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UvoDbD

Prema tradicionalnoj definiciji spontani je pobacaj svaki nezeljeni gubitak
trudno¢e do navrSenih 28. tjedana trudnoce. Posljednjih desetljea mijenja se,
medutim ova definicija (1).

U Velikoj Britaniji pobacaj se definira kao spontani gubitak trudnoce do
24 tjedna trudnoc¢e (2). Bioloska definicija pobacaja jest istiskivanje ploda iz
maternice prije nego je on sposoban za zivot. Alternativna epidemioloska
definicija smatra pobacajem istiskivanje ploda iz majke lakSega od 500 grama ili
kra¢ega od 25 cm, Sto odgovara otprilike 20. do 22. tjednu trudnoce (3). Fetalna
se vijabilnost postize u samo 30% svih ljudskih koncepcija/zanoSenja, dok se
50% ljudskih zametaka izgubi prije prve izostale menstruacije (4). U ljudi se
priblizno 25% implantiranih embrija resorbira unutar 7-14 dana nakon
pricvrséenja/doticanja endometrija (5). Ucestalost spontanih pobacaja iznosi
15% svih klini¢ki prepoznatih trudnoca (6,7). Pravu ucestalost spontanih
pobacaja tesko je utvrditi. Uporabom osjetljivih testova za odredivanje beta
lanca humanoga korionskog gonadotropina nadeno je da stopa pobacaja iznosi
c¢ak 50% (8) do 75% (9). Najmanje 15% oplodenih jajasaca propadne prije
implantacije. Smatra se da je broj vrlo rano pobacenih zametaka u klinicki
prepoznatim trudno¢ama 12 do 15% (4,10,11). Medutim, samo 3% urednih
trudnoc¢a u osmom tjednu gestacije u kasnijem tijeku rezultiraju pobacajem, §to
se obi¢no dogodi oko 14. do 16. tjedna trudnoce (12). Rizik pobacivanja u prvoj
trudno¢i iznosi oko 10%, povecava se u trudnocama koje slijede, u drugoj na
24% , u trecoj na 26% 1 Cetvrtoj na 32% (13)

Tri ili viSe uzastopnih spontanih pobacaja s istim partnerom nazivaju se habitual-
nim pobacivanjem. Razlikujemo primarne pobacilje, Zene s tri i viSe uzastopna
spontana pobacaja, bez uspjesno zavrsene trudnoce, 1 sekundarne pobacilje, Zene
s tri 1 viSe uzastopna spontana pobacaja nakon bar jednog poroda zivog djeteta.
U anglosaksonskoj literaturi sinonimi su: recurrent miscarriage, habitual
miscarriage, habituale abortion or recurrent abortion i podrazumijevaju gubitak
tri ili viSe uzastopne trudnoée prije 24. tjedna gestacije/trudnoée. Medutim,
recurrent spontaneous abortion (RSA) definira se kao gubitak dva ili viSe, ili Cak
tri ili viSe, klinicki detektabilne trudnoce bez obzira na tjedan trudnoce (14).

U oko 50% klini¢ki prepoznatih pobacaja od 6. do 13. tjedna nakon koncepcije
(8. do 15. tjedna nakon posljednje menstruacije) uzrok je aneuploidija kod ploda.
Ucestalost spontanih pobacaja uzrokovanih abnormalno$¢éu kromosoma u
trudnoc¢a do petoga tjedna nakon koncepcije samo je 14 do 25% (6). Taj podatak
upozorava na moguénost da kod tih vrlo ranih spontanih pobacaja negenetski
¢imbenici igraju vaznu ulogu kod implantacije jajasca ili neposredno nakon im-
plantacije.

Ucestalost genetskog uzroka pobacivanju kod parova s tri 1 viSe uzastopnih
spontanih pobacaja iznosi 6 do 8% (6,15) prema jednim autorima, dok prema
drugima iznosi ¢ak 40% (16) i 57% s time da je isti postotak kromosomalnih
abnormalnosti naden u pobacenih plodova Zena bez anamneze habitualnog
pobacivanja (17). Vjerojatnost da ¢e Zena imati tri ili viSe uzastopnih spontanih



pobacaja iznosi 0,3 do 0,4%; medutim, stvarna ucestalost habitualnih pobacaja
iznosi 0,4 do 0,8% (7).

Povecana je prevalencija habitualnih pobacaja medu rodacima prve linije, $to
pretpostavlja postojanje obiteljske predispozicije za habitualno pobacivanje (18).

Dosadasnjim rutinskim metodama detekcije uzrok habitualnom pobacaju ostaje
najc¢eS¢e nepoznat u €ak 40 do 50% svih ispitanica koje habitualno pobacuju
(6,7). Singer i suradnici, koriste¢i se suvremenim metodama, ne nalaze uzroke u
12% habitualnih pobacaja (15). Uzroci habitualnih pobacaja su u 1-28%
slucajeva anatomski, insuficijencija Zutog tijela 3%-20%-40%, a infekcija 1%-
15%-48% (18).

Ako je zena imala jedan do dva pobacaja, vjerojatnost za uspjesnu sljedecu
trudnocu iznosi do 80%. Vjerojatnost da zena, primarna pobacilja uspjesno, bez
lije€enja, iznese sljedecu trudnocu iznosi od 40 do 75%, ovisno o broju
pobacaja. (6,12, 19, 20).

Vjerojatnost da zena sekundarni aborter uspjesno, bez lijeCenja, donese zivo di-
jete iznosi 70% (6). Vjerojatnost da ¢e zena koja nije imala neuspjelih trudnoéa
pobaciti iznosi 12%, dok se ta vjerojatnost kod Zena koje su habitualno
pobacivale penje na 25 do 50% (12).

Do 40% fetalnog gubitka preostaje kao posljedica neobjaSnjene etiologije (21).
Na moguénost imunoloskog uzroka pobacivanja u neobjasnjenim habitualnim
pobacajima upozorio je Medawar joS 1953. godine. Pretpostavio je da fetus
predstavlja imunoloski strani graft-presadak koji majka tolerira za vrijeme
trudnoc¢a. Vjerovalo se da je feto-placentno tkivo imunoloski strano majci-
domacdinu, zbog postojanja naslijedenih ocCevih proizvoda i tkivno-specifi¢nih
antigena razlikovanja (tissue—specific differentiation antigens). Prema tome bi,
osStecena maj¢ina imunoloska tolerancija poluidenti¢cnog zametka mogla bi biti
uzrok gubitka trudnoce (22). Iako je u ljudi veoma tesko istrazivati majcinu i
fetalnu  imunologiju, mnogi mehanizmi su predlozeni u  svrhu
objasnjenja/razjasnjenja reproduktivnog neuspjeha u ljudi.

Ne postoje specificne imunoloski testovi ili klinicke metode koji predvidaju
potrebu za lijeCenjem (23).

Nema zapravo pouzdanih klinickih ni laboratorijskih kriterija kojima bi se
definirali 1 dokazali imunoloski prouzrokovani pobacaji, ako se ne iskljuce
genetski, anatomski, ginekoloski, endokrinoloski i mikrobioloski vjerojatni
uzroci.



EPIDEMIOLOSKI CIMBENICI

TRUDNOCA

Rizik od pobacaja raste s brojem trudnoca, bez obzira kakav je bio ishod
prijasnjih trudno¢a. To je uoc€ljivo ako su sve prethodne trudnoe zavrSile
neuspjehom (24). S brojem prethodno neuspjelih trudnoca povecéava se
vremenski razmak izmedu trudnoca (25).

ISHOD PRETHODNIH TRUDNOCA

Rizik od pobacaja varira izmedu 4 1 20% ovisno o tome je li posljednja trudnoca
bila uspjesna ili neuspjesna (12).

MAJCINA DOB

Nezrela dob trudnice te dob majki iznad 35. godine povecani su ¢imbenik rizika
za pobacivanje. Kod trudnica u dobi iznad 35 godina raste broj pobacaja kako
kromosomski urednih tako i pobacaja s kromosomskim aberacijama, najéesce s
aneuploidijom. Starija zivotna dob majke i1 broj prethodnih pobacaja imaju
negativno djelovanje na ishod tekuce trudnoce (26).

GENETSKI UZROCI

Kromosomske nenormalnosti vazan su populacijski zdravstveni problem. Oko
0,5 do 1% odraslih osoba imaju kromosomsku aberaciju, dok 2 do 4% sve novo-
rodenc¢adi nosi kromosomsku nenormalnost (27). Najmanje 50% plodova
pobacenih u prvom tromjesecju 1 20% plodova pobacenih u drugom tromjesecju
ima kromosomsku abnormalnost (28). Incidencija balansiranih translokacija u
op¢oj populaciji je 0,2 do 0,4%. Oko 10% parova s dva i vise spontanih pobacaja
nosi kromosomske promjene. Uglavnom su to translokacije 4 do 5% i
mozaicizmi 4 do 5% (29). Singer i1 suradnici u 417 parova s habitualnim
pobacajima balansirane kromosomske aberacije nasli su u 4,1%, Sto je 20 puta
¢esc¢e nego u opcoj populaciji (15).

Delecija i inverzija kromosoma nalaze se kod jednog postotka parova s dva i vise
pobacaja. Pericentricka inverzija prisutna je u oba partnera u 0,1% parova s
habitualnim pobacajima. Ako su kromosomske promjene ploda posljedica
roditeljske kromosomske inverzije, postoji povecani rizik od pobacaja i
anomalije ploda.

Trisomija autosoma naj¢esca je kromosomska aberacija plodova, a nadena je u
oko 50% pobacenih plodova u prvom tromjesecju trudnoce (15). Rizik
ponavljanja trisomije uglavnom je povezan sa starijom dobi majke. Sporadi¢ne
trisomije u dobi majke ispod 35 godina ponavljaju se najvisSe u jedan posto
slucajeva.

Ako Zena pobacuje drugi put, vjerojatnost da ¢e kariotip zametka biti opet abnor-
malan iznosi 80% ako je kariotip prvoga pobafenog zametka bio abnormalan.
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Medutim, ako je kariotip prvoga pobacenog zametka bio uredan, vjerojatnost da
¢e ponovo biti uredan u sljede¢em pobacaju iznosi 70% (28). Olsen 1 suradnici u
svojo studiji parova s dva i viSe spontana pobacaja naSli su 10% parova s
abnormalnim kariotipom (29).

Genske mutacije mogu biti uzro¢nicima habitualnom pobacivanju kod plodova
koji imaju uredan kariotip (30). Vazne su mutacije gena koji kodiraju proizvode
bitne za normalan razvoj, mutacije blisko vezanih gena koji kontroliraju skupine
gena transkripcijskom regulacijom, mutacije koje dovode do kobnih me-
tabolickih pogresaka pa rezultiraju smrti ploda, mutacije letalnog gena vezanog
uz glavni sustav tkivne snoSljivosti 1 poremecaji u podrucju protoonkogena i
onkogena.

ANATOMSKI POREMECAJI

Kongenitalne malformacije maternice

Anomalije maternice ¢ine heterogenu skupinu kongenitalnih malformacija koje
su posljedica zaustavljenog razvoja, abnormalnog oblikovanja, ili nepotpunog
spajanja Miillerovih kanala. Teoretski bilo koji agens moze djelovati u razdoblju
od 6. do 10. tjedna trudno¢e 1 utjecati na razvoj Miillerovih struktura,
bubreznoga, probavnoga, kardiovaskularnoga te slusnog sustava. Specifi¢an
teratogeni utjecaj nije potvrden. Opisana je i obiteljska ucestalost, no nije
potvrdena nasljednost (31). Postoji viSe klasifikacija anomalija maternice.
Najboljom Cini se klasifikacija koju je 1988. godine predlozilo Ameri¢ko drustvo
za probleme neplodnosti:

Klasifikacija anomalija Miillerovih kanala

I.  Hypoplasia/agenesia: a) vagine, b) cerviksa, ¢) fundusa, d) tube, e)
udruzena hypolplasia/agenesia;

II. Uterus unicornis: a) komunicirajuci, b) nekomunicirajuéi, ¢) bez materista,
d) bez roga;

III. Didelphus;

IV. Uterus bicornis: a) completus, b) partialis;

V. Uterus septus: a) completus, b) partialis;

VI. Uterus arcuatus;

VII. Anomalije povezane s uzimanje dietilstilbestrola (Diethylstilboestrol DES).

Ucestalost anomalija maternice u Zenskoj populaciji iznosi oko 1-3% (31,32),
prosjec¢na prevalencija u op¢oj populaciji kao i u populaciji zena fertilne dobi
iznosi oko 4,3%, u infertilnih Zena oko 3,5% dok su kod Zena koje habitualno
pobacuju, prisutne u oko 13% Zena (33) po drugim autorima u 15 do 30% (32).
Incidencija habitualnih pobacaja iznosi 1 do 30% kod Zena s anomalijom
maternice (34). Postoje brojne kontroverze u pogledu incidencije, klasifikacije
anomalija maternice te reprodukcijskog neuspjeha udruzenih s njima i s time
povezanoga najpovoljnijeg lijeCenja uterusnih anomalija (35). Najcesca
anomalija uterusa je uterus septus sa srednjom incidencijom oko 35%, potom
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slijede dvoroga maternica oko 25% 1 uterus arcuatus oko 20% (33). Anomalije
maternice uglavnom su asimptomatske. Na njih se moze posumnjati tek nakon
losijeg reproduktivnog ishoda u nekih Zena, ponavljaju¢eg pobacaja u prvom
tromjese¢ju, malpozicije plodova, te prijevremenoga pobacaja. Cini se da
septum maternice ima najve¢i utjecaj na ishod trudnoce. Razlog tome je
postojanje glatke muskulature u septumu cije kontrakcije mogu dovesti do
otezane implantacije ploda u maternici i njegova pobacaja. U prvom tromjesecju
trudnoce dolazi do spontanog pobacaja u 21 do 50% Zena bez obzira o kojoj se
anomaliji uterusa radi (31). Uterus unicornis i uterus didelphus povezani su s
ve¢im rizikom pobacivanja nego uterus bicornis 1 uterus septus (36). Prema
nekim studijama metroplastika znatno poboljSava reproduktivnu prognozu. Stopa
uspjesnosti donesenih trudnoéa povecala se na 83% (34,37). Ima opravdanja
primjena histeroskopske resekcije septuma uterusa kao terapeutskog postupka u
pacijentica sa simptomima, ili kao profilaktickog zahvata u asimptomatskih
pacijentica s ciljem poboljSanja njihove Sanse za uspjeSan porod.
Histeroskopskom resekcijom septuma u tih pacijentica se postize stopa ro¢nih
poroda od oko 75% te stopa Zivorodenih od oko 85% (33). Izgleda da
malformacije uterusa, a osobito uterus septus, nisu same po sebi Cimbenik
infertilnosti (33). Smatra se da se mehanizam pobacaja kod Zena s anomalijom
maternice temelji na patoloskom povisenju intrauterinog tlaka, na asimetricnom
Sirenju maternice, na relativnoj cervikalnoj inkompetenciji, slabijoj
prokrvavljenosti zida fuzije i pripadajueg endometrija te na umanjenoj koncen-
traciji estrogenskih i progesteronskih receptora.

