.

e DNA smo resuspendirali v 35 uL TE pufra.

3.5 MERJENJE KONCENTRACIJE DNA

Po koncani izolaciji je sledila meritev koncentracije DNA. Koncentracijo izolirane DNA
smo dolocili z meritvijo absorbance pri valovni dolzini 260 nm s pomoc¢jo spektrofotometra
Nanodrop 1000. Velja, da je absorpcija svetlobe linearno odvisna od koncentracije
nukleinskih kislin. Linearnost velja za vrednosti absorbanc pod 1. Nad 1 zveza ni ve¢
linearna.

Pred meritvijo koncentracije smo vzorcke dobro premesali, da smo jih ¢im bolj
homogenizirali. Preden smo se lotili meritev, smo spektrofotometer najprej dobro ocistili z
dH20. Nato smo zagnali ra¢unalniski program NanoDrop. Najprej smo opravili meritev
slepega vzorca, za kar smo uporabili TE pufer. Za tem je sledila meritev koncentracij

VZOorcev.

3.6 GENOTIPIZACIJA S HIDROLIZIRAJOCIMI SONDAMI

Verizna reakcija s polimerazo ali PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) je metoda in vitro,
s katero lahko v zelo kratkem ¢asu sintetiziramo veliko kopij Zelenega odseka. Metoda je
bila opisana in patentirana leta 1985. Velika prednost te metode je ta, da za analizo
potrebujemo zelo majhno koli¢ino vzorca. V reakcijski zmesi za PCR potrebujemo DNA
(matrica), oligonukleotidna zaletnika, deoksinukleozid-trifosfate (dNTP-je), Mg?*,
reakcijski pufer ter termostabilno DNA-polimerazo. Oligonukleotidna zacetnika sluzita za
omejitev odseka DNA, ki ga zelimo pomnoziti, dNTP-ji pa nam sluzijo kot gradniki
novonastalih DNA. Mg?* je potreben v reakciji, saj je kofaktor termostabilnih DNA-
polimeraz in je pomemben za stabilizacijo interakcije med encimom in matrico. Za
uravnavanje ustreznega pH skrbi reakcijski pufer. Ustrezen pH je pomemben za ustrezno

delovanje DNA-polimeraze (29).
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Reakcija PCR poteka v treh stopnjah. Prva stopnja je denaturacija, pri kateri pride do loc¢itve
verig DNA, in tako dobimo enoverizni verigi. Da dosezemo to stopnjo, moramo reakcijsko
zmes segreti 94-95 °C. V drugi stopnji pride do prileganja oligonukleotidnih zacetnikov na
razklenjeni verigi DNA. To stopnjo dosezemo tako, da znizamo temperaturo na 40-60 °C.
Temu sledi ponoven dvig temperature na 72 °C, pri kateri poteka Se tretja stopnja, pri kateri
pride do izgrajevanja komplementarnih verig DNA. Ta temperatura je optimalna za
delovanje encima termostabilne DNA-polimeraze, ki se veze na oligonukleotidna zacetnika.
Komplementarna veriga se sintetizira v smeri od 5 proti 3" koncu. DNA, ki nastaneta v tem
ciklu, sluzita kot matrici v drugem ciklu. Cikle ponavljamo po opisanem postopku. Obicajno
se izvede od 20 do 40 ciklov. Pred prvim ciklom je potrebna Se zaCetna denaturacija, po
zadnjem ciklu pa zaklju¢no podaljsevanje (29).

Danes se poleg osnovnega PCR izvajajo $e stevilne druge razli¢ice PCR, ki temeljijo na
enakem zgoraj opisanem osnovnem principu. Namen le-teh je poviSanje specifi¢nosti
reakcije, pomnozitev daljSega odseka DNA, soasna pomnozitev ve¢ odsekov in pomnozitev
DNA. Metoda PCR v realnem c¢asu predstavlja nadgradnjo klasi¢éne metode, ker omogoca
merjenje koli¢ine produkta v vsakem ciklu med potekom reakcije. Novonastale produkte
lahko spremljamo s pomocjo merjenja fluorescence. Sestavljajo jo tri faze: eksponentna,
linearna in plato. V prvi fazi koli¢ina produkta naras¢a eksponentno. V poznejsih ciklih
pomnoZevanje ni ve¢ eksponentno, ker zacne upadati koncentracija sestavin v reakcijski
zmesi. Linearna faza je tista, v kateri je pomnozevanje poc¢asnejSe. Ko je pomnozevanje
zakljuceno, je dosezena faza platoja (29).

V naSem primeru pri pomnozevanju ni §lo za tipi€éno metodo PCR v realnem ¢asu, saj smo
signal detektirali le v kon¢ni tocki.

Poznana sta specifi¢ni in nespecifi¢ni nacin detekcije za PCR v realnem ¢asu. V magistrski
nalogi smo uporabili specifi¢ni na¢in detekcije s hidrolizirajo¢imi sondami TagMan® (Slika
5). Za sonde je znacilno, da se v stopnji prileganja specificno vezejo na odsek, ki ga
pomnoZujemo. Sonda ima 5" in 3" konca, na katerih sta vezani barvili. Na 5" koncu je
reportersko barvilo, ki emitira svetlobo, na 3'koncu pa je dusilec, ki prestreze svetlobo
reporterskega barvila. V fazi podaljSevanja povzro¢i Taq DNA-polimeraza hidrolizo sonde.
Ker se razdalja med reporterjem in duSilcem poveca, duSilec ne more veé prestrezati
svetlobe. Takrat detektiramo fluorescenco reporterskega barvila. Fluorescenca reporterskega
barvila je sorazmerna s koli¢ino produkta (29).
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1. Specific¢no prileganje oligonukleotidnih zac¢etnikov in TagMan sonde

R=Reporter
{barvili VIC in FAM)
e Taghlan sonda @ Q=Duilec
S —— 3
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SLIKA 5: Prikaz genotipizacije s hidrolizirajocimi sondami (30).

V posamezni meSanici reagentov (TagMan® Assay) se nahajata dve sondi, oznadeni z
razlicnima reporterskima barviloma VIC in FAM, pri ¢emer se ena specificno prilega
mutiranemu alelu, druga pa alelu divjega tipa. V preglednici (Preglednica 1) so prikazani

podatki o uporabljenih reagentih TagMan®, ki smo jih uporabili za genotipizacijo.
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PREGLEDNICA 1: Podatki o uporabljenih reagentih TagMan®.

Stevilka Preiskovan . . Sonda oznacena | Sonda oznacena

reagenta gen NEIE SN 6 e z barvilom VIC | z barvilom FAM
C_11646606_20 | BHMT rs3733890 (716 G> A A - mutiran G - divji tip
C_11425842_10 | GNMT rs10948059 |(-)45C>T C - divji tip T - mutiran
C_25620192_20 | DNMT3B [rs2424913 |(-)149C>T |C-divji tip T - mutiran

NCBI — National Center for Biotehnology Information

Postopek genotipizacije:
Po koncanem red¢enju vzorcev je sledila njihova genotipizacija. Najprej je bilo potrebno
zarCenje delovne komore in pripomockov z UV svetlobo. Material, ki smo ga zar¢ili: pipete,
avtoklavirani nastavki za pipete, 0,5 mL avtoklavirane epruvete, flomaster in mikrotitrska
plos¢ica. Komoro z materialom smo Zar¢ili priblizno 15 minut. VVzorce smo dobro premesali
(vorteksirali) ter si pripravili reakcijsko mesanico za PCR, ki vsebuje TagMan® Universal
Master Mix, TagMan® Assay in avtoklavirano dH20. Za posamezno reakcijo smo uporabili:

e 2,5 uL TagMan® Universal Master Mix 11 z UNG

e 0,125 uL TagMan® Assay

e 0,875 uL dH20
Pripravili smo toliko reakcijske mesanice, kot je bilo vzorckov, ter nekaj pribitka. Ko smo
mesanico pripravili, smo jo dobro premesali. Sledilo je pipetiranje vzorcev in reakcijske
mesSanice v mikrotitrsko plos¢ico s 386 vdolbinicami. VV posamezno vdolbinico smo
pipetirali:

e 3,5 uL reakcijske mesSanice

e 1,5 uL vzorca s koncentracijo DNA 4 ng/uL
V zadnjo vdolbinico smo napipetirali slepi vzorec (namesto vzorca z DNA smo dali 1,5 pL
avtoklavirane dH20). S tem smo preverili, ali ni pri§lo do kontaminacije reagentov. Ko smo
koncali s pipetiranjem, smo plos¢ico pokrili z zas¢itno folijo. Sledilo je centrifugiranje, ki je
trajalo 5 minut. Nato smo plos¢ico vstavili v aparaturo za RT-PCR Lightcycler 480 ter
nastavili program izvedbe PCR s TagMan® sondami za posamezne stopnje. Pred samo PCR
reakcijo je najprej potekla UNG inkubacija pri 50 °C za 2 minuti ter aktivacija Taq DNA
polimeraze pri 95 °C za 10 minut. Sledilo je 50 ciklov PCR reakcij:

e Denaturacija DNA: 95 °C, 15 sek

e Prileganje oligonukleotidnih zacetnikov / podaljSevanje: 60 °C, 1 min
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Po koncani genotipizaciji je sledila analiza podatkov in grafa genotipizacije. V spodnjem
razsevnem diagramu je prikazan primer rezultatov genotipizacije za polimorfizem BHMT
rs3733890 (Graf 1). Vsaka toCka na grafu predstavlja analiziran vzorec. X-0S grafa
predstavlja fluorescenco barvila FAM, Y-os pa fluorescenco barvila VIC. Sonda VIC se je
vezala na mutirano zaporedje AA, sonda FAM pa na nemutirano zaporedje GG. Tocke so
porazdeljene v tri skupine, kar predstavlja tri razlicne genotipe. Zelene tocke prikazujejo
homozigote za mutirano zaporedje AA, modre tocke homozigote za nemutirano zaporedje
GG, rdece tocke pa heterozigote AG. Sive tocke v izhodiscu diagrama predstavljajo slepi

vzorec.

RAZSEVNI DIAGRAM - Genotipizacija v konéni tocki
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GRAF 1: Razsevni diagram - genotipizacija v koncni tocki za polimorfizem BHMT rs3733890.
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3.7 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Na koncu je sledila $e statisti¢na analiza dobljenih podatkov. Analizirati je bilo potrebno
anketne vprasalnike, ki so jih izpolnile vse preiskovanke, vkljucene v Studijo, ter rezultate

genotipizacije. Podatke smo analizirali s pomo¢jo racunalni$kega programa SPSS.

Najprej smo se lotili analize normalnosti porazdelitve testiranih spremenljivk, pri kateri smo
analizirali telesno viSino matere, Stevilo nosecnosti, Stevilo Zivorojenih otrok, Stevilo
splavov, starost matere ob zanositvi, materino tezo ob zanositvi, mese¢ni vnos Met, mese¢ni
vnos folne kisline ter indeks telesne teze (BMI). Pri tem smo uporabili Shapiro-Wilkov test,
kateri nam potrdi ali zavrze predpostavko o normalni porazdelitvi vrednosti. Razlike med
TS in KS smo analizirali s t-testom za normalno porazdeljene spremenljivke in z Mann-
Whitneyevim U-testom za spremenljivke, ki se ne porazdeljujejo normalno. Kategori¢ne
spremenljivke smo analizirali s Fisherjevim natanénim testom, pri ¢emer smo v analizo
vkljucili TS in KS ter ju obravnavali kot dva neodvisna vzorca. Analizo smo izvedli s
pomoc¢jo kontingen¢ne tabele. Analizirane kategori¢ne spremenljivke so bile Kkajenje,
izobrazba, druzinska anamneza, spol otroka, gestacijski diabetes, druge kroni¢ne bolezni,
protiepilepti¢na zdravila, druga zdravila, zviSana telesna temperatura, uporaba savne, vnos
folatov in vnos drugih prehranskih dodatkov. Za konec smo izvedli $e logisti¢no regresijo, S
katero smo iskali povezavo med odvisno spremenljivko in ve¢ neodvisnimi
spremenljivkami. Analizirali smo skupni vpliv genotipov in drugih okoljskih dejavnikov na
pojavnost CHD.