Anomalije maternice dijagnosticiraju se pregledom u spekulima i bimanualnim
pregledom, sondiranjem uterusa, transabdominalnim 1 transvaginalnim
ultrazvuénim pregledom u lutealnoj fazi menstruacijskog ciklusa, a u novije
doba imaju svoje mjesto trodimenzionalni ultrazvuk, magnetska rezonancija, te
laparoskopskopija, histeroskopija i laparatomija.

INKOMPETENCIJA CERVIKSA

Inkompetencija cerviksa definira se kao prirodena ili steCena nesposobnost vrata
maternice da odrzi intrauterinu trudnocu, a karakteristicno je bezbolno nestajanje
1 otvaranje cerviksa. MozZe se manifestirati i asimptomatskim prsnu¢em ovojnica,
Sto prethodi pobacaju, uglavnom u drugom tromjesecju.

Incidencija cervikalne insuficijencije u odnosu na sve trudnoc¢e je 0,05 do 1%
(38) ili 2,7 do 18,4 na tisucu zivorodenih (39), dok se kod Zena koje habitualno
pobacuju kao uzrok pobacaja pojavljuje u 12,8% (7).

Inkompetencija cerviksa predstavlja drugi po ucestalosti uzrok pobacaja,
narocito u drugom tromjesecju.

Insuficijencija vrata maternice dijagnosticira se izvan trudno¢e 1 u samoj
trudno¢i. Anamneza prethodnih pobacaja, poroda ili ginekoloskih operacija od
bitne je pomo¢i. Izvan trudno¢e inkompetencija cerviksa dijagnosticira se u
drugoj fazi menstruacijskog ciklusa ako Hegarov dilatator broj osam ili devet
lako prolazi unutarnje uS¢e. Otkriva se zatim cervikohisterografijom i
cervikometrijom te transvaginalnim ultrazvukom. Kod nulipara unutarnje usce
ne bi smjelo biti Sire od osam do devet milimetara.



U trudno¢i se inkompetencija cerviksa dijagnosticira pregledom u spekulima i
bimanualnim pregledom te ultrazvukom - transabdominalno i vaginosonografski.
Mjere se promjene koje se mogu primijetiti na cerviksu prije nego se pojave prvi
klinicki simptomi. Mjeri se duzina cervikalnog kanala, $irina unutarnjeg uscéa i
debljina prednjeg zida donjega uterinog segmenta (40,41).

INTRAUTERINE ADHEZIJE (ASCHERMANOYV SINDROM)

Sindrom je prouzrokovan parcijalnom ili totalnom obliteracijom kavuma mater-
nice a nastaje kao posljedica grube kiretaze nakon poroda ili pobacaja. Ako se
osteti ili ukloni bazalni sloj endometrija i time onemoguéi njegova regeneracija,
nastaju endouterine sinehije s obliteracijom materiSta uz normalnu funkciju
uterusa. Taj sindrom moze biti prouzrokovan i upalom endometrija, primjerice
tuberkulozom. Dijagnoza se, uz klini¢ke simptome, postavlja histerometrijom,
histerosalpingografijom 1 histeroskopijom. Moze biti uzrokom habitualnom
pobacivanju i sterilitetu.

FIBROMIOMI

Ucestalost mioma u Zenskoj populaciji iznosi od 0,5 do 5%, s time da je preva-
lencija visa s uznapredovalom dobi zene. Fibromiomi u trudno¢i jesu rijetki, a
uloga tih benignih tumora kao uzro¢nika habitualnog pobacivanja upitna je. Kao
uzrocnici pobacaju u prvome i drugom tromjesecju spominju se submukozni
miomi koji remete implantaciju i intramuralni miomi koji se izbocCuju prema
Supljini maternice te deformiraju i smanjuju kapacitet materiSta. Prema tome
njihov utjecaj na trudnocu ovisi o njihovoj veli¢ini i smjeStaju. Miomi mogu rasti
1 degenerirati u vrijeme trudno¢e prouzrokujuci bol i aktivnost uterusa. To se
obi¢no dogada oko 20. do 22. tjedna gestacije. Miomi remete opskrbu maternice
krvlju i tako pridonose spontanom pobacivanju, ¢eS¢e nekrotiziraju u puerperiju.

ENDOKRINOLOSKI UZROCI

INSUFICIJENCIJA ZUTOG TIJELA

Insuficijencija Zutog tijela (IZT) je poremecaj ovulacijskog ciklusa karak-
teriziran nedostatnom sekrecijom progesterona u sekrecijskoj fazi menstrualnog
ciklusa, Sto moZze biti udruZzeno s habitalnim pobacivanjem (42). Ona
prouzrokuje nepotpunu sekretornu transformaciju endometrija $to ne osigurava
normalnu implataciju 1 razvitak oplodenog jajaSca. U vecini slucajeva
vjerojatnije je da je pad progesterona sekundarna posljedica neuspjele trudnoce
iz drugih razloga.

Novija istrazivanja pretpostavljaju da i drugi medijatori kao epidermalni faktor
rasta (EGF-epidermal growth factor), insulin like growth factor (IGF) i njegov
vezni protein (IGFBPs- insulin like growth factor binding protein) i drugi endo-
metrijski peptidi mogu igrati integralnu ulogu u rastu i diferencijaciji
sekrecijskog endometrija (43).



Zuto tijelo &ini kontinuum u razvoju folikla pa svi initelji ukljuéeni u rast i
maturaciju folikla u prvoj ciklusnoj fazi utjecu na razvoj i funkciju Zutog tijela u
drugoj ciklusnoj fazi. Smanjena produkcija progesterona kod IZT prouzrokuje
abnormalnost u strukturi, morfologiji i decidualnoj pretvorbi endometrija.
Posljedica su smetnje u nidaciji 1 prvoj tzv. histiotropnoj fazi razvoja oplodenog
jajasca.

Incidencija IZT varira od 20 do 60%, ali ne postoji pouzdani na¢in ustanov-
ljavanja IZT u trudnoéi (42). Prevalencija IZT u Zena koje se lije¢e od steriliteta
1znosi od 3 do 20% (43), u onih koje habitualno pobacuju od 5 do 60% (43), dok
se u fertilnih Zena nalazi u 6 do10% (43). Stray Pedersen iznosi uéestalost IZT
od samo 3,1% u parova koji habitualno pobacuju (7). Singer i suradnici iznose
prisutnost od 22% IZT samoga i uz druge poremecaje, koji uvjetuju neadekvatni
endometrij kao uzroke spontanih pobacaja(15).

Biopsija endometrija i njegovo histolosko datiranje bila je 1 ostala glavni oslonac
u dijagnosticiranju IZT. Uzorak treba uzeti s prednjega ili straznjeg zida
maternice visoko u fundusu. Dijagnoza IZT zahtijeva uzimanje uzorka
endometrija lutealne faze kroz dva uzastopna ciklusa 1 da uzorak histoloski
zaostaje viSe od dva dana za danom ciklusa. Prema misljenju nekih autora
uzorak za interpretaciju najbolji je ako se uzima jedan do dva dana prije
o¢ekivane menstruacije (43). Najéeséi kriteriji za IZT jesu trajanje druge faze
ciklusa manje od 10 dana, Sto se odreduje mjerenjem bazalne temperature i/ili
razina progesterona manje od 15 nmol/lit. u pet uzastopnih ciklusa. Mjerenje
bazalne temperature moze se upotrijebiti u dijagnosticiranju IZT. Medutim, treba
naglasiti da monofazni ciklus nije uvijek i anovulatorni ciklus. Zapravo u 75%
monofaznih ciklusa moguce je hormonski dokazati ovulaciju (43).

Uzimanje i1 odredivanje serumskog progesterona u sredini lutealne faze te nje-
gova vrijednost veca od tri ng/ml indikativno je za ovulaciju, ali nije dovoljno
specifi¢no za pouzdanu dijagnozu IZT.

Procjena funkcije zutog tijela u neoplodenim ciklusima ne moze se primijeniti na
trudnice, jer Zuto tijelo u trudno¢i prema definiciji razli¢ito je od Zutog tijela
izvan nje.

Mjerenje bazalne temperature ne odrazava adekvatno lutealnu fazu ciklusa.
IzluCivanje progesterona na mahove ¢ini odredivanje njegove razine u serumu i
na osnovi toga donosenje zakljuéaka o IZT nepouzdanim. Biopsija endometrija
invazivna je metoda podlozna pogreskama pri uzimanju uzoraka kao 1 pri
interpretaciji nalaza (44).

Do sada nije nadena povezanost funkcije steroidnih receptora endometrija i
dijagnoze IZT (43). Dijagnoza IZT upotpunjuje se ultrazvuénim praéenjem rasta
1 razvoja folikula, pra¢enjem debljine i ehogenosti endometrija te pracenjem
razvoja zutog tijela. U novije vrijeme i magnetska rezonancija upotrebljava se u
procjeni anatomije endometrija (43). Odnedavno se dijagnoza IZT pokusava
upotpuniti odredivanjem proteina endometrija u sekrecijskoj fazi ciklusa, kao §to
su placentni protein 14, progestinski endometrijski protein i endometrijski
prolaktin, te integrina (43).



Lije¢enje IZT obuhvaca korekciju zbivanja u prvoj fazi ciklusa te podriku Zutog
tijela s humanim korionskim gonadotropinom (HCG) i progesteronom.

HIPERSEKRECIJA LUTEINIZIRAJUCEG HORMONA (LH)

Hipersekrecija LH u predovulacijskom razdoblju cesto je, ali ne i nuzno,
udruzeno sa sindromom policisti¢nih ovarija te moze imati za posljedicu sterilitet
1 habitualne pobacaje (45,46). Smatra se da bi uzrok pobacaja mogao biti
neodgovarajuce sazrijevanje jajne stanice zbog patoloski povisenog LH. U dijag-
nostickom postupku potrebno je serijsko odredivanje LH u krvi u prvoj fazi
ciklusa. Ako je LH u sredini lutealne faze povisen (10 IU/l ili vise), a
ultrazvu¢no se nadu policisti¢ni jajnici, tada nas to upozorava na postojanje
hipersekrecije LH. Novije studije pokazuju da supresija sekrecije endogenog LH,
pomocu GnRh analoga u Zena s PCO nije imala utjecaja na ishod trudnoce (47).
Ako je testiranje pozitivno, treba ga ponoviti u sljedecem ciklusu i tada ponovni
nalaz hipersekrecije zahtijeva lijeCenje s gonatropin-rilizing-hormonskim
analozima (GNRH analozi), ili elektrodijatermijom jajnika (46).

DIABETES MELLITUS

Zene s nereguliranim dijabetesom, s povisenom razinom glukoze u krvi i
poviSenom razinom glikoliziranog hemoglobina u prvom tromjesecju trudnoce,
imaju znatno veci rizik od pobacaja, dok Zene s dobro reguliranim dijabetesom
nemaju taj rizik (48).

Incidencija subklinickog dijabetesa nije viSa u populaciji Zena koje habitualno
pobacuju u odnosu na opcu populaciju. Istrazivanja pokazuju da je ucestalost
spontanih pobacaja u reguliranih dijabetic¢arki ista kao i u op¢oj populaciji (49).
Tako dobra prekoncepcijska regulacija i regulacija metabolizma u ranoj trudnoci
snizuje broj pobacaja.

SUBKLINICKA DISFUNKCIJA STITNE ZLIJEZDE

Ne postoje dokazi da subklinicka disfunkcija $titne zlijezde doprinosi habitual-
nom pobacivanju.