Vsi testi so bili dvostranski. Kot mejo statisti€éne znacilnosti smo upostevali o = 0,05.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

V magistrski nalogi smo zeleli ugotoviti, ali lahko prisotnost polimorfizmov v genih za
encime BHMT, GNMT in DNMT3B vpliva na nastanek CHD. Poleg tega nas je zanimalo,
ali na CHD vplivajo tudi drugi dejavniki. Informacijo o teh smo dobili s pomocjo
vprasalnika, ki so ga izpolnile vse udelezenke v Studiji. Dobljene rezultate genotipizacije in

rezultate anketnih vprasalnikov smo statisti¢éno obdelali.

4.1 PORAZDELITEV PODATKOV

Najprej smo se lotili analize normalnosti porazdelitve testiranih spremenljivk. V analizo smo
vkljucili naslednje podatke o preiskovankah: telesno visino preiskovanke, Stevilo nosecnosti,
Stevilo Zivorojenih otrok, Stevilo splavov, starost matere ob zanositvi, materino tezo ob

zanositvi, mesecni vnos Met v gramih, mesecni vnos folne kisline v mikrogramih ter BMI.

PREGLEDNICA 2: Normalnost porazdelitve testiranih spremenljivk (Shapiro-Wilkov test).

SPREMENLIIVKA SKUPINA Shaplro-Vr\)lllkov test
Visina matere KS oo
TS 0,043
T ) . KS < 0,001
Stevilo noseénosti TS < 0,001
e KS <0,001
Stevilo 2 h otrok '
evilo zivorojenih otro TS < 0,001
V. KS < 0,001
lo spl |
Stevilo splavov TS < 0,001
o KS 0,331
Starost matere ob zanositvi TS 0,141
} - KS < 0,001
Telesna teza matere ob zanositvi TS <0,001
Vnos metionina na mesec (g) KS =Oo
g TS < 0,001
— KS < 0,001
Vnos folne kisline na mesec (1g) TS < 0,001
KS < 0,001
Indeks telesne mase TS < 0,001
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Iz preglednice (Preglednica 2) je razvidno, da se je le malo podatkov porazdeljevalo
normalno (p > a; a = 0,05) — modro obarvane celice v preglednici. Ti so viSina matere v KS
ter starost matere ob zanositvi v KS in TS.

Preverjanje normalnosti porazdelitve smo izvedli zato, ker je le-ta pomembna pri izbiri

nadaljnjih statisti¢nih testov (31).

4.2 UNIVARIANTNA STATISTICNA ANALIZA

Parametri¢ne teste uporabimo, ko preverjamo predvsem povprecje in varianco populacij ter
predpostavljamo, da je vzorec vzet iz populacije, ki je priblizno normalno porazdeljena (31).

V nasem primeru je temu pogoju zadostila le spremenljivka starost matere ob zanositvi.

4.2.1 STAROST MATERE OB ZANOSITVI

V spodnji preglednici (Preglednica 3) so zbrani podatki za spremenljivko starost matere ob

zanositvi. [z tabele je razvidno, da se povprecna starost ob zanositvi med TS in KS razlikuje.

PREGLEDNICA 3: Podatki za KS in TS za spremenljivko starost matere ob zanositvi.

STAROST MATERE OB ZANOSITVI

Skupina St. preiskovank Povprecna starost | Standardna deviacija
KS 192 30,76 4,749
TS 150 29,5 5,066

Poleg tega smo izrisali tudi graf (Graf 2), ki prikazuje razliko v povprec¢ni starosti mater med

skupinama.
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GRAF 2: Starost matere ob zanositvi v TS in KS. Tocke prikazujejo povprecne vrednosti, rocaji pa 95%
interval zaupanja.

Nekateri avtorji navajajo, da obstaja linearna povezanost med materino starostjo in pojavom
srénih napak. Z visjo starostjo naj bi torej bilo povecano tveganje za sréne napake. Drugi
avtorji pa navajajo U povezanost, kjer naj ni bilo ve¢je tveganje pri mlajsih in starejSih
materah, kar bi lahko delno razlozilo nase rezultate (32). Kljub temu, da je v nasi Studiji
starost matere med skupinama statisti¢no razli¢na, ni tako zelo velika, saj razlika znasa le
dobro leto. Vzrok za visjo starost mater v KS bi lahko bil tudi posledica nacina zbiranja
vzorcev. KS namre¢ vsebuje le podatke novorojencev, rojenih v letih 2015 in 2016, TS pa
poleg podatkov novorojencev vsebuje pretezno podatke otrok, ki so bili v ¢asu izvajanja
Studije starej$i (0-18 let). Ker so se v preteklosti Zenske v povprecju prej odlocale za
nosecnost, bi bil to lahko razlog za nizjo starost mater v TS. Starost mame so kot dodatno
spremenljivko analizirali v ve¢ Studijah. V dveh Studijah v ZDA so ugotovili, da starost
matere ne vpliva na pojavnost CHD (33, 34).

Povezavo med prisotnostjo CHD in starostjo matere ob porodu so analizirali s §tudijo v
Angliji. Pri izvedbi $tudije so uporabili podatke, ki so jih pridobili iz registra, v katerem so
zbrani podatki o prirojenih anomalijah. Analizirali so podatke primerov med letoma 1998 in
2013. Starosti mater so razvrstili v pet kategorij (< 20, 20-24, 25-29, 30-34 ter > 35). Z
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rezultati niso dokazali, da bi visja starost matere vplivala na pojav CHD. Nekoliko vecje
tveganje so dokazali za prisotnost skupnega arterijskega debla, odprtega Botallovega voda
in stenoze pulmonalne zaklopke. Pri mamah, starih > 35 let, pa je bila nekoliko vecja
pojavnost enojnega prekata (35).

Vpliv starosti na pojav CHD so analizirali tudi v Atlanti. Njihov cilj je bil ugotoviti, ali visja
starost matere vpliva na ve€jo pojavnost CHD. Poleg starosti so analizirali Se druge
potencialne dejavnike. Studijo so zakljuéili z ugotovitvijo, da posamezne vrste CHD lahko
povezujemo z vi§jo starostjo matere, Se posebej, ko so te starejSe od 35 let. Tveganje naj bi

bilo pri teh 20 % visje kot pri mlajsih od 35 let (32).

Z Mann-Whitneyevim U-testom smo analizirali vse ostale testirane spremenljivke, ki se ne

porazdeljujejo normalno. Podatki so zbrani v preglednici (Preglednica 4):

PREGLEDNICA 4:Rezultati statisticne analize nenormalno porazdeljenih spremenljivk (Mann-Whitneyjev U
test)

Mann-Whitneyjev U-test
SPREMENLJIVKA vEdiahal(liSTiia P
KS TS
Visgina matere (cm) 167,0 (152,0 - 186,0) 167,0 (146,0 - 190,0) 0,970
Teza matere (kg) 62,0 (40,0 - 116,0) 64,0 (43,0 - 116,0) 0,860
Stevilo nose¢nosti 15(1-6) 2(1-12) <0,001
Stevilo Zivorojenih otrok 1(1-4) 2(1-12) <0,001
Stevilo splavov 0(0-4) 0(0-3) 0,134
Meseéni vnos metionina () 47,0 (18,0 - 847,0) 44,0 (0,0 - 488,0) 0,299
Mesecni vnos folne kisline (ug) | 22987,0 (7766,0 - 511393,0) | 21892,0 (0,0 - 333156,0) | 0,615
BMI 22,14 (16,44 - 44,75) 22,23 (17,43 - 39,41) | 0,482

Pri Stevilu nosec¢nosti in Stevilu Zivorojenih otrok smo dokazali, da se spremenljivki med TS

in KS razlikujeta (p < a; o = 0,05) — modro obarvani polji v preglednici 4.

4.2.2 VISINA MATERE

Z rezultati statisti¢ne analize smo dokazali, da se viSina matere med TS in KS skupino ne

razlikuje. Podobno so dokazali tudi v $tudiji v Kaliforniji. Izvedli so Studijo v kateri so iskali
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povezavo med BMI, telesno visino in pojavom srénih napak ter drugih prirojenih napak. Z
rezultati niso dokazali znacilne povezave med povisanim BMI matere ter srénimi napakami

pri otrocih (36).

4.2.3 TEZA MATERE

Z rezultati statisticne analize smo dokazali, da se teza matere med TS in KS skupino ne
razlikuje. PoviSano telesno teZzo povezujemo s vi§jim rezultatom BMI, o katerem je nekaj
ve¢ povedano v nadaljevanju magistrske naloge. Opisanih je tudi neka;j studij, ki povezujejo

povisan BMI z ve¢jim tveganjem za CHD (33, 34).

4.2.4 STEVILO NOSECNOSTI

Pri stevilu nosecnosti smo dokazali, da se spremenljivka med skupinama razlikuje, kar je
lepo razvidno tudi v spodnjem kvantilnem diagramu (Graf 3). Matere v TS so imele vecje
Stevilo nosecnosti kot tiste v KS. V ZDA so v eni izmed Studij dokazali, da ni statisti¢no

znacilne razlike med skupinama v $tevilu nose¢nosti (33).
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GRAF 3: Kvantilni diagram za stevilo nosecnosti.

o - izstopajoce vrednosti (izven 1,5-kratnega interkvartilnega razmika)
x - ekstremne vrednosti (izven 3-kratnega interkvartilnega razmika)
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4.2.5 STEVILO ZIVOROJENIH OTROK

Pri $tevilu zivorojenih otrok smo tudi dokazali razliko med TS in KS. Matere v TS so imele
vegje Stevilo Zivorojenih otrok kot tiste v KS (Graf 4). Studije, ki bi to spremenljivko

analizirale, nismo zasledili.
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GRAF 4: Kvantilni diagram za stevilo Zivorojenih otrok.

o - izstopajoce vrednosti (izven 1,5-kratnega interkvartilnega razmika)
x - ekstremne vrednosti (izven 3-kratnega interkvartilnega razmika)

4.2.6 STEVILO SPLAVOV

Po analizi Stevila splavov nismo ugotovili razlike med TS in KS. V Washngtonu so
analizirali kajenje pri nosecnicah. Med drugimi spremenljivkami so preucevali tudi
zgodovino splavov pri nose¢nicah. Med TS in KS niso dokazali statisti¢éno znacilne razlike

med skupinama v Stevilu splavov (37).

4.2.7 MESECNI VNOS METIONINA

Iz rezultatov statisti¢ne analize vidimo, da med skupinama ni bilo razlike v mese¢nem vnosu

Met. Studij, ki bi preudevale povezavo med vnosom Met in pojavom CHD, nismo zasledili.

30



Magistrska naloga Ana Skapin

4.2.8 MESECNI VNOS FOLNE KISLINE S HRANO

Kot smo Ze v uvodu napisali, ima folna kislina pomembno vlogo, saj preprecuje tveganje za
CHD. S statisti¢no analizo pa smo dokazali, da med TS in KS ni statisti¢no znacilne razlike
v vnosu folne kisline s hrano. V nadaljevanju naloge je opisano nekaj ve¢ o vnosu folatov v
obliki prehranskih dodatkov, saj smo dokazali povezavo med vnosom folatnih pripravkov in

prisotnostjo CHD.

4.2.9 BMI

Iz rezultatov statisti¢ne analize je razvidno, da se BMI med skupinama ne razlikuje. 1z tega
sklepamo, da debelost matere nima vpliva na prisotnost povecanega tveganja za CHD pri
otroku.

V zadnjih letih mo¢no narasca Stevilo nosecnic, ki so debelejse oziroma imajo povec¢an BMI.
Med letoma 1993 in 2003 se je v ZDA delez nosecnic, ki imajo pove¢an BMI (¢lanek ne
navaja mejne vrednosti BMI, ki bi pomenil povecano tveganje) dvignil s 13 % na 22 %. S
tem so povezane Stevilne tezave, kot so diabetes, povisan krvni pritisk ter druge. Stevilne
Studije so pokazale, da je povisan BMI povezan s prirojenimi okvarami novorojenckov (33).
V opisani studiji so analizirali povezavo, kako prednosecniska teza matere vpliva na CHD
pri otroku. Izvedli so Studijo primerov in kontrol, podatke pa so zbrali v ve¢ drzavah ZDA.
Analizirani podatki so bili zelo heterogeni glede na tip sréne okvare. BMI so razdelili v pet
kategorij, v katere so razvrscali preiskovanke. Poleg BMI so bile analizirane e dodatne
spremenljivke, ki bi lahko vplivale na tveganje za CHD. Ugotovili so, da je bilo ve¢ mater s
prekomerno telesno tezo v TS kot pa v KS. Zakljucili so z ugotovitvijo, da je BMI > 25,0
povezan z ve¢jim tveganjem za CHD (33).