METABOLICKI POREMECAIJI

Trombofilia

Glavnina uzroka tromboza u trudno¢i je posljedica nasljedne sklonost
zgruSavanju. Najces¢i nasljedni poremecaji su deficijencija antitrombina III,
proteina C, proteina S, mutacija Leidenovog faktora V te stoga otpornost na
aktivirani protein C, mutacija gena protrombina (G20210A), termolabilna
mutacija metilen-tetrahidrofolat reduktaze C677T (50). Autosomalno
dominantno naslijedena deficijencija antitrombina III, proteina C, i proteina S
razlog su 10 do 15% obiteljskih tromboza. Mutacija protrombin gena i Leiden-
ovog faktora V najces¢i su nasljedni uzrocnici venskih tromboza. Heterozigotni
nosioci mutacije faktora V imaju 8 puta veci rizik za vensku trombozu dok
homozigoti imaju 80 puta povecan rizik za vensku trombozu, a on se dalje
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pojacava upotrebom oralnih kontraceptiva. Ucestalost ove mutacije najveca je u
Euvropljana, iznosi od 3-4% (23) do 5-9% (50), dok je rijetka u populacijama
Azijata 1 Afrikanaca. Aktivirani protein C inhibira koagulaciju razgradujuci
faktor V 1 VIL Jedno od tri mjesta cijepanja faktora V je to¢no mjesto mutacije
koje zamjenjuje glutamin s argininom (adenin za arginin na nukleotidu 1691 u
genu). Ova mutacija ¢ini faktor V otpornim na degradaciju (i aktivaciju
fibrinolize). Potpuni kaskadni niz zgruSavanja je onda otporan na djelovanje
sustava proteina C. Podaci iz kontrolnih studija ukazuju da habitualni pobacaji
prvog tromjesecja nisu udruzenio s mutacijom Leidenovog faktora V, iako je
moguca povezanost s pobacajima drugog tromjesecja. Moguce objasnjenje je da
su prvi odraz neuspjele implantacije, a drugi posljedica tromboti¢nih dogadanja
u posteljici (50). Hiperhomocisteinemia moze biti posljedica poremecaja nekog
od enzima ukljuc¢enih u metabolicki put metionina (50). Normalna koncentracija
homocisteina u plazmi je 5-15 mol/L, odreduje se plinskom kromatografijom ili
drugim osjetljivm biokemijskim metodama, te testom opterecenja metioninom.
Hiperhomocisteinemija se klasificira u tri kategorije prema razini homocisteina u
serumu na taste:
1. Jaka homocisteinemija (>100mol/L),

2. Srednja (25-100 mol/L),
3. Blaga (16-24 mol/L),

Smanjenje ili nedotatak u ishrani folata, vitamina B12 i vitamina B6 moze biti
uzrokom srednje do blage homocisteinemije Jaka homocisteinemija, nasljedna
autosomalno recesivna homozigotna deficijencija enzima ili cistationin B-sintaze
ili metilen-tetrahidrofolat reduktaze, metabolicki je poremecaj udruzen s
neuroloSkim poremecajima, prijevremenom aterosklerozom i ponavljanim
tromboembolijama te visokom stopom fetalnog gubitka (51). Blaga do srednja
hiperhomocisteinemija moze biti ili zbog autosomalno dominantne
heterozigotnee deficijencije cistationin B-sintetaze (0,3-1,4%) ili od
homozigotne mutacije C677T termolabilne metilen-tetrahidrofolat reduktaze,
prisutna je u 11% bijelih Europljana (50). Intolerancija metionina nadena je u 21
od 100 zena s iskustvom habitualnog pobacivanja (51). PoviSena razina
homocisteina je faktor rizika za vensku trombozu, abrupciju posteljice,
habitualno pobacivanje, preeklamsiju (23,50).

Pitanje je kada i koga testirati na trombofiliju?

Nema dokaza koji podrzavaju rutinski probir svih trudnih Zena na trombofiliju.
Studije krvi zdravih dobrovoljnih davalaca pokazale su cestu ucestalost
trombofilickih gena, ve¢ina muskaraca i Zena s deficijencijama proteina S,
proteina C i antitrombina III su bez simptoma.

Zene s komplikacijama trudno¢e i habitualne pobacilje, bez anamneze
tromboembolije ne treba  testirati na trombofiliju osim testiranja za
antifosfolipidni sindrom.

Testirati treba samo Zene koje u anamnezi imaju duboku vensku trombozu ili
pozitivhu obiteljsku anamnezu za tromboemboliju. U obiteljima s nasljednom
trombofilijom testove probira preporuca se uciniti prije puberteta (50).
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Wilsonova bolest

To je autosomalno recesivna nasljedna bolest. Visoka stopa pobacaja kod
Wilsonove bolesti posljedica je visoke koncentracije bakra, zbog nasljednog
poremecaja gena na kromosomu 13, $to uzrokuje poremecaj u transportu bakra te
njegovo nakupljanje u jetri i u drugim ekstrahepatalnim tkivima (roZnici, mozgu,
bubrezima, skeletu, sréanom misi¢u). Bolest je iznimno rijetka te ne doprinosi
znacajno etiologiji habitualnih pobacaja (52).

OKOLISNI UCINCI
Pusenje 1 alkohol

Razmjerno visoka ucestalost izlozenosti alkoholu i pusenju u modernom drustvu
znaci da, unato¢ malome nepovoljnom ucinku na ishod pojedine trudnoce, oni
mogu imati znacajnu ulogu u ponavljaju¢im pobacajima. Rizik se povecava
proporcionalno s brojem popuSenih cigareta, u nekim novijim studijama nije
nadena povezanost uzimanja kofeina i ponavljanih pobacaja (23).

Videoterminalne jedinice

Nije potvrdeno do danas da su zene koje rade na terminalima izloZene vecem
riziku od pobacivanja (53,54,55).

Tvari 1z okoline

Niska razina izloZenosti anestetiCkim plinovima, formaldehidu, olovu 1 etilen
oksidu povezuju se sa spontanim pobacajima (56). Isotretinoin (Accutane) je
definitivno udruzen s povecanom incidencijom spontanih pobacaja kao i1
koriStenje elektri¢nih prekrivaca i vodenih kreveta s toplom vodom (23)

Psiholo$ki uzroci

Ne postoji siguran dokaz da psiholoski stres znatnije doprinosi ¢eS¢em habitual-
nom pobacivanju, iako je psihoterapija pokazala dobre rezultate u lijeCenju
habitualnih pobacaja kojima se nije uspjelo objasniti uzrok (7,26).

MIKROBIOLOSKI UZROCI

Sama prisutnost mikrobiolo§kog uzro¢nika u ginekoloskom traktu Zene u vrijeme
pobacaja ne moze biti dokaz da ga je to i prouzrokovalo. Da bi neki mikro-
organizam prouzrokovao habitualni pobacaj, morao bi biti prisutan dulje vrijeme
u ginekoloskom traktu Zene bez stvaranja znacajnih simptoma majci. Na taj
nacin propusti se dijagnosticirati uzro¢nik i provesti lijecenje. Kao drugo, morao
bi stvarni mikrobioloski uzro¢nik dobiti pristup u intrauterinu okolinu,
prouzrokovati endometritis ili upalu fetalnih tkiva i time izazvati upalnu reakciju
odgovornu za spontani pobacaj.

Iako je nadena udruzenost sporadi¢nih pobacaja s Ureaplasmom urealiticum,
Mycoplasmom hominis, Chlamydiom trachomatis i Toxoplasmom gondii, ne
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postoje uvijek moguci uvjerljivi dokazi za njihovu udruzenost s habitualnim
pobacivanjem (57)

IMUNOLOSKI UZROCI

Nemoguénost zanosenja ili iznoSenja trudno¢e do termina moze biti posljedica
poremecene ekspresije imunoloskih ¢imbenika tijekom trudnoce. Iako relativna
vaznost imunoloskih ¢imbenika u ljudskoj reprodukciji ostaje sporna,
pretpostavka je da HLA (Human leucocyte antigen), protuspermijska protutijela,
integrini, inhibicijski ¢imbenik leukemije (LIF), citokini, antifosfoloipidna
protutijela, ¢imbenici endometrijske adhezije, mucini (MUCI) 1 uterine NK
stanice doprinose reprodukcijskom neuspjehu. Dok manje podataka podrzava
uloge antitrofoblastnih protutijela, antiendometrijskih protutijela, T stanica,
perifernth NK stanica 1 antiHLA protutijela, blokiraju¢ih protutijela 1
supresijskih stanica (14).

AUTOIMUNI UZROCI

Antifosfolipidna protutijela (APA) mogu utjecati na trudnou od  faze
blastociste/trofoblasta do poroda.

APA su skupina heterogenih protutijela s razli¢itim specificnostima (58),
cirkuliraju u perifernoj krvi i peritonealnoj tekucini (59) 1 vezu fosfolipide
membrane trombocita i drugih serumskih faktora, kao S§to su Faktor III,
protrombin, Faktor Xa i Faktor V i kalcijum (60).

Antifosfolipidna protutijela Stetno utjecu na razvoj posteljice, sekreciju hormona,
razvoj endotela i trofoblasta (61).

Njihove brojne uloge vjerojatno odrazavajui njihovu Siroku rasprostranjenost
(62).

Kvantitativna koncentracija antifosfolipidnih protutijela (APA) i razlicite klase
APA mogu utjecati na reprodukcijski ishod. Vaznost drugih antifosfolipidnih
protutijela osim antikardiolipinskih protutijela (ACA) i lupus antikoagulansa
(LA) ostaje kontroverzna.

Lupus antikoagulans (LA) i antikardiolipinska protutijela (ACA) jesu cirkulira-
juca antifosfolipidna protutijela I1gG i IgM i/ili IgA klase, ili monoklonska
protutijela koja su usko povezana s fetalnim gubitkom, venskom 1 arterijskom
trombozom i trombocitopenijom, hemolitiCkom anemijom (63,64,65).

U grupu antifosfolipidnih protutijela uz LA 1 ACA spadaju i antifosfatidilserin,
fosfatidilinozitol, fosfatidilglicerol protutijela, fosfatidiletanolamin.

Prije se vjerovalo da antifosfolipidna protutijela vezu samo njihove izravne
antigene. Medutim, bjelancevine koje vezu fosfolipide (phospholipid-binding
proteins) kao anexin V, protein C i protein S i 2-glikoprotein I (B2-GPI) takoder
su ukljucene u stvaranje i vezanje protutijela na negativno nabijene fosfolipide u
bolesnika s antifosfolipidnim sindromom (64).

Antikardiolipinska protutijela dijele se u dvije podvrste:

a) B2 glikloprotein I ovisna

12



b) B2-glikoprotein I neovisna protutijela (50).

Antifosfolipidna protutijela in vitro veZu se za negativno nabijene fosfolipide i
tako produljuju koagulaciju ovisnu o fosfolipidima. Bolesnice koje imaju
povisenu razinu antifosfolipidnih protutijela imaju povecanu sklonost krvarenju,
ali Cesto razvijaju tromboembolijsku bolest (64). Injekcija procis¢enih
antifosfolipidnih  protutijela trudnoj miSici uzrokuje fetalnu smrt s
hemoragi¢no/ishemi¢nom nekrozom fetoplacentne jedinice. Postavlja se pitanje
reproducibilnosti 1 potrebne koli¢ine protutijela koja to uzrokuju.
Antifosfolipidna protutijela osobito antifosfatidil serin, su jedina poznata
protutijela koja mogu interferirati s funkcijom trofoblasta. SpreCavaju fuziju
citotrofoblasta i stvaranje sinciciotrofoblasta, te poticu zgruSavanje arterijske
krvi. Evidentno je medutim da i druga protutijela ukljucujuéi i autoprotutijela
imaju potencijal da interferiraju s razvojem 1 funkcijom trofoblasta (66). Buduci
da se proces fuzija trofoblasta nastavlja tijekom cijele trudnofe prema
sincicijskom dijelu posteljice, stanice trofoblasta su mozda jedine stanice koje
eksprimiraju fosfatidilserin na svojoj povrsini tijekom duzeg razdoblja (64).
Zasto netko razvija antifosfolipidna protutijela ne zna se, ali povezanost izmedu
alela HLA IL.razreda i drugih protutijela Cini vjerojatnim da aleli II. razreda
takoder predisponiraju stvaranje antifosfolipidnih protutijela.

Iako ne postoji potpuna suglasnost, glavnina dokaza upucuje je da su HLA-DR4,
DR71DQ7 rizi¢ni faktori za razvoj antifosfolipidnih protutijela (64).

Pod antifosfolipidnim sindromom podrazumijevamo udruzenost LA i jednoga ili
dvaju klinickih kriterija.

To su: prvo, venska ili arterijska tromboza, drugo, habitualni pobacaj, fetalna
smrt ili rana neonatalna smrt i, trece, autoimuna trombocitopenija, ili udruzenost

klinickih kriterija sa srednje do visoko pozitivnim IgG ACA, ili LA 1 srednje do
visoko pozitivan IgG ACA (67) 1 LA 1 srednje do visoko pozitivni IgM ACA.

Primarni antifosfolipidni sindrom je izoliran, a sekundarni antifosfolipidni
sindrom pojavljuje se udruzen s drugim bolestima, kao Sto je sistemski lupus
eritematodes (50).

Antifosfolipidni sindrom povezan je s ve¢om ucestalo$¢u prijevremenog poroda,
nevolja ploda (fetalnog distresa), preeklampsije i zastojem rasta ploda (67) i
abrupcije posteljice (50).

Kvantitativna koncentracija antifosfolipidnih protutijela takoder utjece na
kasniji reproduktivni neuspjeh.

Lockshin i1 suradnici nasli su da Zene s >40 jedinica antifosfolipidnih protutijela
IgG ceSée imaju vece fetalne gubitke (fetal losses) nego zene s <40 jedinica.
Stopa fetalne smrti takoder raste s pove¢anjem koncentracije antifosfolipidnih
IgG protutijela (68).

Antifosfolipidni sindrom najces¢i je uzrok stecene trombofilije (50).

Razli¢ite klase imunoglobulina antifosfolipidnih protutijela djeluju razli¢ito na
reprodukcijski ishod. Zene s IgM antikardiolipinskim protutijelima, ili niskom
koncentracijom IgG antikardiolipinskim protutijelima, imaju znacajno nizi rizik

13



za reproduktivni neuspjeh nego zene s LA, ili srednje do visokom
koncentracijom antikardiolipinskih IgG protutijela ( 69).

Vazno je naglasiti da sama prisutnost antifosfolipidnih protutijela nije nuzno
uzrok autoimunih bolesti udruzenih s APA (69).

Manje od 2% trudnica ima pozitivan IgG ACA, a 4% IgM ACA, a njih 80%
imaju nisku razinu protutijela (70). Samo dvije trudnice od 737 slucajno
odabranih trudnica imaju pozitivan LA, $to iznosi 0,3% (71).

Ti podaci pokazuju da je u op¢oj populaciji neopravdano odredivati antifosfo-
lipidna protutijela kao testove probira za trazenje uzroka neuspjelih trudnoca i
komplikacija trudnoca.

Iako APA mogu Stetno djelovati na reproduktivni neuspjeh tijekom prvog,
drugog ili tre¢eg tromjesecja, ne postoji slaganje u kojem vremenskom periodu
antifosfolipidna protutijela najces¢e djeluju nepovoljno na ishod trudnoce.
Tijekom prvog tromjesecja u 2-16% trudnica habitualnih pobacilja nadena su
antifosfolipidna protutijela (72,73,74,75,76,77).

Simpson 1 suradnici ne nalaze povezanost izmedu antifosfolipidnih
protutijela/antikardiolipinskih protutijela i pobacivanja u prvom tromjesec¢ju tj.
antifosfolipidna protutijela ne povecavaju rizik pobacivanja u prvom tromjesec¢ju
(78).

Meta analizom sakupljenih podataka iz sedam prospektivnih i reprospektivnih
istrazivanja o povezanosti antifosfolipidnih protutijela i in vitro oplodnje
Hornstein 1 suradnicii nisu naSli znacajniju povezanost ni izmedu
antifosfolipidnih abnormalnosti 1 klini¢kih trudnoca niti s brojem Zivorodenih u
bolesnica ukljucenih u IVF postupke (79).

S ciljem da otkrije koja vrsta ponavljanog gubitka trudnoée je povezana s
antifosfolipidnim protutijelima Oshiro 1 suradnici retrospektivno su analizirali
zene s dvije 1 viSe neuspjele trudnoca. Gubitak trudnoce bio je isti u Zena sa i bez
antifosfolipidnih protutijela, s time $to je smrt ploda cinila 50% gubitaka
trudnoce u Zena s pozitivnim antifosfolipidnim protutijelima u odnosu na manje
od 15% u Zena s negativnim nalazom antifosfolipidnih protutijela. Vise od 80%
zena s antifosfolipidnim protutijelima imalo je najmanje jednu fetalnu smrt u
usporedbi s manje od 25% kod zena bez antifosfolipidnih protutijela. I autor
zakljuCuje da je u Zena s ponavljanim gubitcima trudnoée i pozitivhim
antifosfolipidnim protutijelima fetalna smrt karakteristicniji oblik gubitka
trudnoce, prije nego pobacaj u prvom tromjesecju (80).

Ucestalost LA kod ispitanica s dva i viSe spontana pobacaja iznosi od 5 do 14%,
a ucestalost ACA od 7 do 11%, dok se ucestalost antifosfolipidnih protutijela
kod tih ispitanica krece od 10 do 16% (72,73,74,75,76). Antifosfolipidna
protutijela nadena su u 1/3 pacijentica koje su imale ponavljaju¢i gubitak
trudnoce (64).

Vjeruje se da je glavni razlog fetalnog gubitka tromboza spiralnih arterija poste-
ljice.

Antifosfolipidna protutijela interferiraju s proteinima koji sadrze fosfolipide ili s
kompleksima koji ukljuuju P2-glikoprotein, protein C, fosfolipazu A2,
protrombin, trombomodulin i anexin V.
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Vjerojatno vezanjem LA na membrane endotelnih stanica, dolazi do inhibicije
stvaranja prostaciklina, a to dovodi do poremecaja odnosa izmedu tromboksana
A2 i prostaciklina.

Postoje 1 dokazi o smanjenoj trombomodulin ovisnoj aktivaciji proteina C i
inhibiciji fibrinolize. Placenta je bogata trombomodulinom 1 ima vaznu ulogu u
produkciji prostaciklina (PG 1), ¢ime se moZe objasniti zaSto je posteljica
zahvacena tromboti¢kim procesima (6).

Inhibitorna djelovanja antifosfolipidnih protutijela na intercelularnu fuziju
stanica trofoblasta, na produkciju hormona i na invaziju trofoblasta pretpostavlja
se da su uzrok brojnih komplikacija videnih u antitrofoblastnom sindromu, zato
Sto antifosfolipidna protutijela induciraju disfunkciju trofoblasta.

Stvaranje sincicijuma 1 diferencijacija hormona odvojeni su ali paralelni
dogadaji. Za uspjesnu trudnocu neophodna je takoder odgovaraju¢a produkcija
hormona trofoblasta. U primarnoj kulturi trofoblasta, monoklonska protutijela u
reakciji s fosfolipidnim antigenima sniZavaju priblizno 40% sekreciju HCG i
HPL u odnosu na kontrolni nivo. Proces kojim se to odvija nije joS jasan.
Produkacija hormona izgleda odgovara na prijenos signala preko membranski
vezane fosfolipaze C i protein kinaze C; serumi s antifosfolipdnim protutijelima
mogu blokirati indukciju stavaranja HCG s egzogenom fosfolipazom C, ovisnoj
o fosfolipidima membrane, ili s gonadotropin releasing hormonima. Mogucée je
da antifosfolipidna protutijela mogu interferirati s transdukcijom signala u

stanicama trofoblasta 1 sprijeciti indukciju proizvodnje posteljicnih hormona
(64).

Anexin V naden je na apikalnoj povrSini sinciciotrofoblasta posteljice,
koncentracije ovog proteina znaCajno su smanjene na resicama posteljice
pacijentica s antifosfolipidnim sindromom. Nedavno je pokazano da su pojedine
frakcije IgG seruma Zena s antifosfolipidnim sindromom pomicale anexin V s
povrSine trofoblasta i1 endotelnih stanica in vitro i tako bile sklone
prokoagulantnom stanju.

To potvrdije koncept da anexin V ima antitromboti¢ko djelovanje na povrSini
trofoblasta i u krvozilju.

Snizena razina produkcije IL3 pokazana je u ljudi s antifosfolipidnim
sindromom 1 eksperimentalno u miSeva. Kao Sto IL3 igra aktivnhu ulogu u
modulaciji posteljiénog rasta, shvatljivo je da njegovo snizavanje u
antifosfolipidnom sindromu moZe objasniti klini¢ku sliku sindroma fetalnog
gubitka.

Mnogobrojne metode koriste se za otkrivanje antifosfolipidnih protutijela,
Medutim, jedini test koji je trenutno standardiziran je test za antikardiolipiska
protutijela.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ukljucuje izravno vezanje
protutijela za kardiolipin (81) ili fosfolipidima prekrivene staklene kuglice (82).
Serumski standardi za druga antifosfolipidna protutijela nisu na raspolaganju
(22). Nasuprot tome, ne postoje opcenito prihvaceni kriteriji za otkrivanje lupus
antikoagulansa (83), iako je na raspolaganju nekoliko testova probira.

15



Za otkrivanje LA u plazmi rabe se testovi zgrusavanja ovisni o fosfolipidu: akti-
virano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV), vrijeme zgrusavanja ovisno
o kaolinu i dilute Russel viper venom time.

U prisutnosti LA oni su produzeni. Da bi se iskljuéili drugi uzroci produljenju,
ispitivanoj plazmi dodaje se jednaka koli¢ina plazme zdrave osobe. Ako se
APTV normalizira, valja posumnjati na nedostatak faktora zgruSavanja. Ako
normalizacija izostane i1 postigne se dodatkom fosfolipida, onda to upozorava na
prisustvo LA.

ACA otkrivaju se enzimskim 1 radioimunoloSkim testovima. Rezultati se
izrazavaju u GPL (IgG ACA) ili u MPL (IgM ACA) jedinicama. Interpretiraju se
kao negativni, slabo pozitivni, srednje pozitivni i visoko pozitivni. Testovi se
provode prema uputstvima proizvodaca. Nisko pozitivni IgM ACA uz negativne
LA 1negativne IgG ACA nemaju vece klinicko znacenje.

Znacajka antifosfolipid pozitivnih Zena je da imaju dva pozitivna testa, dok nisu
trudne, u razmaku od najmanje 6 tjedana (65).

U otkrivanju antifosfolipidnih protutijela postoje velike medulaboratorijske
varijacije, $to se moze objasniti primjenom razliitth testova, te prirodnom
fluktuacijom protutijela u osoba (50). Uz to, relativna vaznost i vremensko
razdoblje tijekom kojeg antifosfolipidna protutijela djeluju na reprodukcijski
ishod u ljudi i1 dalje je kontroverzno. Nesretno je, Sto nema slaganja koja se
kvantitativna koncentracija antifosfolipidnih protutijela smatra patoloskom.
Nepostojanje standardiziranih testova, prije nego metodologija, moze utjecati na
interpretaciju pokusa (84).

Lijecenje trudnica s poviSenim antifosfolipidnim protutijelima i antifosfolipid-
nim sindromom provodi se malim dozama aspirina, niskim dozama heparina i
pronisona, pojedinac¢no ili u kombinaciji. Slucajevi koji ne odgovaraju na
spomenutu terapiju lije¢e se imunoglobulinima i plazmaferezom.

Niske doze aspirina mogle bi poboljsati ishod trudnoée u zena s
antifosfolipidnim  protutijelima  ireverzibilnom  blokadom  djelovanja
ciklooksigenaze trombocita, time inhibirati sintezu trombocitnog tromboksana i
prevenirati trombozu krvnih Zila posteljice.

Heparin vjerojatno Stiti fosfolipide trofoblasta od napada antifosfolipidnih
protutijela potiCu¢i uspjeSnu implantaciju rane trudnoce, dodatno svojim
antikoagulantnim djelovanjem.

Buduce studije trebale bi odrediti dobrobit prijekoncepcijske primjene heparina i
utvrditi moze li se obustaviti lijeCenje u 13. tjednu trudnoce bez loseg utjecaja
na stopu zivorodenih (64).

Kod nelijecenih Zena s pozitivhim ACA stopa uspjeSnosti trudnoca je 10 do 15%
(85), dok se kod lijecenih stopa uspjesnosti penje na 70% (86).

Fetalni gubitak obi¢no se dogada u drugom tromjesecju kod zena s pozitivnim
antifosfolipidnim protutijelima.

Razli¢itosti izmedu studija o udruzenosti APA 1 reproduktivnog neuspjeha,
proizlaze iz razliCitih etioloskih kriterija te definicija reprodukcijskog neuspjeha
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istrazivanih  skupina kao 1 razlika u definiranju pozitivnih titrova
antifosfolipidnih protutijela (87).

Osim toga, tijekom trudnoée mijenjaju se u serumu koncentracije
antifosfolipidnih protutijela kod jedne osobe. Pretpostavlja se da vrijeme kada se
izvodi test na antifosfolipidna protutijela moze uvelike utjecati na rezultate (88).
Na primjer, prolazno negativni rezultati antifosfolipidnih protutijela nadeni su u
nekih Zena s klinicki definiranim APS tijekom drugog tromjesecja i krajem
treceg tromjesecja trudnoce (88).

Povecana ucestalost habitualnih pobacaja 1 fetalne smrti nadena je kod pacijen-
tica sa sistemskim lupus eritematosusom, progresivhom sistemskom
sklerodermijom, polimiositis-dermatomiositisom 1 mjeSovitim bolestima
vezivnog tkiva (6). Mnoge bolesnice koje nemaju klinicke znakove sistemskog
lupusa eritematosusa imaju pozitivna autoprotutijela.

Najbolji test probira za autoimune bolesti jest titar antinuklearnih protutijela.
Titar ve¢i od 1:80 obi¢no je dokaz autoimune bolesti. Taj test nije specifi¢an za
sistemski lupus eritematosus (SLE), te se za postavljanje dijagnoze SLE treba
odredivati 1 LE stanice, anti DNA protutijela, antiSSA (Ro), antiSSB (La).
AntiSSA(Ro) protutijela prouzrokuju prirodeni sréani blok. Fetalna smrt u
drugom tromjese¢ju kod trudnica sa SLE udruzena je s prisutnoséu
antifosfolipidnih protutijela u serumu tih trudnica (86).

Trudnice s antinukleranim protutijelima pobacuju obi¢no u prvome ili drugom
tromjesecju.

Nadena je takoder povisena incidencija habitualnih pobacaja u pacijentica s
poviSenom razinom protuspermijskih protutijela (89), te kod onih s povisenom
razinom protutijela protiv zone pelucide (89).

Protuspermijska protutijela (ASA) preteZito utje€u na razvoj gameta, fertilizaciju
i dijeljenje embrija.

Protuspermijska protutijela u muskaraca oSte¢uju maturaciju spermija, Stetno
djeluju na njihovu funkciju 1 na cjelokupnu kvalitetu sjemena (90).

U Zena, protuspermijska protutijela djeluju na potskoitalno preZivljenje spermija
u reprodukcijskom traktu (91), prepoznavanje i fuziju spermija-oocite (92) te na
rano dijeljenje embrija (93).

Naz je pretpostavio da specifini spermijski antigeni odreduju signal za
dijeljenje oocite (93).