Znano je, da bi lahko debelost povecala tveganje za prisotnost srénih napak, ni pa nobenih
utemeljitev, ki bi to lahko potrdile. Niti ni znan BMI, ki bi dolo¢al mejo za vecje oziroma
manjSe tveganje za CHD. V ta namen so v eni izmed $tudij Zeleli ugotoviti, ali bi lahko
debelost oziroma zvisan BMI pomenil vecje tveganje za CHD. Podatke so zbrali iz registra
v New Yorku, v katerem so bile zapisane malformacije novorojenckov. V KS so bili zdravi
novorojencki, v TS pa novorojencki s CHD. Pred samo Studijo so definirali pet skupin glede
na BMI. Rezultati $tudij so pokazali, da debelost vpliva na povecano tveganje za CHD.
Preiskovanke z indeksom BMI 30-39,9 so imele OR 1,11 in 95% CI 1,04-1,20.
Preiskovanke z indeksom BMI > 40 pa so imele razmerje obetov (OR) 1,33 in 95% CI 1,15-
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1,54. Po koncu $tudije so indeks BMI ~ 30 postavili za mejo tveganja. Bolj kot je indeks

BMI nad 30, bolj je visoko tveganje za sréno napako (34).

V nadaljevanju magistrske naloge smo analizirali kategori¢ne spremenljivke s pomocjo
Fisherjevega natan¢nega testa, S katerim smo ugotavljali, ali med spremenljivkama obstaja
povezava. Analizirane kategoricne spremenljivke so bile kajenje, izobrazba, druzinska
anamneza, spol otroka, gestacijski diabetes, druge kroni¢ne bolezni, protiepilepti¢na
zdravila, druga zdravila, zviSana telesna temperatura, uporaba savne, vnos folatov in vnos

drugih prehranskih dodatkov.

4.2.10 KAJENJE

PREGLEDNICA 5: Razlike v kadilskem statusu matere v kontrolni in testni skupini.

Skupina
KS-n (%) TS -n (%)
. Nekadilka 112 (56,3 %) 82 (54,7 %)
Fadilsk STAUS [ adilka 23 (11,6 %) 31 (20,7 %)
Bivsa kadilka 64 (32,2 %) 37 (24,7 %)
Fisherjev natancni test: p = 0,047

PREGLEDNICA 6: Kajenje v ¢asu nosecnosti v kontrolni in testni skupini.

Skupina
KS - n (%) TS - n (%)
Kaienie v nosecnosti NE 176 (88,9 %) 126 (86,9 %)
B DA 22 (11,1 %) 19 (13,1 %)
Fisherjev natan¢ni test: p = 0,615

Iz analiziranih rezultatov je razvidno, da obstaja povezava (p < a; o = 0,05) med kajenjem
matere in CHD pri otroku. Zanimivo je, da smo povezavo potrdili samo med CHD otroka in
kadilskim statusom matere (Preglednica 5), ne pa tudi s kajenjem v casu nosecnosti
(Preglednica 6). Vecina kadilk je namre¢ v ¢asu nosecnosti prenehala kaditi, kar je lahko
vzrok za take rezultate. Mogoce je, da je kadilski status matere bolj relevanten za statisticno

analizo kot njena izjava o kajenju med nose¢nostjo. Za to obstajata dva razloga:
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1. Kajenje v nose¢nosti je v druzbi obsojano (stigmatizirano), zato je mogoce, da
kadilke niso podale resni¢nih podatkov.
2. Vecina Zensk izve za nosecnost, ko je razvoj pomembnih organov Ze v teku, zato je

mogoce, da so kadilke v nasi skupini preiskovank s kajenjem prenehale prepozno.

Cigaretni dim je sestavljen iz toksi¢nih in teratogenih snovi (nikotin, ogljikov monoksid in
policikli¢ni aromatski ogljikovodiki), ki Skodijo razvoju ploda. Te snovi imajo negativen
ucinek pri nastajanju jajéec in semencic. Izvedenih je bilo ve¢ studij, ki so iskale povezavo
med kajenjem v nosecnosti in pojavom prirojenith napak, kot so sréne napake, okvare
Zivénega sistema, napake v razvoju obraza in ustne votline, anorektalne anomalije ter napake
Vv razvoju udov (38).

Izpostavljenost cigaretnemu dimu povzro¢i nezadostno delovanje placente, kar povzroci
hipoksijo in neustrezen razvoj kardiovaskularnega sistema. Ogljikov monoksid in nikotin
preideta placento in povzro¢ita nastanek karboksihemoglobina, ki ovira prenos Kisika (37).
Kitajska je najvecja proizvajalka in uporabnica tobaka. Leta 2009 so zasnovali Studijo vrste
primer-kontrola, s katero so ugotavljali vpliv genov in drugih dejavnikov na pojav CHD. V
¢lanku so se osredotocili na vpliv kajenja v obdobju pred zanositvijo in zgodnjo nosecnostjo.
Mocno povezavo med kajenjem in CHD so odkrili pri zelo aktivnih kadilcih (OR 8,16 in
95% CI 1,13-58,84). Pri zelo aktivnih kadilcih so odkrili tudi visoko tveganje za pojav
prirojene obstrukcije vtoka v levi prekat (OR 13,12 in 95% CI 2,55-67,39). Med
ventrikularnim septum defektom (VSD) in kajenjem niso nasli povezave (OR 1,57 in 95%
Cl 0,23-10,73) (38).

V studiji, ki jo je izvedel Wasserman s sodelavci, so ugotovili, da kajenje oceta in matere
predstavlja tveganje za CHD pri otroku (OR 1,90 in 95% CI 1,20-3,10) (38).

Ena od s$tudij je bila opravljena v Washingtonu, kjer so izvedli retrospektivno Studijo
primerov in kontrol. Analizirali so otroke s CHD. Podatke, potrebne za $tudijo, so dobili v
rojstnih listih in podatkovnih bazah. Potencialne podatke za TS za analizo so vzeli med
letoma 1989 in 2011. Tem so dolo¢ili fenotip ali subfenotip. Glede na obliko bolezni so
podatke razvrstili v skupine. Podatki za KS so bili izbrani naklju¢no. Ustreznih podatkov za
statisti¢no analizo je bilo za TS 14128, za KS pa 60938. Ravno tako so zbrali tudi podatke o
kajenju in jih razvrstili v ve¢ skupin glede na Stevilo pokajenih cigaret na dan ter podatek o
Stevilu pokajenih cigaret v prvem trimese¢ju nosecnosti. Poleg kadilskega statusa so

analizirali Se dodatne spremenljivke, ki bi lahko imele vpliv na prisotnost CHD: starost
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matere, spol otroka, vera, izobrazba, diabetes in druge spremenljivke. Po izvedbi linearne
regresije so ugotovili, da vsaka dodatno pokajena cigareta v prvem trimeseéju poveca
tveganje za 1,03 (95% CI 1,02-1,03; p < 0,001). Po statisti¢ni analizi so dobili tudi podatke
o tem, da je bilo ve¢ nedonosenckov v TS (22,0 %) kot KS (6,1 %), da je bilo v TS vec
novorojenckov z nizjo porodno tezo (TS: 18,4 %; KS: 4,0 %) in da je bilo v TS ve¢ primerov
mam s predgestacijskim in gestacijskim diabetesom (pregestacijski diabetes: TS 2,3 %, KS
0,5 %; gestacijski diabetes: TS 5,5 %, KS 4,1 %). V TS je bila vecja prevalenca primerov
CHD (OR 1,19 in 95% CI 1,13-1,26). Poleg tega so iz rezultatov ugotovili tudi to, da je
vecja prevalenca otrok s CHD pri mamah kadilkah, ki so starejSe od 35 let. Pri teh je bilo
OR 1,43 (95% CI 1,15-1,78), pri mlaj$ih mamah kadilkah (< 35 let) pa je bil OR 1,13 (95%
Cl 1,05-1,22) (37).

V eni izmed Studij, ki so jo izvedli v New Yorku, so ugotavljali, kako BMI vpliva na
prisotnost tveganja za sr¢no napako pri novorojenc¢ku. V Studijo so vkljucili tudi druge
spremenljivke, med katerimi je bil tudi status kajenja. Rezultati niso dokazali statisti¢ne
razlike med TS in KS (34).

4.2.11 1IZOBRAZBA MATERE

PREGLEDNICA 7: Razlike v stopnji izobrazbe matere med KS in TS.

Skupina

KS - n (%) TS-n (%)
Osnovna Sola 3 (1,5 %) 11 (7,3 %)
Poklicna $ola 62 (31,2 %) 70 (46,7 %)
Srednja Sola 12 (6 %) 8 (5,3 %)

Izobrazba
Visja strokovna $ola 24 (12,1 %) 20 (13,3 %)
Univerza 83 (41,7 %) 36 (24,0 %)
Magisterij ali doktorat 15 (7,5 %) 5 (3,3 %)
Fisherjev natanéni test: p < 0,001

Z rezultati statisticne analize smo dokazali, da obstaja povezava med izobrazbo matere in
CHD pri otroku (p < a; oo = 0,05). V TS je ve¢ji delez mater z niZjo stopnjo izobrazbe kot v
KS, medtem ko je v KS vi§ji delez mater s kon€ano univerzitetno ali vi§jo stopnjo izobrazbe

(Preglednica 7).
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Na Kitajskem so izvedli Studijo, kjer so primarno ugotavljali, kako kadilski status vpliva na
prisotnost CHD. V studijo so poleg spremenljivke kajenja vkljucili tudi druge spremenljivke,
med katerimi je bila tudi izobrazba. Iz statisticno obdelanih podatkov so ugotovili, da obstaja
razlika med stopnjo izobrazbe in delezem primerov s CHD. V skupini, kjer je bila izobrazba
matere nizja od srednjesolske, je bil vecji delez otrok s sr¢no napako. V KS je bilo 34,8 %
primerov, v TS pa 15,3 % primerov ( p <0,0001) (38).

4.2.12 DRUZINSKA ANAMNEZA

PREGLEDNICA 8: Druzinska anamneza prirojenih srcnih napak v KS in TS.

Skupina
KS - n (%) TS - n (%)
. Negativna 191 (96,0 %) 117 (78,0 %)
D k CHD —
ruzmnska anamneza Pozitivna 8 (4,0 %) 33 (22,0 %)
Fisherjev natan¢ni test: p < 0,001

Dokazali smo, ima druzinska anamneza CHD statisti¢no znacilno povezavo s tveganjem za
CHD (p <0,001; o = 0,05). Vidimo, da je v TS veliko vecji delez mater (22,2 %) s pozitivho
anamnezo sréne napake v druzini kot v KS (4 %) (Preglednica 8).

Nosecnice, ki so se rodile s CHD, imajo ve¢je tveganje, da bodo rodile otroka s CHD (8).
V studiji v ZDA so ugotavljali, kako prednosecniska teza matere vpliva na CHD. Poleg te
spremenljivke so v Studijo vkljucili tudi druge spremenljivke, ki bi lahko vplivale na
prisotnost sréne napake. Ena od dodatnih spremenljivk je bila tudi druzinska anamneza. Po
statisti¢ni analizi podatkov so ugotovili, da pozitivna druZzinska anamneza mo¢no poveca

tveganje za rojstvo otroka s CHD (OR 2,87; 95% CI 2,19-3,77) (33).

4.2.13 SPOL OTROKA

PREGLEDNICA 9: Razlike v spolu otroka med TS in KS.

Skupina
KS - n (%) TS - n (%)
Detek 113 (56,8 %) 87 (58,0 %)
Spol otrok -
POl Otroka Deklica 86 (43.2 %) 63 (42,0 %)
Fisherjev natan¢ni test: p = 0,828
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1z rezultatov (Preglednica 9) vidimo, da je vrednost p = 0,828 (p > a) iz ¢esar smo sklepali,
da med spolom otroka in CHD ni povezave.