Istrazivanja pokazuju da ASA ne utje¢u na reprodukcijski ishod u parova
podvrgnutih IVF. Postoji kriti¢ka potreba, za standardizacijom izvodenja testova,
titrova protutijela i interpretacijom testova za protuspermijska protutijela. Na
nesrecu, ne postoji superiorni test za detekciju ni antigena niti protutijela
(94,95,96) i tocna procjena prevalencije protuspermijskih protutijela razlikuje se,
ovisno o testovima kojima su odredivana, zbog razlike u pripremi uzoraka,
senzitivnosti, pouzdanosti, tehnicke kompleksnosti 1 interpretacije testova.

U muskaraca, protuspermijska protutijela posljedica su ili sistemskih ili lokalnih
imunoloskih reakcija. Protuspermijska protutijela nadena su u sjemenu, sjemenoj
plazmi, serumu ili se vezu za vanjsku membranu spermija (sperm plasma
membrana) (97).
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U Zena, protuspermijska protutijela nadena su u krvi, folikularnoj tekucini
ovarija, vaginalnom ili cervikalnom sekretu (97). U muskaraca, kod prekida
barijere krv testis, antigeni spermija potaknu imunoloSku reakciju, te je moguce
stvaranje  protuspermijskih  protutijela  prije  fertilizacije. = Stvaranje
protuspermijskih protutijela moze rezultirati oSte¢enjem (damage), inflamacijom,
ili mehanickom obstrukcijom genitalnog trakta (98).

Mikroorganizmi koji uzrokuju spolno prenosive bolesti mogu takoder uzrokovati
stvaranje protuspermijskih protutijela, i to vezanjem za spermatozoe te taj
komples djeluje kao strani antigen. lako su brojne studije istrazivale ucinke
protuspermijskih protutijela u oba spola, ostaju upitni to¢ni mehanizmi kojima
protuspermijska protutijela Stetno djeluju na fertilitet i reprodukciju. Nedavno,
istraziva¢i nisu nasli udruzenost izmedu protuspermijaskih protutijela i RSA
(99,100).

Spontani pobacaji takoder su znacajka II tipa autoimune reakcije protiv nekih
eritrocitnih antigena. Bracni parovi kod kojih majka ima krvnu grupu 0, a otac
krvnu grupu A imaju manji broj djece krvne grupe A, nego Sto bi se ocekivalo
(89). Zene s genotipom pp imaju u cirkulaciji prisutna protutijela protiv P
antigena krvne grupe, koji moze biti odgovoran za neke slucajeve pobacivanja
(89).

POREMECAJ MATERNO-FETALNOG ALOIMUNOG ODNOSA

Postojalo je viSe hipoteza kojima se pokusalo objasniti imunoloski uzrok habitu-
alnom pobacivanju, kod odredenog broja neobjaSnjenih uzroka habitualnih
pobacaja.

Prema prvoj hipotezi za uspjeSnu trudnocu potrebno je blokirati imunoloski
mehanizam, povezan s antigenima glavnog sustava tkivne snosljivosti, sa
specifi¢nim protutijelima.

Raspolozivi dokazi za spomenuto jesu konfliktni i konfuzni (101); primjerice,
odsutnost ekspresije klasicnih antigena 1. 1 II. razreda HLA sustava na
sinciciotrofoblastu, vodecoj populaciji stanica koja je izlozena u majc¢inoj krvi.
Uz to za uspjesSnu trudnocu nisu nuzna blokirajuca protutijela (102).

Stani¢na imunost se moZe promijeniti kod nekih habitualnih pobacilja.

Prema drugoej hipotezi podudarnost partnera u TLX antigenima (trophoblast
lymphocite cross reacting antigen) onemogucuje stvaranje blokirajucih
protutijela (103).

Pretpostavka je da je klju¢ za prezivljenje fetusa maj¢ino prepoznavanje TLX
antigena 1 stvaranje antiTLX protutijela. Nesposobnost majke da stvori ta
protutijela moze dovesti do pobacaja. Imunoloska, biokemijska i funkcionalna
osnova za tu hipotezu ostaje nerazjasnjena, i u najboljem sluc¢aju njeno sadasnje
stanje ostaje nedokazano.

Podudarnost u vise HLA antigena, a posebno onih s D/DQ locusa, vjerojatno ide
sa podudarno$¢u u TLX sustavu. Te podudarnosti mogu biti uzrok majcine
hiporeaktivnosti na oeve antigene, a time 1 zatajivanja i stvaranja odgovarajuceg
imunoprotektivnog odgovora na fetalnom trofoblastu.
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Prema treéoj hipotezi poveéana podudarnost u HLA locusima, narocito locusa B
1 DQ, cesce nego bi se to ocekivalo (104) dovodi do neprepoznavanja fetusa,
budu¢i da su podudarni u nekim polimorfnim genima. To dovodi do nestvaranja
zaStitnih blokirajucih protutijela, Sto rezultira pobacajem.

Drugo uporiste te hipoteze je genetsko. Povecana podudarnost u HLA locusima
izmedu partnera moze biti povezana s podudarnos¢u u recesivnim letalnim
genima vezanima uz HLA locus, §to u homozigota prouzrokuje pobacaj 105).
Kod toga slucaja podudarnost HLA locusa sama po sebi nije bitna.

Postoje oprecni iskazi o podudarnosti HLA haplotipova kod parova koji habitu-
alno pobacuju te povezanosti pobacaja s HLA podudarnoscu partnera (106, 107).

Navedene teorije, po kojima do habitualnog pobacivanja dolazi zbog
nemogucnosti majke da stvori limfocitotoksicka protutijela ili blokirajuca
protutijela protiv ocCevih limfocitnih antigena (HLA) ili antigena c¢ija je
ekspresija vezana uz HLA antigene na fetusu ili trofoblastu, opcenito su
odbacene (108).

Danasnje teorije zasnivaju se na nedavnim otkri¢ima funkcioniranja i
medusobnog djelovanja imunoloskog sustava uopée i imunoloSkog sustava
napose lokalno na feto-maternalnoj jedinici.

Neke od ovih teorija pretpostavljaju da u habitualnom pobacivanju moze imati
ulogu povecana citotoksicnost decidualnih NK stanica ili NK stanica periferne
krvi na fetalne antigene, dok druge teorije pretpostavljaju da mehanizam slican
autoimunosti igra odredenu ulogu.

Mnoge organ specificne autoimunosne bolesti karakterizira tako zvani Thl
citokini odgovor (lucenje interferona-y, interleukina-2, faktora nekroze tumora-
a, 1 faktora nekroze tumora-f3) kao reakcija-odgovor na ciljne antigene (109).

Normalnu trudnocu izgleda karakterizira predominantno Th-2 tip reakcije protiv
trofoblastnih atigena (110), dok, naprotiv, habitualne pobacaje karakterizira Th-1
tip odgovora. (111).

U brojnim studijama nadena je povecana prevalencija autoprotutijela (npr.
antifosfolipidnih protutijela i1 antinuklearnih protutijela kod Zena koje
habitualno pobacuju. Neki autori smatraju da su ova autoprotutijela uzroc¢ni
faktor u patogenezi habitualnog pobacivanja, dok drugi smatraju da su ona
epifenomen koji posredno moze predisponirati Th-1 citokini odgovor na feto-
maternalnoj jedinici (18).

Sve vise postoji dokaza za aloimunoloske mehanizme kao uzroke pobacivanja u
nekih Zena.

PovisSena razina NK stanica nadena je u krvi Zena koje su habitualno pobacivale
kariotipski normalne plodove. A
Fenotipski, periferne stanice NK obiljeZzavaju sljede¢i markeri CD56%™,
CD16™" i CD3".

Periferne NK stanice vazne su obrani od virusa, bakterija, malignih stanica 1
vlastitih stanica zarazenih virusom te su sposobne za citotoksi¢ko ubijanje ciljnih
stanica (112).

NK stanice otkrivaju se imunohistoloski, proto¢nom citometrijom, ili morfoloski
pod elektronskim mikroskopom (113). Samo mjerenje NK citotoksi¢nosti
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proto¢nom citometrijom je reproducibilno i precizno i moze se uspjesno koristiti
za procjenu uzoraka krvi pacijenata (114).

Ne postoji korelacija izmedu periferne NK citotoksi¢nosti i postotka ili
absolutnnog broja NK stanica (114).

Tako, ranije studije evaluiraju NK aktivnost u Zzena s RSA samo brojenjem NK
stanica, te ne mogu to¢no odrediti NK aktivnost.

Broj snaznih citotoksi¢nih NK stanica (CD16 CD57) znadajno se poveéa
tijekom rane trudnoce i snizi tijekom kasne trudnoce.

Broj umjereno citotoksiénih NK stanica (CD16'CD5") takoder je sniZen za
vrijeme kasne trudnoc¢e. Nakon poroda, broj CD16 CD57 i CD16'CD5" vrati
se na vrijednosti prije trudnoce.

Broj Slabih citotoksi¢nih NK stanica (CD16'CD56") snizi se 1 do 4 mjeseca
nakon poroda (115). Izrazita brojnost snaznih citotoksi¢nih CD16"CD57 stanica
tijekom rane trudnoe moze rezultirati reproduktivnim neuspjehom, dok je
tijekom kasne trudnoce snizen broj snaznih i umjerenih citotoksi¢nih NK stanica
(CD16'CD57 i CD16'CDS") potreban za odrzanje fetusa (115).

Nekoliko istrazivanja pokusalo je povezati aktivnost perifernih NK stanica s
reproduktivnim neuspjehom, budu¢i da neke Zene s RSA pokazuju znacajno
poveéanje perifernih NK stanica (CD56" i CD56/CD16") tijekom trudnoée u
usporedbi s kontrolom (116).

Povecana razina NK stanica u netrudnih Zena udruZena je s povecanjem
vjerojatnosti spontanog pobacivanja u trudnoé¢ama koje slijede. Zene s iskustvom
habitalnih pobacaja i visokom prijekoncepcijskom NK aktivno$éu imaju
znacajno vecu stopu pobacaja u trudno¢ama koje slijede u usporedbi s onima s
normalnom prijekoncepcijskom koncentracijom NK stanica (117). Koncentracija
perifernih CD56" ima senzitivnost od 86% u habitualnih pobacilja da nose
kariotipski normalni plod (118).

Nepouzdan je broj perifernth NK stanica za evaluaciju prognoze
reprodukcijskog ishoda.

Nalaz visoke koncentracije CD56'16" NK stanica u uterusu Zena koje pobacuju
sugerirao je postojanje vjerojatne citotoksi¢nu aktivnost na mjestu implantacije.

U normalnih trudnoca, postoji pomak u obrascu aktivacije T stanica prema Th2
putu, ¢ime se blokira interakcija izmedu makrofaga i NK stanica. Aktivacija T
stanica putem Thl niza rezultira produkcijom abortogenih citokina kao S§to su
interelukin-1 i interferon i zamijeceno je u habitualnih pobacaja (25,111)
UspjeSna trudnoéa rezultat je aloimunizacijom poticanog oslobadanja
imunosupresijskih molekula iz prirodnih supresijskih stanica u decidui (25).

HLA (Human Leukocyte Antigene) SUSTAV

Glavni sustav tkivne podudarnosti (GSH) kod ¢ovjeka je HLA sustav. Taj sustav
gradom i funkcijom vrlo je sli¢an, ako ne i identi¢an, istoimenim sustavima kod
drugih Zivotinjskih vrsta.
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Glavna bioloska uloga gena HLA jest imunolosko prepoznavanje antigena,
primjerice, virusa, bakterija, gljivica, tumorskih antigena te imunoloska reakcija
protiv tih antigena.

Sustav HLA najslozeniji je genski sustav danas poznat kod covjeka.

Sastoji se od vise vezanih gena koji se nalaze na kratkom kraku kromosoma Sest.
Taj kromosomski segment, koji sadrzava blisko smjeStene gene, nazvan je
glavnim kompleksom - sustavom tkivne snosljivosti - podudarnosti. Ti geni
nadziru proizvodnju makromolekula koje su sastavni dijelovi stani¢nih
membrana.

Osim lokusa (gena) za glavne antigene tkivne sno§ljivosti, na tome kromosom-
skom segmentu, mogu se na¢i i neki drugi nesrodni geni.

HLA sustav sadrzZava:

1. gene za sintezu tkivnih aloantigena - geni lokusa HLA-A, HLA-B, HLA-C

2. gene koji odreduju specificnu imunolosku reaktivnost T-limfocita jedinke,
geni -Ir koji nadziru proizvodnju receptora za prepoznavanje antigena

3. gene koji reguliraju interakciju pomijeSanih limfocita i gena koji nadziru
proizvodnju antigena vezanih za imunoloski odgovor - geni lokusa HLA
D/DR - antigena/aloantigena na B-limfocitima

4. gene koji kontroliraju neke komponente komplementa Bf (properdinskog
faktora) C2 i C4 komponente komplementa i gene koji reguliraju sintezu
nekih antigena na limfocitima

5. Pseudogene i nepolimorfne molekule I. razreda.

Najnovije metode molekulske biologije za razliku od imunoloSkih metoda po-

kazale su postojanje nepoznatih, odnosno nove lokuse i alele I. i II. razreda.

Procjenjuje se da sveukupno ima do sada 83 HLA-A, 186 HLA-B, i 42 HLA-C

alela.

Za neke se pokazalo da sadrzavaju pseudogene (HLA-H, HLA-J, HLA-K, HLA-

L) koji zaustavljaju kodone ili druge zamjene koji sprecavaju ekspresiju teskih

lanaca I razreda i da prema tome nisu mogli biti ustanovljeni imunoloskim

metodama.