V New Yorku so v eni izmed studij ugotavljali, kako BMI vpliva na prisotnost tveganja za
sréno napako pri novorojencku. V tej Studiji so analizirali, ali ima vpliv tudi spol otroka.
Ugotovili so, da ni povezave med spolom otroka in CHD (34).

V Washingtonu so v studiji primarno ugotavljali vpliv kajenja na prisotnost CHD in hkrati
so v studiji analizirali tudi druge spremenljivke, med katerimi je bil tudi spol otroka. Tudi v
tej Studiji niso dokazali statisticno znacilne razlike med TS in KS. V TS je bilo 52,7 %
deckov in 47,3 % deklic. V KS pa je bilo 51, 2 % deckov in 48,8 % deklic (37).

4.2.14 GESTACIISKI DIABETES

PREGLEDNICA 10: Razlike v pojavnosti gestacijskega diabetesa med KS in TS.

Skupina
KS - n (%) TS-n (%)
N NE 171 (85,9 %) 134 (89,3 %)
Kk
Gestacijski diabetes DA 28 (14.1 %) 16 (10.7 %)
Fisherjev natancni test: p = 0,416

Rezultati statisti¢ne analize so pokazali, daje p > o pri a = 0,05 (Preglednica 10). Posledi¢no
smo sklepali, da med testiranima spremenljivkama ni povezave.

V studiji, ki so jo izvedli v Washingtonu, so primarno ugotavljali vpliv kajenja na prisotnost
CHD. Poleg kajenja so analizirali tudi druge spremenljivke, med katerimi sta bila analizirana
tudi pregestacijski in gestacijski diabetes. Podatki so pokazali, da je bilo ve¢ mater z
diabetesom v TS. V TS je bilo 2,3 % primerov s pregestacijskim diabetesom in 5,5 %

e e

primerov s pregestacijskim in 4,1 % primerov z gestacijskim diabetesom (37).
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4.2.15 DRUGE KRONICNE BOLEZNI PRI MATERI

PREGLEDNICA 11: Prisotnost kronic¢ne bolezni pri materi v KS in TS.

Skupina
KS - n (%) TS-n (%)
o5 . NE 184 (92,5 %) 123 (82,0 %)
D k 1
ruge kronicne bolezni DA 15 (7,5 %) 27 (18,0 %)
Fisherjev natancni test: p = 0,004

Dokazali smo, da imajo druge kroni¢ne bolezni matere vpliv na pojavnost CHD pri otroku.
To smo dokazali s Fisherjevim natan¢nim testom in vrednostjo p = 0,004 s ¢imer smo potrdili
povezavo med CHD otroka in drugimi kroni¢nimi boleznimi mater. V TS je bil vecji delez
(18 %) preiskovank, ki imajo druge kroni¢ne bolezni kot preiskovanke v KS (7,5 %)
(Preglednica 11).

Znano je, da imajo kroni¢ne bolezni matere vpliv na CHD. Med te bolezni lahko priStevamo
sladkorno bolezen tipa 1 in 2, hipertenzijo, sréne bolezni, bolezni $Citnice, anemije,
epilepsijo in motnje drugih tkiv (8).

Ena od studij, s katero so raziskovali, ali kroni¢ne bolezni vplivajo na prisotnost CHD, je
bila izvedena na Tajvanu. Podatke za $tudijo so dobili iz razlicnih podatkovnih baz
zdravstvenih programov. Studija je potekala med letoma 2004 in 2010. Vkljugitveni kriterij
za Studijo je bil gestacijska starost nad 22 tednov in porodna masa najmanj 500 g. Kroni¢na
bolezen nosecnice je bila diagnosticirana pred nose¢nostjo. Kroni¢ne bolezni nosecnic so
bile: sladkorna bolezen, hipertenzija, sr¢na bolezen, bolezen $¢itnice, anemija, epilepsija,
psihi¢na motnja ali druga tkivna bolezen. Na pojav CHD sta signifikantno vplivala le
mamina CHD (OR 6,72 in 95% CI 4,06-11,12) in sladkorna bolezen tipa 2 (OR 2,80 in 95%
Cl 2,04-3,85) (8).

V studiji, ki so jo izvedli v New Yorku, so tudi dokazali, da imajo sladkorne bolnice vecje
tveganje za rojstvo otroka s CHD. V tej studiji so primarno ugotavljali, kako BMI vpliva na
prisotnost tveganja za sr¢no napako. Poleg tega so ugotavljali tudi, kaksen vpliv imajo drugi
parametri. Testiranih je bilo 7579 sladkornih bolnic, od katerih je imelo 187 testiranih otroka
s CHD, kar predstavlja 2,5 % primerov. V KS je bilo testiranih 56716 preiskovank. Sréna
napaka na potomcih se je izrazila pri 412 preiskovankah, kar predstavlja 0,7 %. Dokazali so,

da ima obstojeca sladkorna bolezen vpliv na tveganje za nastanek CHD pri otroku (34).
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4.2.16 PROTIEPILEPTICNA ZDRAVILA V NOSECNOSTI

PREGLEDNICA 12: Jemanje protiepilepticnih zdravil v nosecnosti v KS in TS.

Skupina
KS - n (%) TS-n (%)
Protiepilepti¢na zdravila NE 198 (99,5 %) 149 (99,3 %)
v nose¢nosti DA 1 (0,5 %) 1 (0,7 %)
Fisherjev natan¢ni test: p = 1,000

Epilepsija je kroni¢na nevroloska bolezen s prevalenco 4-10 ljudi na 1000 ljudi. Bolezen se
zdravi s protiepilepti¢nimi zdravili, Ki pa so v nose¢nosti nevarne. Pri novorojenckih, katerih
mame imajo epilepsijo, se tveganje za prirojene nepravilnosti pri njih dvigne iz 1-2% na 4—
9%. Nosecnost je torej potrebno skrbno spremljati. Zdravila, ki vsebujejo fenitoine,
povezujejo z vecjim tveganjem za CHD, zdravila, ki vsebujejo valproat, karbamazepine in
barbiturate, pa povezujejo z vecjim tveganjem za poSkodbe nevralne cevi. Znano je, da lahko
pride tudi do urogenitalnih in skeletnih poskodb (39).

S statisti¢no analizo naSih podatkov nismo dokazali povezave med CHD in jemanjem
protiepilepti¢nih zdravil v nose¢nosti verjetno zato, ker sta v KS in TS skupaj le dve materi

jemali tovrstna zdravila v ¢asu nose¢nosti (Preglednica 12).

4.2.17 DRUGA ZDRAVILA MED NOSECNOSTJO

PREGLEDNICA 13: Jemanje drugih zdravil v nosecnosti v KS in TS.

Skupina
KS - n (%) TS-n (%)
. « . NE 106 (53,3 %) 70 (46,7 %)
Druga zdravila med nosecnostjo DA 93 (46,7 %) 80 (53,3 %)
Fisherjev natan¢ni test: p = 0,236

Med CHD in vnosom drugih zdravil v nose¢nosti (Preglednica 13) prav tako nismo ugotovili
statisti¢no znacilne povezave (p > a; a = 0,05). Zdravila, ki so jih preiskovanke jemale, so
bile izdane brez recepta in na recept. Analiza posameznih skupin zdravil je bila izvedena v

sklopu druge studije (Kek, et al., 2017) (40) in ni predmet te magistrske naloge.
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4.2.18 PRISOTNOST ZVISANE TELESNE TEMPERATURE PRI
MATERI V 1. TRIMESECJU NOSECNOSTI

PREGLEDNICA 14: Prisotnost zvisane telesne temperature pri materi v 1. trimesecju nosecnosti v KS in TS.

Skupina
KS - n (%) TS-n (%)
Prisotnost zviSane telesne NE 187 (94,0 %) 143 (95,3 %)
temperature DA 12 (6,0 %) 7 (4,7 %)

Fisherjev natanc¢ni test: p = 0,640

Iz rezultatov statisti¢ne analize (Preglednica 14) vidimo, da ni bilo povezave med CHD in
prisotnostjo zvisane telesne temperature pri materi v 1. trimesecju nose¢nosti.

Na Finskem so izvedli $tudijo, s katero so ugotavljali, ali poviSana temperatura vpliva na
CHD. Poleg zvisane telesne temperature (> 38 °C) so analizirali tudi vpliv uporabe savne in
zanositev v poletih mesecih, ko so vi§je temperature. Analizirali so TS in KS. V analizo so
vkljucili vse rojene otroke, tudi mrtvorojene, pri katerih so dokazali sr¢ne napake pred prvim
letom starosti. Studija je potekala med letoma 1982 in 1984. S statisti¢no analizo podatkov
so ugotovili, da je bilo v TS ve¢ primerov poviSane telesne temperature pri materi v ¢asu
nosec¢nosti (> 38 °C). Dokazali so vi§je tveganje za prisotnost atrijske septalne napake in
hipoplasti¢nost levega prekata (41).

Ali ima zviSana telesna temperatura vpliv na prisotnost srénih napak, so ugotavljali tudi v
madzarski $tudiji. Ugotovili so, da je v primeru uzivanja multivitaminskih dodatkov in
prisotne vrocinske bolezni tveganje za sréno napako manjse (OR 1,3; 95% CI 0,6-3,0).
Vecje tveganje je bilo pri tistih preiskovankah, ki so imele vro¢insko bolezen in niso uzivale

multivitaminskih dodatkov (OR 2,8; 95% CI 1,7-4,5) (42).

4.2.19 UPORABA SAVNE V 1. TRIMESECJU NOSECNOSTI

PREGLEDNICA 15: Uporaba savne v zacetku nosecnosti v KS in T8.

Skupina
KS-n (%) TS -n (%)
Uporaba savne L E 194 (97,5 %) 149 (99,3 %)
’ DA 5 (2,5 %) 1(0,7 %)
Fisherjev natancni test: p = 0,242
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S statisticno analizo nismo pokazali povezanosti uporabe savne s pojavnostjo CHD
(Preglednica 15).

V studiji na Finskem so ugotavljali, ali lahko zvisana temperatura vpliva na pojav CHD.
Med drugim so preucevali tudi uporabo savne. Po koncu $tudije so ugotovili, da ni bilo
statisti¢no znacilne razlike med TS in KS v uporabi savne med nose¢nostjo. Analizirali so

vec tipov srénih napak, a so bili v vseh podskupinah rezultati primerljivi med TS in KS (41).

4.2.20 VNOS PRIPRAVKOV S FOLATI

PREGLEDNICA 16: Razlike v vnosu folatnih pripravkov med KS in TS.

Skupina
KS-n (%) TS-n (%)
Zaletek prej kot 3 114 (58,8 %) 65 (43,6 %)
tedne po zanositvi
Vnos pripravkoy s | Zacetek kasneje kot 3 62 (32,0 %) 107 (30,2 %)
folati tedne PO Zanositvi
Ni vnosa 18 (9,3 %) 57 (26,2 %)

Fisherjev natancni test: p < 0,001

Ugotovili smo, da obstaja povezava med vnosom folatnih pripravkov in prisotnostjo CHD,
saj je vrednost p < 0,001. Pomembno je, da nosecnice povecajo vnos folatov ze pred samo
zanositvijo. Vidimo, da je bilo v TS ve¢ mater (26,2 %), ki sploh niso uzivale folatih
pripravkov v nose¢nosti, kot v KS. Ravno tako je bil v KS ve¢ji delez mater, ki so z
uzivanjem folatnih pripravkov zacele zelo zgodaj (Preglednica 16). 1z tega smo sklepali, da
imajo ti res zelo pomembno vlogo in zniZajo verjetnost srénih napak in drugih nepravilnosti
V razvoju.

Vecdji vnos folne kisline in drugih dodatkov, ki vsebujejo folno kislino, zniza tveganje za
prisotnost okvar nevralne cevi in sr¢nih okvar. To so dokazali v eni od Studij, kjer so
preiskovanke razdelili v tri skupine. V eni skupini preiskovanke niso uzivale folne kisline, v
drugih dveh skupinah pa so prejemale razli¢ne odmerke folne kisline (1,0 ali 2,5 g). Dokazali
so, da so preiskovanke, ki so uzivale folno kislino, imele manjs$e tveganje za rojstvo otroka

s sréno napako (42). Izvedena je bila tudi Studija, s katero so Zeleli ugotoviti, ali se poveca
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tveganje za CHD pri vnosu snovi, ki so antagonisti folne kisline. Ugotovili so, da se tveganje
2-krat poveca (43).