Za druge pak lokuse, osobito lokuse 1. razreda, pokazalo se da mogu odredivati i
odgovaraju¢e molekule.

Takvi lokusi su HLA-E, HLA-F, HLA-G. Po svojim karakteristikama njihove se
molekule razlikuju od “klasi¢nih” molekula HLA-A, -B, -C.

Tako one ne pokazuju polimorfizam ili je on vrlo slab jer postoji i razlika u
tkivnoj ekspresiji, kao i kvantitativno relativno niska ekspresija. Noviji podaci
medutim pokazuju da se ti kriteriji visSe ne mogu primijeniti za HLA-G gene
(119,120,121).

Produkte gena HLA sustava nazivamo antigenima - to su makromolekule
glikoproteini koje nalazimo na membranama stanica ljudskog tijela.

Geni HLA odnosno odgovaraju¢e molekule/antigene, mogu se grupirati u dva
razreda.
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Klasi¢ni geni /antigeni 1. razreda su HLA-A, -B, -C. Nalaze se na vecini stanica i
tkiva, s time Sto postoji kvantitativna razlika u ekspresiji. (121).

Tako su najobilnije zastupljene na limfocitima i monocitima/makrofagima, a
relativno malo ih ima na mi$iénim stanicama, fibroblastima i stanicama ziv€anog
tkiva, a nema ih na eritrocitima;

Prema strukturi i funkeiji geni I. razreda HLA podijeljeni su na klasi¢ne ili Ia (-
A,-B,-C) i neklasi¢ne ili Ib (-E,-F,-G).

Smyjesteni su na kratkom kraku 6. kromosoma unutar 6p21-3 regije. Klasi¢ni B i
C lokusi smjeSteni su centromericno, lokus A 1 neklasi¢ni lokusi F 1 G u
telomeri¢nom dijelu, dok je lokus E smjeSten izmedu njih.

Geni HLA Ia. i Ib. razreda su glikoproteini teSkih lanaca smjeSteni na
membranama stanica ljudskog tijela koji su povezani nekovalentno s
nepolimorfnim lakim lancem nazvanim ,-mikroglobulinom (B,-m) kojeg kodira
gen na kromosomu 15. Molekularna tezina HLA-G je 39 kDa (121).

Geni II. razreda HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DR, kojih se antigeni nalaze na
limfocitima B i aktiviranim limfocitima T, dok se na monocitima/makrofagima
nalazi HLA-DR 1 HLA-DP u svim slucajevima, a HLA-DQ u 60-70%
makrofaga. Moze do¢i do ekspresije antigena II. razreda i na stanicama
bubreznih tubula, beta stanicama pankreasa i folikulskim dendritickim
stanicama.

Osnovna karakteristika gena 1 molekula HLA sustava jest polimorfizam.

Neki lijekovi te promjene fizioloSkog stanja organizma, stres, trudnoca 1 starost
mogu smanyjiti koli¢inu HLA antigena na stani¢noj membrani, $to valja imati na
umu pri njihovom odredivanju.

Geni HLA nasljeduju se kao usko vezani kodominantni geni. Geni lokusa HLA-
A, -B, -C, -D $to se nalaze na jednom kromosomu 6 c¢ine haplotip koji se “u
bloku”, kao jedan mendelski faktor nasljeduje od obaju roditelja.

Dva haplotipa HLA, po jedan naslijeden od svakog roditelja, ¢ine genotip. Anti-
geni HLA sastoje se od dva dijela, jednoga koji odreduje “privatnu” specifi¢nost
1 drugoga koji odreduje “opéu” specifi¢nost. Prvi je karakteristi¢an (specifi¢an)
za odredeni alel (antigen), a drugi je zajednicki ili vrlo slican za veci broj alela
istog lokusa (119,120).

Do danas je na trofoblastu izolirano Sest HLA-G izoforma: cetiri membranski
vezane bjelancevine (membrane-bound) HLA-Gi,-G,,-G3-Gs, 1 dvije topljive
bjelan¢evine HLA-Gs 1 -Gg.

Bjelancevina HLA-G ima 86% istu gradu s odgovarajuéim sekvencijama
bjelancevina HLA-A, —B, -C. Struktura bjelancevine HLA-G; ista je kao u
klasi¢énih molekula 1. razreda. Tri globularne domene povezane su s [3,
mikroglobulinom.

Molekula HLA-G ukljucena je u imunolosku toleranciju.

Ekspresija bjelancevine HLA-G ograni¢ena je na tkiva ekstraembrijskog
trofoblasta koji invadira maj¢inu deciduu tijekom implantacije embrija.
Ekspresija HLA G nadena je nedavno u prvom tromjesecju trudnoée na endotelu
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krvnih Zzila horiona posteljice, kao i u epitelnim stanicama timusa i aktiviranim
monocitima periferne krvi.

Ekspresija HLA-G c¢vrsto je regulirana na nivou transkripcije. Visoka razina
prijepisa mRNA HLA-G moze se otkriti u stanicama trofoblasta isto kao i u
JEG-3 liniji stanica koriokarcinoma, dok je bazalna razina transkripcije HLA-G
detektirana u mononuklearnim stanicama periferne krvi i stanicama glije.

Potpuna supresija HLA-G opisuje se u klonovima stanica prirodnih ubojica (NK)
1 stanicama fetalne jetre u prvom tromjesecju.

Interleukin 10 (IL-10) aktivira transkripciju HLA-G eksplantata ljudskog
trofoblasta u prvom tromjesecju, dvostruko djelujuc¢i na ekspresiju HLA, prvo
poticanjem ekspresije HLA-G dok istovremeno sniZzava ekspresiju klasicnih
antigena prvog i drugog razreda na povrsini monocita. Uz to, Interferon y (IFN-
Y) pojacava ekspresiju HLA-G proteina na povrSini monocita 1 djeluje
sinergisticki s IL-2 i faktorom koji stimulira kolonije granulocita i makrofaga
(GM-CSF) na poticanje ekspresije HLA-G na povrSini stanica U937 stani¢nih
linija histiocitnog limfoma.

Ovi rezultati sugeriraju da se prolazna ekspresija proteina HLA-G moZe
inducirati razli¢itim stimulusima u bazalnim razinama genske transkripcije HLA-
G i ekspresije proteina HLA-G.

lako je ekspresija HLA-G na stanicama citotrofoblasta dobro potkrijepljena,
njena ekspresija na sinciciotrofoblastu jo§ je kontroverzna. HLA-G proteini
pronaden su takoder i na endotelnim stanicama fetusa, pretpostavlja se da one
imaju i druge neimunoloske funkcije, na primjer u angiogenezi.

Topivi HLA-G u amnijskoj tekucini, pretpostavlja se imaju ulogu u
imunoloskom medudjelovanju majka-fetus. Poznato je da tijekom trudnoce
deciduu infiltira veliki broj NK stanica neobi¢nog fenotipa CD56" CD16  CD3".
Odista, prije je izvjeStavano da su HLA-G+ stanice citotrofoblasta zasticene od
lize decidualnim NK stanicama u oba slucaja - semialogenickom (majcine
uterine NK stanice 1 njima pripadajuci trofoblast) i alogeni¢kom (majcine uterine
NK stanice i trofoblast od razli¢itih majki).

Liza NK stanicam moze se obnoviti blokiranjm HLA-G sa specificnim mAb -
monoklonskim protutijelima (122).

YW Loke je pokazao da stanice trofoblasta ostaju otporne na lizu decidualnim
NK stanicma unato¢ prethodnom tretiranju s monoklonskim protutijelima
(123,124). Nadalje, HLA-G ima implikacija u patoloSkim stanjima trudnoce.
Goldman-Wohl 1 suradnici naSli su smanjenu ili odsutnu ekspresiju HLA-G
proteina na ekstraviloznom trofoblastu pacijentica s preeklampsijom, §to ga Cini

Postojanje HLA-G proteina na ekstraviloznom trofoblastu u ektopi¢nih trudnoca
ukazuje da se njegova ekspresija na stanicama zbiva na autonoman nacin, a
njegova prisutnost na ekstaviloznom trofoblastu parcijalne i totalne molarne
trudnoce, pokazuje da je njegova ekspresija neovisna o razvoju embrija i da je
dio integralnog razvoja posteljice, dok ekspresija HLA-G u kompletnoj
hidatidnoj moli potvrduje ekspresiju ocevih alela HLA-G (126,127). Povrh toga
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herpes simplex virus, citomegalo virus u ljudi poremecuju ekspresiju HLA-G.
Medutim, nije nadena razlika u populaciji decidualnih limfocita izmedu
normalne trudnoce i spontanih ponavljanih pobacaja.

Do danas je opisano Sesnaest alela HLA-G, Cetiri od njih nisu sinonimi i mogu
kodirati membranski vezane HLA-G proteine: G*01011 (‘wild’); Thr31 do Ser;
LeulO do Ile; Thr258 do Met; isto kao jedan skradeni topivi protein, del-
Cys130. modificirani kodoni 31, 110 1 258 smjeSteni su izvan brazde za vezanje
peptida. Pretpostavlja se da taj polimorfizam ne zahvaéa izravno interakcije s
vezanjem antigenskih peptida ili TCRs.

G*0105N (koji nosi delCys130 mutaciju) je prvi HLA-G null alel koji se nalazi
neovisno u razli¢itim etnickim skupinama (2,3% medu bijelcima).

HLA-G geni pokazuju veoma malo polimorfizma u ljudi i bliskih ¢ovjekolikih
majmuna (Cimpanzi, gorila i orangutana) i ne zahvacaju niti TCR (T stani¢ne
receptore) niti vezna mjesta peptida (122).

Polimorfizam HLA-G sli¢niji je jednom HLA-C nego HLA-A i —B. Potpunu
vaznost heterozigotnosti HLA-G otvorila je pitanja moguce uloge indukcije
alogeniCkog citotoksickog imunoloskog odgovora tijekom trudnoce ili kod
alotransplantata (121).

Fujii 1 suradnici 1994. postavili su hipotezu da topljivi HLA-G izoformi
onemogucavaju aloreaktivne citotoksicke limfocite, vezanjem paternalnih
alopeptida i medudjelovanjem s T limfocitima.

Drugo vazno pitanje s obzirom na polimorfizama HLA-G je: «Je li
homozigotnost nekih HLA-G alela nedostatak u terminskim trudnocama i/ili
otpornost na specifi¢ne intrauterine mikroorganizme?» (128)

Molekule HLA-G igraju vaznu ulogu u imunoloskoj toleranciji. Sve do sada,
vecina studija usmjerila je paznju se na HLA-G1,-G2 1 -GS izoforme, dok uloge
drugih HLA-G izoforma tek treba razjasniti.

Prisutnost HLA-G na epitelnim stanicama timusa poti¢e pitanje njegovog
eventualnog sudjelovanja u T stani¢nom sazrijevanju u timusu i prepoznavanju s
TCRs.

Postavili smo dakle hipotezu da HLA-G igra ulogu u autoimunim bolestima.

Iako i HLA-G i HLA-E pokazuju jednak inhibitorni uc¢inak na funkciju NK
stanica, razlicita je njihova raspodjela u tkivima.

Membranski vezane bjelancevine HLA-E nadene su u epitelnim stanicama
amnija i stanicama trofoblasta.

Ekspresija HLA-E ovisna je o ekspresiji molekula I. razreda HLA, osim u
stanica koje su bez molekula I. razreda HLA, kao §to je trofoblast ili varijante-
inacice tumora bez I. razreda HLA, gdje je ekspresija HLA-E u potpunosti
ovisna o ekspresiji HLA-G. VaZno je stoga utvrditi komplemetarne ili
sinergisticke odnose izmedu ove dvije molekule HLA (122).

Molekule HLA-G nadene su na ekstraviloznim stanicama citotrofoblasta,
fetalnom oku 1 timusu, plu¢ima, srcu 1 bubrezima i jetri u prvom tromjesecju.
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Distribucije HLA-G najpreciznije se utvrduje specificnim antiHLA-G
monoklonskim protutijelima (129).

Antigeni HLA odreduju se seroloSkim metodama, metodama stani¢ne imuno-
logije, imunokemijskim metodama i metodama molekulske biologije.

Geni/antigeni HLA sustava odreduju se osnovnom imunoloskom metodom -
seroloski uz pomo¢ specifi¢nih poliklonskih seruma dobivenih od viSerotkinja
i/ili osoba koje su primale viSe puta transfuziju, ili uz pomo¢ monoklonskih
protutijela $to potjecu iz B limfocita hibridioma koji se dobiju nakon imunizacije
miSeva s ljudskim stanicama.

Antigene, kojih proizvodnju nadziru aleli HLA-A, -B, -C seroloski se odreduje
pomocu specifiénih antiseruma.

Najéesée se u tu svrhu rutinski izvodi TEST LIMFOCITOTOKSICNOSTI
(LCT-mikrometoda).

Molekule/antigeni II. razreda HLA-DP, -DQ, -DR, tipiziraju se, kao i molekule
limfocita - test MLR (Mixed Lymphocite Reaction). Test MLR jest test koji
pripada skupini testova stani¢ne imunosti. PoCeo se primjenjivati zato Sto u
pocetku nisu postojala protutijela specifi¢na za molekule II. razreda i sekundarni
test MLR - modificirani test MLR tzv. test PLT (Primed Lymphocyte Test).

Ne postoje kao poseban entitet molekule HLA-D, Reakciju limfocita u testu
MLR zapravo prouzrokuje njihova stimulacija molekulama HLA-DR, -DQ i -
DP.