V eni od $tudij so izvedli metaanalizo podatkov ve¢ predhodnih $tudij. Studijo so priéeli s
1606 ¢lanki, vendar So na koncu analizirali le 18 ¢lankov, ki so ustrezali vsem vklju¢itvenim
kriterijem. Analizirane Studije so bile izvedene med letoma 1995 in 2013. Ugotovili so
signifikanten upad tveganja za CHD v primeru uzivanja pripravkov, ki so vsebovali folno
kislino. Postavili so tudi hipotezo, da oslabljena presnova folatov in/ali Hcy moti razvoj srca
in potencialno lahko vpliva tudi na moten razvoj zivénih celic. Pomembna ugotovitev je bila

tudi ta, da morajo matere z vijim BMI $e nekoliko bolj povecati dnevni vnos folatov (44).

4.2.21 VNOS DRUGIH PREHRANSKIH DODTAKOV

PREGLEDNICA 17: Vnos multivitaminskih, mineralnih in omega 3 prehranskih dodatkov v KS in TS.

Skupina
KS - n (%) TS-n (%)
Noben dodatek 158 (79,4 %) 109 (72,7 %)
. .. [ Multivitamini 21 (10,6 %) 11 (7,3 %)
Vnos drugih prehranskih - -
ooy Minerali (Mg, Ca) 12 (6,0 %) 27 (18,0 %)
Omega 3 6 (3,0 %) 0 (0,0 %)
Drugi ali neznani 2 (1,0 %) 3 (2,0 %)
Fisherjev natan¢ni test: p = 0,001

Tudi drugi prehranski dodatki imajo pomembno vlogo. S statisticno analizo smo pokazali,
da obstaja razlika med TS in KS pri uzivanju le-teh med nose¢nostjo. Najvecja razlika med
TS in KS je bila pri vnosu mineralov (Mg in Ca) (Preglednica 17). S tem smo dokazali, da
imajo minerali negativen uéinek in zvisajo tveganje za prisotnost CHD.

Omega 3 mascobne kisline so esencialne maS¢obne kisline in jih moramo v telo vnesti s
hrano. Imajo Stevilne pomembne funkcije, saj jih potrebujemo za normalen razvoj,
pomembne so za protivnetno delovanje ter imajo Stevilne koristne ucinke pri boleznih srca
in ozilja. Nekatere Studije so dokazale, da izboljSajo mehanske funkcije srca. Dokazali so
tudi, da zmanj$ajo ishemicne bolezni srca in sréno popuscanje (45). O vnosu omega 3
mascobnih kislin med nosecnostjo ter pojavnostjo CHD nismo zasledili studije, ki bi kazala,

ali zniza tveganje za CHD.
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Vnos multivitaminov ima pomembno vlogo, saj ti znizajo tveganje za CHD. V madzarski
randomizirani kontrolirani $tudiji ter $tudiji v Atlanti, ki so jo izvedli na dveh populacijah
primerov in kontrol, so ugotavljali kako vpliva vnos multivitaminov (vitamin C, vitamin A,
vitamini B, minerali in folna kislina) na pojavnost CHD. V madzarski $tudiji se je tveganje
za napake pri razvoju nevralne cevi in srénih napak znizalo za 50 %. S studijo v Atlanti pa
so dokazali 24—odstotno znizanje tveganja za prisotnost CHD pri preiskovankah, ki so
uzivale multivitamine (42).

Studij, ki bi analizirale vpliv Mg in Ca na tveganje za sréno napako Zal nismo zasledili.

4.2.22 ANALIZA GENOTIPOV IZBRANIH METILTRANSFERAZ

V nadaljevanju smo analizirali vpliv genotipov. Rezultati genotipizacije za posamezne
vzorce so zbrani v prilogi (Priloga 3).
V spodnjih preglednicah (Preglednice 18, 19 in 20) so prikazani rezultati statistine analize

treh modelov: aditivnega, dominantnega in recesivnega modela.

PREGLEDNICA 18: Analiza aditivnega modela genotipov mater in otrok KS in TS.

Skupina Fisherjev natan¢ni test
SPREMENLJIVKA | Genotip KS TS
n (%) n (%) >
GG 91 (45,7)| 64 (43,8)
Materin genotip BHMT | AA 15 (7,5) 11 (7,5) 0,957

AG 93 (46,7)|  71(48,6)

GG 98 (49,5)| 64 (43,8)

Otrokov genotip BHMT |  AA 16 (8,1) 19 (13,0) 0,271
AG 84 (42,4)|  63(43,2)
cC 57 (28,6)| 40 (27,2)
Materin genotip GNMT | TT 38 (19,1) 39 (26,5) 0,251
CT | 104(523)| 68 (46,3)
cC 64 (32,2)|  36(252)
Otrokov genotip GNMT |  TT 37 (18,6) 30 (21,0) 0,372
cT 98 (49.2)| 77 (53.,8)
Materin genotip cc 56 (28,1) 49(33,6)
DNMT3B TT 51 (25,6) 25 (17,1) 0,149
cT 92 (46,2)| 72 (49,3)
. cC 57 (28,6)|  52(35,6)
O”gﬁ’,ﬁ%gﬁ'p TT | 44220)| 26(17.8) 0,343
cT 98 (49,2)| 68 (46,6)
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PREGLEDNICA 19: Analiza dominantnega modela genotipov mater in otrok KS in TS.

Skupina Fisherjev natancni test
SPREMENLJIVKA | Genotip KS TS
n (%) n (%) .

Materin genotip GG 91 (45,7) 64 (43.8)
BHMT AA + 0,744

AG 108 (54,3) 82 (56,2)

Otrokov genotip GG 98 (49,5) 64 (43,8)
BHMT AA + 0,326

AG 100 (50,5) 82 (56,2)

Materin genotip CcC 57 (28,6) 40 (27,2) 0.809
GNMT TT+CT | 142 (71,4)| 107 (72,8) ’
Otrokov genotip CcC 64 (32,2) 36 (25,2) 0.185
GNMT TT+CT | 135(67,8)| 107 (74,8) '
Materin genotip CcC 56 (28,1) 49 (33,6) 0.289
DNMT3B TT+CT | 143(71,9) 97 (66,4) ’
Otrokov genotip CcC 57 (28,6) 52 (35,6) 0.197
DNMT3B TT+CT | 142 (71,4) 94 (64,4) ’

PREGLEDNICA 20: Analiza recesivnega modela genotipov mater in otrok KS in TS.

Skupina Fisherjev natanéni test
SPREMENLJIVKA | Genotip KS TS
n (%) n (%) 2

Materin genotip GG + AG 184 (92,5)| 135 (92,5) 1,000
BHMT AA 15(7,5)| 11(7,5) ’

Otrokov genotip GG + AG 182 (91,9)| 127 (87,0) 0.151
BHMT AA 16 (8,1)| 19 (13,0) ’

Materin genotip CC+TC 161 (80,9)| 108 (73,5) 0.117
GNMT TT 38(19,1)| 39 (26,5) ’

Otrokov genotip CC+TC 162 (81,4)| 113(79,0) 0.584
GNMT TT 37 (18,6)| 30(21,0) ’

Materin genotip CC+TC 148 (74,4)| 121 (82,9) 0.066
DNMT3B TT 51(25,6)| 25(17,1) ’

Otrokov genotip CC+TC | 155(77,9)| 120 (82,2) 0.346
DNMT3B TT 44 (22,1)| 26 (17,8) ’
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Iz podatkov vidimo, da so vse vrednosti p > a pri a = 0,05, iz ¢esar sledi, da noben izmed
testiranih genotipov ne vpliva na nastanek CHD kot izolirani dejavnik tveganja. Najvecje
Stevilo p vrednosti < 0,250 (modro obarvane vrednosti v tabelah) smo opazili pri recesivnih
genetskih modelih, zato smo pri nadaljnji analizi z logisti¢no regresijo upostevali le-te. V
model logisti¢ne regresije smo vkljuéili tiste recesivne genetske modele s p < 0,250 (otrokov

genotip BHMT, mamin genotip GNMT in mamin genotip DNMT3B).

4.3 ANALIZA PODATKOV Z LOGISTICNO REGRESIJO

Na koncu smo analizirali podatke s pomoc¢jo logisti¢ne regresije. 1zdelali smo ve¢ modelov
logisti¢ne regresije. Na zacetku smo naredili model, v katerega smo vkljucili le
spremenljivke, za katere smo pri analizi kategori¢nih spremenljivk dokazali statisticno
znacilno povezanost s CHD: starost matere ob zanositvi, Stevilo zivorojenih otrok, kajenje
matere, druzinsko anamnezo, druge kroni¢ne bolezni, vnos folatov in vnos drugih
prehranskih dodatkov (Preglednica 21). V ta model nismo vklju¢ili genotipov. S tem smo
zeleli ugotoviti kolikSen vpliv imajo okoljski dejavniki. V nadaljevanju smo izdelali se
model, v katerega smo poleg zgoraj omenjenih spremenljivk vkljuéili tudi genotipe BHMT,
GNMT in DNMT3B. Prav ti so bili klju¢ni v nasi nalogi, saj je bil nas$ cilj ugotoviti, ali ti
pomembno vplivajo na prisotnost CHD. V zacetni model z genotipi smo vkljudili tiste
recesivne genetske modele, ki so imeli v univariantni analizi p < 0.250: otrokov BHMT ter
materin DNMT3B in GNMT genotip. Izkazalo se je, da smo glede na rezultate Omnibus
testa in Hosmer-Lemeshovega testa dobili bolj ustrezen model, ¢e smo izkljuéili materin
genotip GNMT. Kon¢ni model logisti¢ne regresije je prikazan v preglednici (Preglednica
22).

Kot smo omenili zgoraj, smo se najprej lotili logisti¢ne regresije s spremenljivkami brez
genotipov. V preglednici 21 so vrednosti, s katerimi smo interpretirali rezultate. Podatki, ki
so bili pomembni za naSo interpretacijo, so tisti, pri katerih je bila vrednost p < 0,05. Te
spremenljivke so bile starost matere ob zanositvi, Stevilo Zivorojenih otrok, druzinska

anamneza, vnos folatov ter minerali (Mg, Ca) — modro obarvana polja v preglednici.
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PREGLEDNICA 21: Osnovni model logisticne regresije brez genotipskih podatkov.

SPREMENLJIVKA P . OR._%% CI. .
(spodnja meja - zgornja meja)

Starost matere ob zanositvi 0,003 0,919 (0,869 - 0,971)
Stevilo Zivorojenih otrok < 0,001 2,288 (1,624 - 3,224)
Kajenje matere Kadilka 0,039 2,208 (1,039 - 4,690)
(ref: Nekadilka) Bivsa kadilka 0,487 0,811 (0,449 - 1,465)
Druzinska anamneza pozitivna (ref: negativna) < 0,001 7,774 (3,189 - 18,952)
Kroni¢ne bolezni Da (ref: Ne) 0,253 1,632 (0,705 - 3,777)
Vnos folatov 3 tedne pred zanositvijo 0,007 0,363 (0,173 - 0,761)
(ref: ni vnosa folatov) 3 tedne po zanositvi 0,028 0,400 (0,177 - 0,904)

Multivitamini 0,811 0,890 (0,343 - 2,310)
Drugi prehranski dodatki | Minerali (Mg, Ca) < 0,001 4,815 (2,037 - 11,379)

(ref: ni vnosa) Omega 3 0,999 0,000
Drugi 0,174 4,280 (0,525 - 34,902)

Iz rezultatov vidimo, da tveganje za prisotnost sréne napake znizata vecja starost matere ob
zanositvi ter vnos folatov. Pri obeh spremenljivkah je vrednost OR manjsa od 1. Vecje
Stevilo Zivorojenih otrok, pozitivna druzinska anamneza in vnos mineralov Mg in Ca pa
povecajo tveganje za prisotnost sréne napake. Druzinska anamneza je najvecji dejavnik
tveganja, saj je tveganje za prisotnost sr¢ne napake v druzinah s pozitivno druzinsko
anamnezo 7,774-krat vecje. Mocan vpliv imata tudi Mg in Ca, ki povecata tveganje za 4,815-
krat. Studije, ki bi posebej analizirala povezavo med vnosom Mg in Ca ter prisotnostjo CHD,
nismo zasledili.

Da ima druzinska anamneza vpliv na CHD, smo dokazali ze pri univariantni analizi.
Dokazali smo statisticno znacilno povezavo med pozitivno druzinsko anamnezo in
povecanim tveganjem za CHD. V TS je bil delez testiranih, ki so imeli CHD 22,2 %, v KS
pa 4 %.

O vnosu folatov smo ze pisali pri univariantni analizi. Tam smo pokazali, da obstaja
povezava med manj$im vnosom folatov in prisotnostjo CHD. Folati imajo res zelo
pomembno vlogo in znizajo verjetnost srénih napak in drugih nepravilnosti v razvoju.

O vplivu materine starosti smo ze razpravljali pri univariantni analizi. Pri nasi analizi Smo
pokazali, da je tveganje manjSe pri starejSih. Rezultati ve¢ Studij niso dokazali, da bi visja
starost matere pomenila povecano tveganje za prisotnost CHD.

Pri Stevilu zivorojenih otrok nismo zasledili Studije, ki bi preucevala to spremenljivko. Vzrok
za povecéano tveganje pri mlaj$ih mamah bi lahko bil ta, da z niZjo starostjo ob rojstvu prvega

otroka korelira tudi nizja izobrazba. Mlade mame so posledi¢no manj poucene o vnosu

45



Magistrska naloga Ana Skapin

folatov in vplivu drugih dejavnikov, ki so pomembni pri zniZanju tveganja za prisotnost

CHD.
V preglednici 22 smo se osredotocili na interpretacijo rezultatov genotipov. Preostale
spremenljivke smo ze opisali in so v tem modelu primerljive z Ze opisanim modelom.

PREGLEDNICA 22: Najustreznejsi koncni model logisticne regresije, ki vkljucuje okoljske in genetske
dejavnike tveganja.

OR - 95% CI
SPREMENLJIVKA P . . . .
(Spodnja meja - zgornja meja)
Starost matere ob zanositvi < 0,001 0,893 (0,841 - 0,949)
Stevilo zivorojenih otrok < 0,001 2,539 (1,768 - 3,647)
Kajenje matere Kadilka 0,215 1,648 (0,748 - 3,623)
(ref: Nekadilka) Bivsa kadilka 0,498 0,809 (0,437 - 1,495)
Druzinska anamneza pozitivna (ref: negativna) < 0,001 7,947 (3,191 - 19,792)
Kroniéne bolezni Da (ref: Ne) 0,353 1,502 (0,636 - 3,544)
Vnos folatov 3 tedne pred zanositvijo 0,002 0,301 (0,140 - 0,648)
(ref: ni vnosa folatov) 3 tedne po zanositvi 0,015 0,351 (0,151 - 0,813)
Multivitamini 0,867 0,921 (0,351 - 2,414)
Drugi prehranski dodatki | Minerali (Mg, Ca) < 0,001 5,495 (2,225 - 13,394)
(ref: Ni vnosa) Omega 3 0,999 0,000
Drugi 0,100 6,616 (0,696 - 62,853)
Otrokov genotip BHMT (recesivni model) AA (ref:
GG+AG) 0,019 3,011 (1,197 - 7,572)
Materin genotip DNMT3B (recesivni model) TT
(ref: CC+CT) 0,035 0,476 (0,239 - 0,948)

Iz podatkov razberemo, da je pri mamah z dvema mutiranima aleloma DNMT3B znizano
tveganje za prisotnost sréne napake pri otroku. Tveganje pri mutiranem homozigotu TT se
zniza za 2-krat. Pri nemutiranem homozigotu CC in mutiranem heterozigotu CT je vecje
tveganje za prisotnost bolezni. Rezultate je tezko interpretirati, saj funkcijske Studije
omenjenega polimorfizma Se niso bile izvedene in zato ni jasno, kako le-ta vpliva na
aktivnost DNMT3B.

Studije, ki bi analizirali povezavo med polimorfizmom DNMT3B (rs2424913) in CHD,
nismo zasledili. Smo pa zasledili nekaj drugih S$tudij, ki so analizirale omenjeni
polimorfizem. Sam polimorfizem povezujejo s Stevilnimi rakavimi obolenji (pljucni
karcinom, karcinom dojke, tumor glave in vratu, karcinom c{revesja). Kombinacija

polimorfizmov DNMT3B -579GT/-149CC je povezana s signifikantnim znizanim
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tveganjem za rojstvo otroka z Downovim sindromom (13,46). Heterozigoti CT imajo manjse
tveganje za razvoj karcinoma dojke (47).

Spremenjena DNA metilacija naj bi bila osnovni mehanizem pri razvoju srénih napak. Na
spremenjen metilacijski vzorec naj bi vplivala tudi prehrana in izpostavljenost zunanjim
dejavnikom. O povezavi med CHD in metilacijo DNA je le malo znanega. Domnevajo, da
hipometilacija privede do nestabilnosti kromatina, spremenjenega izraZzanja genov in celi¢ne
delitve. lzvedena je bila Studija, s katero so zeleli ugotoviti, ali je LINE-1 DNA
hipometilacija povezana s pojavom CHD. Ugotovili so, da je bila v TS prisotna
hipometilacija DNA v primerjavi s KS. 1z tega sledi, da je LINE-1 DNA hipometilacija
povezana s poviSanim tveganjem za CHD (48).

DNMTS3B katalizira prenos metilne skupine in sodeluje pri nastanku metilacijskega vzorca
pri razvoju. V eni izmed studij so raziskovali, ali nepravilnost v metilacijskem vzorcu vpliva
na pojavnost CHD. Analizirali so vzorce pri prekinjenih nosec¢nostih. Samo analizo so
izvedli na zdravih plodovih, plodovih z izolirano CHD ter plodovih z Downovim sindromom
z ali brez CHD. Pri vzorcih kontrol in Downovim sindromov brez CHD ni prislo do
sprememb v metilacijskem profilu. V primeru izoliranih CHD in Dawnovih sindromov s
CHD so bile prisotne spremembe v metilacijskem profilu (5).

Prehrana matere v nose¢nosti je zelo pomembna. Pomemben je vnos vitamina A, saj so
nekatere Studije pokazale, da je z znizanim vnosom vitamina A vecje tveganje za razvoj
CHD. GATA-4 je pomemben transkripcijski faktor, ki se izraza med razvojem srca. Mutacije
GATA-4 vodijo do izoliranih CHD. V slede¢i $tudiji so ugotavljali, kako pomankanje
vitamina A vpliva na metilacijski status in izrazanje GATA-4. Poleg tega so merili tudi
izrazanje DNA metiltransferaz, saj imajo tudi te pomembno vlogo pri metilaciji DNA.
Izmerili so tudi izrazanje DNMT3B, za katerega so ugotovili, da se je znizalo v primeru, ko
je bil vnos vitamina A nezadosten. Studijo so izvedli na miskah, ki so jih razdelili v skupine
glede na vnos vitamina A. Po koncani $tudiji so ugotovili, da je vnos vitamina A zelo
pomemben. V skupini, kjer so miske dobile vitamin A, ni bilo prisotnih CHD. V skupini,
kjer miske niso dobile vitamina A, so potrdili razli¢ne oblike CHD. Iz tega sledi, da je vnos
vitamina A zelo pomemben pri zmanjSanju tveganja za razvoj CHD. Pri analizi
metilacijskega vzorca GATA-4 so ugotovili, da so imele miske manjsi delez metilacije pri
vnosu vitamina A. V primeru manjSega vnosa vitamina A pa je bil delez metilacije povecan
(49).
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Pri analizi otrokovega genotipa BHMT smo po statisti¢ni analizi ugotovili povezanost s
pojavnostjo CHD (p = 0,019). Mutirani homozigoti AA imajo 3-krat povecano tveganje za
prisotnost srénih napak. Nemutirani homozigoti (divji tip) GG in mutirani heterozigoti AG
imajo manjse tveganje za prisotnost bolezni. BHMT Kkatalizira alternativno pot remetilacije
Hcy v Met, ki je aktivna v jetrih in ledvicah. BHMT je zelo pomemben med nose¢nostjo, saj
zniza koncentracijo Hey. Visoke koncentracije Hcy imajo namrec teratogeni ucinek.

Na Medicinski univerzi v Arkasansu so izvedli Studijo, v kateri so ugotavljali ali
polimorfizem 742G>A (rs3733890) v genu za encim BHMT vpliva na CHD. Predpostavljali
so, da polimorfizem v genu za encim BHMT zniza encimsko aktivnost in posledi¢no privede
do motnje v ciklu presnove folatov. Analizirali so tudi vpliv debelosti, kajenja in alkohola.
V studijo so vkljucili matere z dojencki, ki imajo CHD (TS), in matere zdravih otrok (KS).
Matere so izbirali tudi glede na predpisane vkljucitvene in izkljucitvene kriterije. Ugotovili
so, da je 1,82-krat vecja verjetnost (95% CI 1,09-3,03) za CHD otrok pri tistih materah, ki
imajo BMI > 30 ter imajo prisotnost enega ali dveh alelov A (10).

V Philadelphiji je med letoma 1997 in 2007 potekala Studija, S katero so iskali povezavo
med devetimi genetskimi razli¢icami, ki so povezane s folati in bi lahko potencialno vplivale
na CHD. V analizo so vkljucili tudi genetski polimorfizem 742G>A v genu za BHMT.
Analizirali so le napake leve strani srca; koarktacijo aorte, aortno stenozo in sindrom
hipoplasti¢nega levega srca. Vrednost p za polimorfizem BHMT je bila ravno na meji, saj je
znasala 0,06, a je bila mejno pomembna. Rezultati so pokazali, da je genotip AA povezan z
zmanjsanim tveganjem za zgoraj navedene sréne napake, glede na genotip GG. V vegji
Studiji (Goldmuntz in sodelavci), ki je bila izvedena kasneje (2008), niso dokazali te
povezave. V opisani Studiji so zakljucili s trditvijo, da polimorfizem BHMT lahko poveca

tveganje za sréne napake in da so rezultati predhodne studije najverjetneje lazno pozitivni

(9).
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5. SKLEPI

Namen magistrske naloge je bil ugotoviti, ali prisotnost pogostih polimorfizmov v genih za
encime BHMT, GNMT in DNMT3B poveca tveganje za nastanek CHD. Zanimalo nas je
tudi, ali na nastanek CHD vplivajo tudi dejavniki okolja.

Glavne ugotovitve so:

1 Mlajse matere imajo povecano tveganje za rojstvo otroka s CHD.

2 Vecje stevilo zivorojenih otrok je povezano z vecjo pojavnostjo CHD.

3. Pozitivna druZinska anamneza 8-krat poveca tveganje za CHD.

4 Jemanje folatnih pripravkov moc¢no zmanjsa tveganje za CHD. Ta ucinek je Se bolj
izrazit pri materah, ki so z jemanjem folatov zacele prej kot 3 tedne po zanositvi.

5. Jemanje pripravkov z Mg in Ca poveca tveganje za CHD.

6. Genotip otroka BHMT rs3733890 AA 3-krat poveca verjetnost za nastanek CHD.
7. Materin genotip DNMT3B rs2424913 TT 2-krat zniza tveganje za nastanek CHD

pri otroku.
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7. PRILOGE
7.1 PRILOGA1

Primer anketnega vprasalnika, ki so ga izpolnile matere otrok s CHD:

Analiza bioloskih oznacdevalcev presnove folatov pri ugotavljanju
tveganja za
nastanek napak nevralne cevi in prirojenih okvar srca

SploSni podatki.