MLR test sluzi u prvom redu za ustanovljavanje razlike u molekulama DQ i DR,
a test PLT s “pravilno” selekcioniranim T-limfocitima za molekule HLA-DP.
Primijenjena medicina naSla je interes za HLA zbog utjecaja njegovih gena i
molekula na ishod operacija pri kojima se presaduju tkiva i organi, zatim da se
ustanovi ocinstvo ili srodstvo i zbog asocijacije pojedinih alela HLA s bolestima.

Poremecena ekspresija HLA moze nepovoljno utjecati na razvoj gameta, na
brzinu dijeljena embrija, na oblikovanje blastociste 1 trofoblasta, te na
implantaciju, razvoj 1 prezivljenje fetusa.

Ekspresija HLA na imaturnim spermatozoima moze djelovati kao signalna
molekula, ili utjecati na diferencijaciju i maturaciju gameta (130).

Ekspresija HLA takoder odrazava povecanu stopu dijeljena stanica embrija i
korelira s uspje$nijom implantacijom (131). Ekspresija HLA na blastocisti i
trofoblastu (132), na invanzivnom trofoblast i na majcinim imunoloskim
stanicama (133) regulira imunolosku aktivnost majke na majc¢ino-fetalnom spoju.
Time utjecu na implantaciju i kasnije na razvoj ploda/fetusa.

HLA-DRI1,-DR3,-DR10 eksprimirani na antigen predo¢nim stanicama (npr
makrofagima) vjerojatno su najbolje molekule za predocavanje trofoblastnog HY
antigena T stanicama koje mogu razviti citotoksi¢ni antitrofoblastni odgovor.

Studije zatvorenih ljudskih populacija pokazuju da razvoj 1 prezivljenje fetusa
moze biti pod utjecajem podudarnosti ocevih ili majéinih/plodovih osobitih
HLA antigena (134,135). Tako reprodukcijski neuspjeh moze biti rezultat
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poremecene ekspresije HLA antigena za vrijeme bilo kojeg razvojnog perioda
trudnoce.

CILJ ISTRAZIVANJA

1. Ukazati na specificno djelovanje imunoglobulina u odnosu na kontrolnu
skupinu-uobi¢ajenu intenzivnu skrb (mirovanje, didrogesteron) u

lijecenju habitualnih pobacaja vjerojatno imunoloski uzrokovanih.
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2. Ultrazvucno, klini¢ki pratiti trudno¢u pod imunoterapijom i u kontrolnoj
skupini.

3. Registrati komplikacije porodnickih zahvata u trudno¢i i porodu.

4. Uociti 1 pratiti nuspojave kod terapije imunoglobulinima.

5. Ispitati koliko razina TNFa i IL-2 u krvi habitualnih pobacilja ukazuje na

ishod trudnoce.

ISPITANICE I POSTUPAK

U razdoblju od 1993. do 2003. godine u ispitivanje smo ukljucili 40 parova s
iskustvom od tri 1 viSe uzastopnih spontanih pobacaja, prvog tromjesecja, kod
kojih smo isklju¢ili anatomski, endokrinoloSki, metaboli¢ki, upalni,
autoimunosni 1 druge wuzroke pobacivanja te pretpostavili vjerojatni
aloimunoloski uzrok pobacivanja (podudarnost u HLA-D antigenima) (Tablica
1). Uz pismeni pristanak parova te uz odobrenje Etickog povjerenstva
KB»Merkur» 1 Medicinskog fakulteta ukljucili smo ih u ispitivanje. Nakon
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utvrdivanja trudno¢e ultrazvukom ili s pozitivnim f-lancom humanog
horionskog gonadotropina, zadovoljavanja kriterija za izbor parova, proveli smo
prospektivno kontrolirano randomizirano (tablica slucajnih brojeva) klinicko
ispitivanje: 20 trudnica lijecili smo IVIG-om, a 20 trudnica smo lijecili
uobi¢ajnom intenzivnom skrbi - mirovanje, didrogesteron. Kod svih ispitanica
postojala je podudarnost u HLA-D lokusima medu partnerima (Tablica 5, 5a).
Sve indikacije postavljene su u nasoj klinici. Eritrocitni 1 leukocitni antigeni
ustanovljeni su u Centru za tipizaciju tkiva KBC Rebro u Zagrebu. Da bi se
odredili antigene HLA 1. i II razreda koristilo se nekoliko metoda. Za
pripremanje B+T limfocita iz heparinizirane pune krvi koristili smo mjeSavinu
otopine ficola i triozila koja pri odredenim brzinama vrtnje, zbog gradijenta
gustoce, odvaja pojedine krvne elemente prema njihovoj specifi¢noj tezini.
Limfocit se tako nadu u prstenastom sloju gornje tre¢ine gradijenta gustoce. Ovaj
sloj bogat limfocitima pokupi se, iscentrifugira i ispere u otopini Hanksa.
Limfociti su spremni za daljnje testiranje ili se mogu pohraniti za krace ili duze
vrijeme u zamrzivacu na -70°C ili u tekuéem dusiku na -190°. Vijabilnost
limfocita se moze adekvatnim pohranjivanjem odrzati od 3 mjeseca do nekoliko
godina. Da bismo sacuvali stanice prilikom zamrzavanja koristimo se otopinom
dimetil-sulfoksida (DMSO 20%-tna). Ona ¢uva stani¢nu stijenku od oStec¢enja
koja mogu biti posredovana kristalima leda. Otopinu DMSO i suspenziju
stanicam mijeSamo u omjeru 1:1 i pohranjujemo u zamrziva¢ na -70°C ili u
teku¢i dusik na -190°C. Tako sauvane stanice mozemo odmrznuti kada se za to
ukaze potreba. Postupak odmrzavanja, kojim se ocuva vijabilnost stanica, je vrlo
jednostavan. Ampule u kojima smo cuvali stanice uronimo u vodenu kupelj
ugrijanu na 37°C. Kada se stanice otope, dodamo medij 1 centrifugiramo da se
rijeSimo otopine DMSO. Nakon centrifugiranja supernatant odlijemo, dodajemo
Parker i podeSavamo stanice prema potrebi. lako su HLA antigeni prisutni na
svim nukleusnim stanicama u tijelu, postoje ipak i poneki izuzeci. Tako su
antigeni Il.razreda prisutni mahom na B limfocitima, makrofazima, antigen
predo¢nim stanicama i na T stanicama iskljucivo i samo kada su iste stimulirane.
U perifernoj krvi je odnos B i T limfocita nesrazmjeran tako da imamo otprilike
20% B stanica naspram 80% T limfocita. U takvom omjeru je nemoguce koristiti
B limfocite za odredivanje HLA-DR antigena, pa B limfocite odvajamo iz
suspenzije B+T limfocita. Da bismo odvojili T od B limfocita koriste nam ov¢ji
eritrociti  prethodno obradeni s 2-amino-ethyl-isothiouronium bromide-
hydrobromide-om (AET). Ovakvi eritrociti veZzu na svojoj povrsini T limfocite u
tzv. E-rozete. Jedan ml suspenzije stanica pomijesanih sa 0,2 ml ov¢jih eritrocita
nanosimo na otopinu fikol-triozila i centrifugiramo:

110 min/1500 okr/min
II 15 min/2500 okr/min

Na povrsini fikol-triozila nalazi se bijeli prsten bogat B limfocitima koje
koristimo za tipizaciju HLA-DR antigena. Antigeni HLA-A, B, DR odredivani
su seroloskim testovima, dok su antigene HLA-D odredivani testovima mijeSane
kulture limfocita (MLC). Test su uveli 1964. godine Terasaki i Maclleland.
Testom mikrolimfocitotoksi¢nosti odredeni su HLA-A, B 1 DR antigeni prisutni
na povrsSini T ili B stanica. Sama metoda sastoji se u tome da serum poznate
HLA specifi¢nosti, dakle serum koji sadrzi poznata specificna HLA citotoksic¢ka
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protutijela, dovedemo u kontakt sa stanicama u tzv. Terasakijevim plo¢icama.
Stanice u ¢ijim membranama postoji vezno mjesto za odredeni antigen, vezat ¢e
se za specificno protutijelo. Za taj spoj potrebno je 30 minuta. Nakon toga se
dodaje serum kuniéa (tzv. komplement) koji se veze za nastao kompleks antigen-
protutijelo na membrani stanica i uzrokuje lizu stanice. Inkubacija traje 60
minuta. Nakon toga se odstrani komplement i serum istresanjem plocice, a
stanice se oboje s tripanskim modrilom. Tripansko modrilo ¢e u¢i u lizirane
stanice, obojiti ih plavo, tako da u vidnom polju mozemo mikroskopom ocitati
na kojim je mjestima doslo do reakcije. Ocitavanje reakcije bazira se na broju
mrtvih stanica, a razlikujemo nekoliko stupnjeva intenziteta:

0-10%  mrtvih stanica = negativna reakcija 0
10-30%  mrtvih stanica = intenzitet reakcije 1
40-50%  mrtvih stanica = intenzitet reakcije 2
60-70%  mrtvih stanica = intenzitet reakcije 3
80-100% mrtvih stanica = intenzitet reakcije 4

Nakon §to smo pod mikroskopom ocitali sve reakcije, prema ve¢ prethodno
poznatom planu tzv. HLA baterije, odredili smo HLA antigene. Na taj nacin
dobili smo fenotip pojedinih osoba koje smo tipizirali (136).

Kariotipovi svih ispitanica i njihovih partnera bili su uredni.

Ginekoloske bolesti isklju¢ene su ginekoloskim pregledom i vaginosono-
grafskim pregledom — aparatom Toshiba SSA-340, vaginalnom sondom od 5,6 i
7 MHz, te abdominalnom sondom od 3 i 3,5 MHz.

Insuficijencija Zutog tijela isklju¢ena je odredivanjem bazalne temperature i
nalazom progesterona 22. dana ciklusa. Kultiviranjem brisa cerviksa iskljucene
su aerobne i anaerobne bakterije, a testovima na klamidiju 1 mikoplazmu
iskljuceni su najces¢i mikrobioloSki uzroci pobacivanja.

Na osnovi pretpostavke da bi serumska razina abortivnih citokina TNFa 1 IL-2
mogla ukazivati na ishod trudnoce kod habitualnih pobacilja, te mogucnosti
povoljnog djelovanja IVIG-a na njihovu razinu, u 53 uzorka seruma od 19
trudnica ukljucenih u studiju (11 IVIG 1 9 kontrola) i u 10 uzoraka seruma od 10
trudnica s normalnom urednom trudno¢om odredili smo Interleukin-2 i TNFa
enzimskom metodom ELISA (prema engl. Enzyme-linked immunosorbent
assay), koristili smo komercijalne kitove za h-Tumor Necrosisa factor-a ELISA
(cat.No.1425 943) i h-Interleukin-2 Elisa (cat. No.1 534 483) (Roche Moleculars
Biochemicals). Uzorke krvi uzimali smo iz vene u biokemijsku epruvetu kod
prijema, svaka tri tjedna, prije davanja infuzije IVIG i u kontrolne skupine,
tijekom prvog 1 drugog tromjesecja trudnoce. Nakon centrifugiranja krvi na 4000
rpm, dobiveni talog se odvoji, a uzorci seruma se pohrane na —20° C u
laboratoriju Centra za tipizaciju tkiva KBC «Rebro». Kada su se skupili svi
uzorci u njima smo odredili IL-2 i TNFo. Prema upustvima proizvodaca
senzitivnost testa za TNFa je >12 pg/ml, dok je raspon mjerenja 20-800 pg/ml
TNFa, a za IL-2 senzitivnost je >2,4 pg/ml i raspon mjerenja 15-800 pg/ml IL-2.
Sve vrijednosti ispod najnize granice senzitivnosti definirane su kao najniza
standardna krivulja vrijednosti koja se smatra negatinom ili 0.
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Odredili smo srednje vrijednosti IL-2 1 TNFa u serumima trudnica za tri
perioda: 1. period (4 - 12. tjedna trudnoce); 2. period (13 - 24. tjedan trudnoce)
3. period (25-36. tjedan trudnoce).

Lijecenje smo zapoceli odmah nakon dokaza trudnoce pozitivnim beta
horionskim gonadotropinom i/ili vaginosonografskim pregledom, obi¢no izmedu
4 —5.tjedna trudnoce, ili polaganom infuzijom u vremenu od dva do tri sata, 30
grama (0,5 do 0,6 g/kg tjelesne tezine) humanog imunoglobulina za intravensku
primjenu ili u kontrolnoj skupini davanjem tableta didrogesterona a 10mg 3xI
tbl, uz mirovanje. Sljedec¢ih pet do Sest infuzija od po 20 grama (0,3 - 0,4 g/kg
tjelesne tezine) imunoglobulina, slijedilo je u razmacima od tri tjedna do 22 ili
24 tjedna trudnoce svaka trudnica dobila je najvise 130 do 150 gr IVIG-a.

Preparat IVIG je proizveden u Imunoloskom zavodu u Zagrebu (137).

Preparat IVIG proizveden je iz ljudske plazme prikupljene od oko 2000 dobro-
voljaca. Svaka pojedinacna doza bila je mikrobioloski ispitana na HBV, HCV,
HIV 1 Treponemu pallidum. Imunoglobulinska frakcija dobivena je
frakcioniranim taloZenjem etanolom na temperaturi ispod 0°C, termi¢ki obradena
48 sati na +45° C i prevedena u intravenski oblik postupkom “pH4”. Preparat je
sadrzavao 97% IgG, 1,5% IgA 1 1,5% albumina. Makromolekulski sastav bio je
>128, 5% 10S 1 89% 78S, a u njemu nije bilo moguce otkriti prisutnost razgradnih
fragmenata Ig. Sterilna otopina s 50 g/l proteina testirana je na pirogenost,
antikomplementarnost i stabilnost.