Koda preiskovanke:

(izpolni oseba, odgovorna za studijo)

Datum:

Datum
rojstva:

Telesna

cm Telesna masa: kg
visina:

itgtUS__ O kadim O nikoli nisem 0 neko¢ sem kadila
ajenja: kadila

Ce ste bivia kadilka, od kdaj ne kadite

vec?
Ste prenehali kaditi med nosec¢nostjo? DA NE
Izobrazba: osnovna $ola

srednja poklicna Sola
gimnazija
vi§ja Sola

Oo0o0oan
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O univerzitetna
izobrazba

00 magisterij ali
doktorat

Tip vzorca: O bris bukalne sluznice
O polnakri, EDTA
O bris b. sluznice in
polna kri

Datum
odvzema:

Podatki o poteku zdajSnje ali preteklih nosec¢nosti.
Vase trenutno stanje: 0 sem noseca
O dojim
O ne dojim

Predvideni datum poroda (izpoinijo le nosece

Zenske).

Stevilo noseCnosti (pred trenutno nosecnostjo)-
Stevilo zivorojenih otrok:

Stevilo splavov (spontanih ali
spodbujenih):

Imam otroka z/s: napako nevralne cevi

prirojeno sréno napako

orofacialno shizo

drugo prirojeno napako

otrok nima klini¢no potrjene prirojene
napake

Oo0o0ooOood

Diagnoza (Sifra):




Magistrska naloga Ana Skapin
Operativna korekcija: DA NE
O bris bukalne sluznice
O polnakri, EDTA
Vzorec otroka: P . . .
O bris b. sluznice in polna kri
O nimamo vzorca
Datum odvzema:
Ali se je v vasi druzini ze rodil otrok z
i . . DA NE
eno izmed prirojenih motenj?
[0 napako nevralne cevi
N O prirojeno sréno napako
Ce da, katero? priro] . . P
O orofacialno shizo
O drugo prirojeno napako
Vase sorodstveno razmerje s tem O mati
otrokom O sestra
O teta
(le, ce ste na prejsnje vprasanje odgovorili z DA). O sestriéna
O babica

Podatki o stanju nose¢nosti, v kateri ste rodili otroka z okvaro nevralne cevi /

prirojeno sréno okvaro / orofacialno shizo.

Datum rojstva otroka:

Vasa telesna masa pred zanositvijo:

Spol otroka:




Magistrska naloga Ana Skapin

Sladkorna bolezen pred nosecnostjo: DA NE
NosecniSka sladkorna bolezen: DA NE
Ali imate katero drugo kroni¢no bolezen? DA NE
Ce da, katero/-e:
. . . . e DA NE
Ali ste med nosec¢nostjo jemali zdravila za zdravljenje epilepsije?
Ali ste med nosecnostjo uporabljali katera druga zdravila? DA NE
Ce da, katera:
Ali ste imeli v prvem trimestru nosec¢nosti povisano telesno DA NE
temperaturo nad 38 °C?
Ali ste v prvem trimestru zahajali v savno? DA NE
Ali ste pred zanositvijo jemali pripravke s folno kislino? DA NE
Ce da, katere:
Ali ste v prvem trimestru nosecnosti jemali pripravke s folno
- DA NE
kislino?
Ce da, katere:
Kdaj ste zaceli jemati folno kislino? O pred zanositvijo

O pred izostankom menstruacije
O takoj po izostanku menstruacije



Magistrska naloga Ana Skapin

O vec kot 1 teden po izostanku
menstruacije

DA

NE, obc¢asno sem pozabila vzeti tableto
NE, po tabletah mi je slabo

NE, ni se mi zdelo potrebno

Ali ste folno kislino jemali redno vsak
dan?

o000

Ali ste poleg pripravkov s folno kislino pred in/ali med

DA NE
nosecnostjo jemali Se katere druge (multi)vitaminske pripravke?

Ce da, katere:

Kako podobna sedanji prehrani je bila vasa prehrana v obdobju2- g 1 2 3 4 5

3 meseceV pred to zanositvijo? (0-se ne spominjam; 1—popolnoma drugacna,
S-prakticno enaka)

Podatki o stanju med zadnjo neprizadeto nose¢nostjo.

Datum rojstva otroka:

Vasa telesna masa pred zanositvijo: kg

Spol otroka: M Z

Sladkorna bolezen pred nosecnostjo: DA NE
DA NE

Nosec¢niska sladkorna bolezen:



Magistrska naloga Ana Skapin

Ali imate katero drugo kroni¢no bolezen? DA NE

Ce da, katero/-e:

Ali ste med nose¢nostjo jemali zdravila za zdravljenje epilepsije? DA NE

Ali ste med nose¢nostjo uporabljali katera druga zdravila? DA NE
Ce da, katera:

Ali ste imeli v prvem trimestru nose¢nosti povisano telesno DA NE

temperaturo nad 38 °C?

Ali ste v prvem trimestru zahajali v savno? DA NE

Ali ste pred zanositvijo jemali pripravke s folno kislino? DA NE
Ce da, katere:

Ali ste v prvem trimestru nosecnosti jemali pripravke s folno

. DA NE

kislino?
Ce da, katere:

Kdaj ste zaceli jemati folno kislino? O pred izostankom menstruacije

O takoj po izostanku menstruacije
O vec kot 1 teden po izostanku
menstruacije

DA

NE, obc¢asno sem pozabila vzeti tableto
NE, po tabletah mi je slabo

NE, ni se mi zdelo potrebno

Ali ste folno kislino jemali redno vsak
dan?

o000

Vi



Magistrska naloga Ana Skapin

Ali ste poleg pripravkov s folno kislino pred in/ali med

DA NE
nosecnostjo jemali Se katere druge (multi)vitaminske pripravke?

Ce da, katere:

Kako podobna sedanji prehrani je bila vasa prehrana v obdobju2- o 1 92 3 4 5
3 mesecev pred zanositvijo? (0-se ne spominjam; 1-popolnoma drugacna, 5—

prakticno enaka)

Prehrana v zadnjih 4 tednih.

V spodnji tabeli oznacite, kako pogosto ste v zadnjih 4 tednih uZivali naslednja Zivila.
Ovrednotite pogostost po naslednji lestvici:

0 nikoli 5 1-krat dnevno

1 1-3-krat na mesec 6 2-3-krat nadan

2 1-krat tedensko 7  4-5-krat na dan

3 2-4-krat nateden 8  vec kot 6-krat na dan

4  5-6-krat na teden

Zivilo Pogostost uzivanja v zadnjih 4 tednih

mleko in mlecéni izdelki 0O 1 2 3 4 5 6 |7 8

mleko
jogurt

Sir
parmezan

sadje in sadni sokovi 0|1 2 |3 4 5 6 7 8

pomarancni sok
sok grenivke
pomarance
grenivke

banane

vii



Magistrska naloga Ana Skapin

ananas
melone
jagode
maline

zelenjava o 1 2 /3 4|5 6 7 8

paradiznikov sok
paradiznikova omaka
svez paradiznik
rdeca pesa
brokoli

Spinaca

koleraba

zelena solata
Sparglji

redkvice

brsti¢ni ohrovt
kitajsko zelje

zitarice, stroCnice, sesmenainoreski 0 1 2 '3 |4 5 6 7 8

fizol

rizZ

koruza

grah

leca

sezam (semena, olje, omaka tahini)

brazilski oreski

soja (napitek, kosmici, omaka, tofu)

viii



Magistrska naloga Ana Skapin

pSenicni kalcki

oves (kosmici, piskoti)
araSidi

Cicerika

mandlji

indijski oreski
son¢ni¢na semena
bucna semena

kruh (vseh vrst)
polnozrnate testenine

meso 0O 1 2 3 4 5 6 |7 8

ribe

tuna
pis€anec
puran
svinjina
slanina
govedina
jetra
Skoljke

ostalo 0O 11/2 3 4 5 6 |7 8

jajca (cela)
samo rumenjak
samo beljak
pivo

prehranska dopolnila 0|1 2 /3 4 5 6 7 8




Magistrska naloga Ana Skapin

multivitaminska PD
pripravki s folno kislino

pripravki z vitamini B kompleksa

7.2 PRILOGA 2

Primer anketnega vpraSalnika, ki so ga izpolnile matere zdravih otrok:

Analiza bioloskih oznadevalcev presnove folatov pri ugotavljanju
tveganja za
nastanek napak nevralne cevi in prirojenih okvar srca

SploSni podatki.

Koda preiskovanke:

(izpolni oseba, odgovorna za Studijo)

Datum:

Datum
rojstva:

Telesna

cm Telesna masa: kg
Visina:

itgtUS__ O kadim O nikoli nisem 0 neko¢ sem kadila
ajenja: kadila

Ce ste bivia kadilka, od kdaj ne kadite
vec?

Ste prenehali kaditi med nose¢nostjo? DA NE



Magistrska naloga

Ana Skapin

Izobrazba:

Tip vzorca:

Datum
odvzema:

OoOoooaod

O

osnovna Sola

srednja poklicna Sola
gimnazija

vi§ja Sola
univerzitetna
izobrazba

magisterij ali
doktorat

bris bukalne sluznice
polna kri, EDTA
bris b. sluznice in
polna kri

Podatki o poteku zdaj$nje ali preteklih nosecnosti.

Vase trenutno stanje:

O sem noseca
O dojim
O ne dojim

Predvideni datum poroda (izpoinijo le nosece

Zenske):

Stevilo noseCnosti (pred trenutno nosecnostjo).

Stevilo Zivorojenih otrok:

Stevilo splavov (spontanih ali

spodbujenih):

Ali se je v vasi druzini ze rodil otrok z
eno izmed prirojenih motenj?

Xi

NE



Magistrska naloga

Ana Skapin

Vase sorodstveno razmerje s tem O mati
otrokom O sestra
O teta
(le, ce ste na prejsnje vprasanje odgovorili z DA). O sestri¢na
O babica
Podatki o stanju med zadnjo nose¢nostjo.
Datum rojstva otroka:
Vasa telesna masa pred zanositvijo: kg
Spol otroka: M z
Sladkorna bolezen pred nosecnostjo: DA NE
Nesecniska sladkorna bolezen: DA NE
Ali imate katero drugo kroni¢no bolezen? DA NE
Ce da, katero/-e:
. . . ) T DA NE
Ali ste med nosecnostjo jemali zdravila za zdravljenje epilepsije?
Ali ste med nosec¢nostjo uporabljali katera druga zdravila? DA NE
Ce da, katera:
Ali ste imeli v prvem trimestru nose¢nosti povisano telesno DA NE

temperaturo nad 38 °C?

Xii



Magistrska naloga Ana Skapin

Ali ste imeli v prvem trimestru zahajali v savno? DA NE

Ali ste pred zanositvijo jemali pripravke s folno kislino? DA NE
Ce da, katere:

Ali ste v prvem trimestru nosec¢nosti jemali pripravke s folno DA NE

kislino?

Ce da, katere:

Kdaj ste zaceli jemati folno kislino? pred zanositvijo

pred izostankom menstruacije
takoj po izostanku menstruacije
vec kot 1 teden po izostanku

menstruacije

Oo0o0on

DA

NE, ob¢asno sem pozabila vzeti tableto
NE, po tabletah mi je slabo

NE, ni se mi zdelo potrebno

Ali ste folno kislino jemali redno vsak
dan?

Oood

Ali ste poleg pripravkov s folno kislino pred in/ali med

DA NE
nosecnostjo jemali Se katere druge (multi)vitaminske pripravke?
Ce da, katere:
Ali ste kdaj prekinili nosecnost zaradi okvare ploda? DA NE

Ce da, vpisite katero:

Kako podobna sedanji prehrani je bila vasa prehrana v obdobju 01 2 3 4 5
2-3 meseceV pred zanositvijo? (0-se ne spominjam; 1-popolnoma drugacna,

5-prakticno enaka)

Xiil



Magistrska naloga Ana Skapin

Prehrana v zadnjih 4 tednih.

V spodnji tabeli oznacite, kako pogosto ste v zadnjih 4 tednih uZivali naslednja Zivila.
Ovrednotite pogostost po naslednji lestvici:

0 nikoli 5 1-krat dnevno

1 1-3-krat na mesec 6 2-3-krat nadan

2 1-krat tedensko 7 4-5-krat na dan

3 2-4-krat na teden 8  vec kot 6-krat na dan

4  5-6-krat na teden

Zivilo Pogostost uzivanja v zadnjih 4 tednih

mleko in mleéni izdelki 0O 1 2 3 4 5 6 |7 8

mleko
jogurt

Sir
parmezan

sadje in sadni sokovi 0|1 2 |3 4 5 6 7 8

pomarancni sok
sok grenivke
pomarance
grenivke
banane

ananas

melone

jagode

maline

zelenjava 0|1 2 /3 4 5 6 7 8

Xiv



Magistrska naloga Ana Skapin

paradiznikov sok
paradiznikova omaka
svez paradiznik
rdeca pesa
brokoli

Spinaca

koleraba

zelena solata
Sparglji

redkvice

brsti¢ni ohrovt
kitajsko zelje

zitarice, stroCnice, sesmenainoreski 0 1 2 '3 |4 5 6 7 8

fizol

riz

koruza

grah

leca

sezam (semena, olje, omaka tahini)
brazilski oreski

soja (napitek, kosmici, omaka, tofu)
pSenicni kalcki

oves (kosmici, piskoti)

araSidi

CiCerika

mandlji

XV



Magistrska naloga

Ana Skapin

indijski oreski
son¢ni¢na semena
bucna semena

kruh (vseh vrst)
polnozrnate testenine

meso

ribe

tuna
pis€anec
puran
svinjina
slanina
govedina
jetra
Skoljke

ostalo

jajca (cela)
samo rumenjak
samo beljak
pivo

prehranska dopolnila

multivitaminska PD
pripravki s folno kislino

pripravki z vitamini B kompleksa

XVi



Magistrska naloga Ana Skapin
7.3 REZULTATI GENOTIPIZACIJE
St.Vzorca | BHMT | GNMT _
SRC 001 M GG TT cC
SRC 001 _C GG TT cc LEGENDA:
SRC 002 M AG CcC CT
SRC 002 C AG CcC CC BHMT: 0 - divji tip
SRC_003_M GG T CcC 1 - mutiran
SRC 003 C AG CT CT 2 - heterozigot
SRC_004 M GG CT cc
SRC 004 C GG TT CT GNMT: 0 - divji tip
SRC 005 M AG CT CT 1 - mutiran
SRC 005 C GG CT CT 2 - heterozigot
SRC 006 M GG CT CT
SRC 006 C AG T cT IBNIMIT3BE 0 - divji tip
SRC 007 M GG CC CT 1 - mutiran
SRC 007 C GG CT 1T 2 - heterozigot
SRC 008 M AG CT CcC
SRC 008 C AG T cc
SEC 009 M AG cc cc
SRC 009 C GG CT cC
SRC_010 M AG cC TT
SRC_010_C AA cc TT
SRC 011 M GG CT TT
SRC 011 C AG cc CT
SRC 012 M GG CT ccC
SRC 012 C GG cc CT
SRC 013 M AG CT CT
SRC 013 C GG cc CT
SRC 014 M GG CT cc
SRC 014 C GG CT cc
SRC 015 M GG 1T TT
SRC 015 C AG TT CT
SRC_016 M AG TT cT
SRC 016 C AG TT cC
SRC 017 M AG CT cC
SRC 017 C GG cc CT
SRC 018 M AG CT cC
SRC 018 C AA cc cc
SRC 019 M GG TT cC
SRC 019 C AG TT cC
SRC_020 M GG CT cc
SRC 020 C GG CT cC

XVii

GG

AA

AG

CcC

CcT

CcC

CcT



Magistrska naloga

Ana Skapin

SRC 021 M AG 1T TT
SRC 021 C AG CT TT
SRC 022 M AG 1T cc
SRC 022 C CT
SRC 023 M AG cC cc
SRC 023 C GG CT CT
SRC 024 M GG TT CT
SRC 024 C GG 1T TT
SRC 026 M CT

SRC 026 C AA cc

SRC 027 M GG cC CT
SRC 027 C GG cc CC
SRC 028 M GG 1T CT
SRC 028 C GG CT CT
SRC 029 M GG cC CcC
SRC 029 C GG CT CT
SRC 030 M AA CT CT
SRC 030 C AA CT TT
SRC 032 M AA cc CT
SRC 032 C AA CT CT
SRC 033 M AG CT TT
SRC 033 C AG CT TT
SRC 034 M GG CT CT
SRC 034 C GG CT TT
SRC 035 M GG CT cc
SRC 035 C GG CT CC
SRC 036 M GG CT CT
SRC 036 _C GG 1T TT
SRC 037 M AA CT CT
SRC 037 C AG CT CT
SRC 038 M AG CT TT
SRC 038 C GG cC CT
SRC 039 M AG CT TT
SRC 039 C GG cC TT
SRC_040 M AG cC CT
SRC 040 C GG CT TT
SRC 041 M GG 1T CT
SRC 041 C GG CT TT
SRC 042 M AG 1T CT
SRC 042 C AG CT CT
SRC 043 M GG cC TT
SRC 043 C GG cC CT
SRC 044 M GG CT CT
SRC 044 C GG TT CT

xviii



Magistrska naloga

Ana Skapin

SRC 045 M AG 1T cC
SRC 045 C AA CT CT
SRC 046 M AG CT TT
SRC 046 C AG CT TT
SRC 047 M GG CT TT
SRC 047 C AG TT CT
SRC 048 M GG CT CT
SRC 048 C GG CT cc
SRC 049 M AA CT CT
SRC 049 C AG CT CT
SRC 050 M GG cC CT
SRC 050 C GG CT TT
SRC 051 M GG 1T CT
SRC 051 C GG CT
SRC 052 M AG TT
SRC 052 C AG TT
SRC 053 M GG CT cc
SRC 053 C AG cc cC
SRC 054 C GG CT CT
SRC 055 M GG 1T cC
SRC 055 C GG CT cc
SRC 056 M AG CT CT
SRC 056 C GG 1T CT
SRC 057 M AG CT CT
SRC 057 C AG CT TT
SRC 058 M AG cC cc
SRC 058 C GG cC cc
SRC 059 M AG cC cc
SRC 059 C AG cC ccC
SRC 060 M AG 1T CT
SRC 060 C GG CT CT
SRC 061 M AG CT cc
SRC 061 C AG cc
SRC 062 M AG cC CT
SRC 062 C AA cC CT
SRC 063 M GG 1T cc
SRC 063 C GG CT CT
SRC 064 M AG 1T CT
SRC 064 C GG 1T cC
SRC 065 M AG CT CT
SRC 065 C AG CT CT
SRC 066 M AG CT CT
SRC 066 _C GG CT cc
SRC 067 M GG cC CT

XiX



Magistrska naloga Ana Skapin

SRC 067 C AG CT cc
SRC 068 M AG CT cT
SRC 068 C1 AG CT cT
SRC 068 C2 AG cT cT
SRC 069 M AG TT CT
SRC_069 C GG TT cT
SRC 070 M AG cc cc
SRC 070 C AG cc cc
SRC 071 M AG cc CT
SRC 071 C GG cc TT
SRC 072 M AG CT cc
SRC 072 C AA cc cc
SRC 073 M AG TT cc
SRC 073 C AG CT cT
SRC 074 M GG TT T
SRC 074 C GG T cT
SRC 075 M GG TT cc
SRC 075_C GG CT cT
SRC 076 _M AG TT cc
SRC 076 _C AG TT cT
SRC 077 M GG TT cT
SRC 077 C AG TT cc
SRC 078 M AG cc CT
SRC 078 C GG cc cT
SRC 079 M AG CT cc
SRC 079 C AG TT cc
SRC 080 M AG CT cT
SRC 080 _C AG CT cC
SRC 081 M AG cc TT
SRC 081 C AG cT
SRC 082 M AG TT cT
SRC 082 C AG cT
SRC 083 M GG cc CT
SRC 083 C GG CT TT
SRC 084 M GG CT cC
SRC 084 C

SRC 085 M AG CT cc
SRC 085 _C AG CT CT
SRC_086_M AG CT CT
SRC _086_C GG CT CT
SRC 087 M AG cc CT
SRC 087 C GG cc cc
SRC 088 M AG CT cc
SRC 088 C AG cT CT

XX



Magistrska naloga

Ana Skapin

SRC 089 M AG CT CT
SRC 089 C AG CT cC
SRC 090 M AG 1T TT
SRC 090 C AG TT CT
SRC 091 M AG CT cc
SRC 091 C AG cC cc
SRC 092 M GG CT CT
SRC 092 C GG CT CT
SRC 093 M GG 1T CT
SRC 093 C GG CT cc
SRC 094 M AG 1T ccC
SRC 094 C AA CT CT
SRC 095 M AA cC CT
SRC 095 C AG cc TT
SRC 096 M AG cC CT
SRC 096 C AG cC CT
SRC 097 M GG cC CT
SRC 097 C AG CT cc
SRC 098 M GG CT TT
SRC 098 C AG cC CT
SRC 099 M AG cC CT
SRC 099 C AA cC CT
SRC 100 M AA cC CT
SRC 100 C AA CT cc
SRC 101 M GG CT TT
SRC 101 C GG CT TT
SRC 102 M AG CT CT
SRC 102 C AA CT CT
SRC 103 M AA TT CT
SRC 103 C AG CT TT
SRC 104 M AG CT cc
SRC 104 C AA CT cc
SRC 105 M AA CT ccC
SRC 105 C AA CT ccC
SRC 106 M AG CT cc
SRC 106 C AA CT cc
SRC 107 M GG 1T CT
SRC 107 C GG CT TT
SRC 108 M GG 1T CT
SRC 108 C GG 1T cC
SRC 109 M GG CT CT
SRC 109 C AG CT cc
SRC 110 M AG CT TT
SRC 110 C GG cC CT

XXi
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Ana Skapin

SRC 111 M GG CT CT
SRC 111 C AG cc cC
SRC 112 M AG cC TT
SRC 112 C AG CT CT
SRC 113 M GG cC TT
SRC 113 C AG CT CT
SRC 114 M GG CT CT
SRC 114 C AG CT TT
SRC 115 M AG TT CT
SRC 115 C GG CT CT
SRC 116 M AG CT cc
SRC 116 C GG CT CT
SRC 117 M AG CT TT
SRC 117 C AG CcC CT
SRC 118 M AG cC TT
SRC 118 C GG cC CT
SRC 119 M AG TT CT
SRC 119 C AG CT TT
SRC 120 M GG 1T CT
SRC 120 C GG 1T cC
SRC 121 M GG cC TT
SRC 121 C GG CT TT
SRC 122 M AA CT TT
SRC 122 C AG CT CT
SRC 123 M AG CT cc
SRC 123 C GG 1T cc
SRC 124 M AG cC CT
SRC 124 C AA CT cc
SRC 125 M GG cC ccC
SRC 125 C AG CT cc
SRC 126 M AG CT CT
SRC 126 C AG CT CT
SRC 127 M AG CT CT
SRC 127 C AA CT ccC
SRC 128 M GG CT CT
SRC 128 C AG CT CT
SRC 129 M GG CT TT
SRC 129 C GG CT TT
SRC 130 M GG CT CT
SRC 130 C AG CT cc
SRC 131 M GG cc CT
SRC 131 C AG cC CT
SRC 132 M GG cC cc
SRC 132 C AG cC cc

XXii
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SRC 133 M GG 1T cC
SRC 133 C AG TT cC
SRC 134 M AG cC CT
SRC 134 C AG cC cc
SRC 135 M GG CT CT
SRC 135 C AG CT CT
SRC 136 M GG CT cc
SRC 136 C GG CT cc
SRC 137 M GG cC cc
SRC 137 C GG cC CT
SRC 138 M AG cC CT
SRC 138 C AA ccC TT
SRC 139 M AG cC cc
SRC 139 C GG CT CT
SRC 140 M GG CT CT
SRC 140 C GG 1T CT
SRC 141 M AG CT CT
SRC 141 C AA cC CT
SRC 142 M GG 1T CT
SRC 142 C AG CT cc
SRC 143 M GG CT cc
SRC 143 C GG CT cc
SRC 144 M AA cC CT
SRC 144 C AG CT cc
SRC 145 M AG 1T cC
SRC 145 C AG 1T cc
SRC 146 M GG cC cc
SRC 146 C AG CT CT
SRC 147 M GG CT ccC
SRC 147 C GG CT cc
SRC 148 M GG CT TT
SRC 148 C GG 1T CT
SRC 149 M AA 1T cC
SRC 149 C AG 1T CT
SRC 150 M GG 1T CT
SRC 150 C GG 1T CcT

xxiii