Didrogesteron tbl al0 mg primjenjivali smo do 12. tjedna trudnoce. I jednu i
drugu skupinu ispitanica naruc¢ivali smo na kontrolne preglede svaka tri tjedna.

Svakoj trudnici s indikacijom prije pocetka lijecenja ucinjena je sljedeca obrada:

e Laboratorijske pretrage: SE, KKS, URIN, GUK, OGTT, APTV, mali
koagulogram, markeri hepatitisa, KG i Rh, testovi senzibilizacije, Beta
HCQG, antikardiolipinska protutijela, lupus antikoagulans, TNFa 1 IL-2

e Mikrobioloske pretrage: urinokultura, bris cerviksa,

e Ultrazvuk-transvaginalno: veli¢ina gestacijskog mjehura, udaljenost
tjeme- trtica, veli¢ina Zumanjcane vrece, ustanovljenje sréane akcije,

o Klinicki pregled,

e Nativni pregled vaginalnog iscjetka i citoloSki obrisak za Papanicolaouov
test.

U drugom boravku u 8. tjednu trudnoée ucinjen je ultrazvucni kontrolni pregled
transvaginalno, klinicki pregled, Beta korionski gonadotropin (HCG) i APTV
(aktivirano parcijalno trombloplastinsko vrijeme).

U treCem boravku u 11-12. tjednu ucinjen je ultrazvuk transvaginalno i
transabdominalno, (odredio se biparijetani promjer, udaljenost tjeme-trtica,
nuhalno zadebljanje, dinamika ploda, dinamika spajanja amnija s horijem) i
klini¢ki pregled, TNFa, IL-2.

U cetvrtom boravku s 15-16. tjedana trudnocée ucinjeni su klinicki pregled, ultra-
zvucni pregled transabdoimanalno (BIP, femur, opseg abdomena, nuhalno
zadebljanje, sijelo posteljice, morfologija i dinamika ploda), odredeni su bio-
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kemijski markeri na aneuploidiju —Double test iz krvi trudnice (alfa-fetoprotein,
beta-humani korionski gonadotropin).

U 18. tjednu ucinjen je klinicki pregled i testovi senzibilizacije

U 23. tjednu ucinjen je glukoza tolerans test, klinicki pregled, ultrazvucni pre-
gled (BIP, femur, opseg abdomena).

U 28. tjednu ucinjen je klinicki pregled

U 32-34. tjednu ponovljen je klini¢ki pregled, testovi senzibilizacije u Rh
negativnih trudnica, APTV, transabdominalnim ultrazvukom-kontrolira se BIP,
femur, opseg abdomena, dinamika 1 morfologija ploda Ucini se i
kardiotokografija.

U 36. tjednu: obavljen je klinicki i ultrazvucni pregled (BIP, femur, opseg
abdomena), testovi senzibilizacije u Rh negativnih trudnica, kardiotokografija.

U 38. tjednu: ucinjen je klinicki pregled, amnioskopija, kardiotokografija.

U 40 tjednu: ponovljeni su klini¢ki pregled, amnioskopija, kardiotokografija .

Statisticke metode

Primjenjene su univarijantne metode statistiCke analize da bi se testiralo postoje
li znaCajne razlike u razdiobi (distribuciji) obiljezja (varijabli) bolesnica s
obzirom na lije€enje. Za testiranje tih razlika kod diskretnih obiljeZja koristen je
x* test, odnosno Fischerov egzaktni test za relativno male broj pojavljivanja
odredene varijable u celiji (manje od 5). Za testiranje razlika u razdiobi
kontinuiranih obiljezja izmedu dviju grupa koriSten je neparametarski
Wilcoxonov rank-sum test. Svi su testovi radeni uz razinu znacajnosti od 0,05. U
statisti¢koj analizi koristen je programski paket SAS® system na Windows 95
platformi.

REZULTATI

Cilj analize je usporediti bolesnice lijeCene IVIG-om (20 ispitanica) s
kontrolnom skupinom, te utvrditi postoji li razlika izmedu ovih skupina u nekim
od mjerenih obiljezja.

Sve ispitanice bile su primarne pobacilje. U skupini IVIG ispitanice bile su u
dobi od 24 do 40 godina, te prosjecne dobi 31,8 godina. Od dvadeset trudnica 17
je rodilo Sto je 85% (17/20). Tri trudno¢e okoncane su pobacajem u prvom
tromjesecju, Sto je 15% (3/20). Broj zivorodene djece iz 17 poroda je 19 (jedni
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trojci). Jedno novorodence umrlo je 3 sata po porodu zbog nezrelosti (28.
tjedana), zastoja u rastu 400gr/25cm, eklampsije majke.

U kontrolnoj skupini ispitanice su bile u dobi od 22 od 36 godina, te prosjecne
dobi 29,7 godina. Od 20 ispitanica 2 su pobacile, 18 je rodilo. Jedna blizanacka
trudnoca okoncana je u 26. tjednu. Jedan dvojak umro je odmah po porodu, a
drugi dan nakon poroda. Jedna trudnoc¢a zavrSena je carskim rezom u 34. tjednu
zbog pogorsanja univerzalnog hidropsa ploda nepoznate etiologije. Novorodence
je umrlo isti dan 12 sati nakon poroda.

Stopa uspjeha je 90% (18/20). Broj Zivorodene djece iz 18 poroda je 19.

Kao kriterije uspjeha terapije uzeli smo trudnoce i porode iznad 24. tjedna
gestacije.

Struc¢na sprema ispitanica 1 njihovih supruznika je podjednaka, u obje ispitivane
skupine. Ucestalost krvnih grupa u IVIG/kontrolnoj skupini jednaka je kao u
op¢oj populaciji.

Kariotipovi pobacenih zametaka bili su uredni.

Novorodence tjelesne tezine pri porodu ispod 10. percentile smatra se malim za
gestacijsku dob (138).

Indikaciju za terapiju postavili smo u Klini¢koj bolnici «Merkur».

Od 40 ispitanica ukljuc¢enih u studiju tri su rodile u Splitu, jedna u Karlovcu,
jedna u Bjelovaru.

Ukupan broj pobacaja u IVIG skupini je 73, ili prosjec¢no 3,7 po trudnici, dok je
60 u kontrolnoj skupini ili 3,0 po ispitanici.

U grupi IVIG:

ucestalost prijevremenog poroda je 17,64% (3 od 17 porodenih). Deset poroda
od sedamnaest zavrSeno je carskim rezom zbog opstetrickih indikacija ili
58,82% (prijevremeni porod, eklampsija, zadak, IUGR, asfiksija ploda,
viSeplodne trudnoce)

Tri trudnice imale su H-gestozu $to je 17,64% (3 od 17 poroda), s time da je
jedna od njih u 28. tjednu imala eklampsiju s krvarenjem u mozak. U tri trudnice
zbog prijeteeg prijevremenog poroda zapoceto je lijeCenje ritodrinom
intravenski i per os (3 od 17). Zbog inkompetencije cerviksa u 5 trudnica
ucinjena je serklaza $to je 29,41% (5 od 17) na broj poroda ili 25% ako se uzmu
sve ispitanice (5 od 20). Dva novorodenceta bila su manja za gestacijsku dob.
Srednja gestacijska dob pri porodu je 38,11 tjedna (od 29 do 41 tjedan). Srednja
tjelesna tezina novorodenceta je 2863,2¢g (u rasponu od 400 do 3650g). Ako se
iskljuce viSeplodne trudno¢e onda je srednja porodna tezina novorodenceta
2940,6g (Tablice 2, 6, 7).

U kontrolnoj skupini ucestalost prijevremenog poroda je 16,66% (3 od 18).
Ritodrinom intravenski ili per os zbog prijete¢eg pobacaja lijeceno je 5 trudnica.
Kod 6 ispitanica ucinjena je serklaza zbog inkompetencije cerviksa §to je
33,33% (6 od 18 poroda) ili 30% ako su racunaju sve ispitanice (6 od 20). Pet
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poroda zbog opstetrickih indikacija dovrSeno je carskim rezom ili 27,77% (5 od
18). Srednja gestacijska dob pri porodu je 36,16 tjedana (od 26 do 41 tjedan).
Srednja tjelesna tezina novorodenceta je 2925,8¢g (u rasponu od 480g do 4350g).
A ako se isklju¢i viseplodna trudnoca, onda je srednja tjelesna tezina
novorodenceta pri porod 3210,6g.

Srednja tjelesna teZina trudnica prije poroda u IVIG skupini je 68,8kg, odnosno
71,7kg u kontrolnoj skupini. Prosje¢no su trudnice u IVIG skupini dobile 15,2kg
a u kontrolnoj skupini 16,1kg. Tjelesna visina trudnica u obje skupine bila je
podjednaka, u IVIG skupini prosjecna visina je 163,7cm a u kontrolnoj skupini
165,9cm (Tablice 3,6,7).

Srednja vrijednost koncentracije TNFa i IL-2 u serumu IVIG/kontrole kroz sva
tri promatrana perioda nisu pokazale statisti¢ki znacajnu razliku.

Srednja vrijednost TNFa zdravih trudnica u 1. periodu je 23,2 pg/ml, dok je u
IVIG skupini 58,8 pg/ml i kontrolnoj skupini 65,7 pg/ml. Statisti¢ki je znacajno
visa koncentracija TNFa u serumu habitalnih pobacilja u odnosu na zdrave
trudnice.

Nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji IL-2 u serumu zdravih trudnica
u odnosu na habitualne pobacilje. Srednja vrijednost koncentraije IL2 u zdravih
trudnica u 1. periodu je 73,66 pg/ml, a u habitualnih pobacilja —u skupini IVIG
85,9 pg/ml i 84,6 pg/ml u kontrolnoj skupini.

Od 20 ispitanica koje su primale IVIG kod 6 pojavile su se blage nuspojave 1 to

uvijek pri primanju prve doze. To su glavobolja (n=4), mucnina (n=1), osjeca;j
vruéine (n=1), temperatura do 38° C (n=1), crvenilo koze (n=1), tresavica (n=1).
Smanjivanjem brzine infuzije simptomi su se povlacili (Tablica 4).

Ukupno je rodeno 20 djecaka i 18 djevojcica.

Od 40 ispitanica ukljucenih u studiju, naknadno je 14 zanijelo i rodilo bez ikakve
terapije zivu i zdravu djecu, od toga Cetiri iz IVIG skupine i deset iz kontrolne
skupine. Pet ispitanica naknadno je zanijelo 1 pobacilo u prvom tromjesecju. Od
tih 5 tri su zanijele jo$ jednom rodile zdravu djecu.

Svi podaci prikazani su u tablicama na kraju teksta (Tablice od 2 do 8c).

Krvna slika, ispitivani parametri koagulacije bili su u granicama normale, kao i
sve druge ispitivane laboratorijske pretrage. U svih trudnica iskljucena je upala,
lokalna ili sistemska.

U Tablici 6 dane su frekvencije za diskretna obiljezja: stru¢na sprema, krvna
grupa, Rh faktor ispitanica; stru¢na sprema, krvna grupa, Rh faktor supruga; broj
prethodnih poroda i pobacaja, gornja granica duljine krvarenja, pocetak lijecenja.
Izmedu ispitanica lijeCenih IVIG-om 1 kontrolne skupine nije uocena znacajna
statisticka razlika u promatranim obiljezjima.

Izuzetak je jedino broj prethodnih pobacaja (p=0,0004 za Fisherov egzaktni test).

Dok su u kontrolnoj skupini sve ispitanice imala 3 prethodma pobacaja, u
skupini lijecenih IVIG-om takvih je 10, jedna ispitanica imala je 2 pobacaja dok
ih je 9 imalo 4 1 viSe pobacaja.
HLA status ispitanica prikazan je u Tablicama 5, 5a, 5b.
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Izmedu dvije skupine ispitanica nema statisticki znacajne razlike u HLA statusu.
HLA-DRI1 antigen prisutan je kod 5 ispitanica u IVIG skupini i u 4 ispitanice u
kontrolnoj skupini. Tri ispitanice u IVIG skupini imaju -DR3, a u kontrolnoj
skupini —DR3 imaju 4 ispitanice. U skupini IVIG nijedna pacijencica nema —
DR1 1 —-DR3, dok u kontrolnoj supini jedna pacijentica ima oba antigena. Osam
ispitanica iz IVIG skupine i 7 iz kontrolne skupine ima barem jedan od antigena,
ili -DR1 ili -DR3.

Neprekidna (numeric¢ka) obiljezja su prikazana u Tablici 7. Usporedene su dob
ispitanica, broj prethodnih pobacaja, donja granica duljine ciklusa, gornja
granica duljine krvarenja, tezina 1 duljina novorodencadi, tjelesna tezina
ispitanica prije poroda, te prirast tjelesne tezine tijekom trudnoce i tjelesna visina
ispitanica. Tezina i duljina novorodencadi su prikazani za svu novorodencad te
posebno za novorodencad iz jednoplodnih trudnocda. Prikazan je i pocetak i
zavrSetak imunoterapije, 1 broj ciklusa imunoterapije.

Kao i kod diskretnih obiljezja i ovdje nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu
IVIG i kontrolne skupine u svim navedenim obiljezjima, osim kod broja
prethodnih pobacaja. Ispitanice iz IVIG skupini imale su znaCajno viSe
prethodnih pobacaja, u odnosu na ispitanice iz kontrolne skupine (3,7 u odnosu
na 3,0, p=0,004 za Wilcoxonov rank-sum test).

U Tablici 8 prikazana je koncentracija citokina TNFa 1 IL-2 u serumu za svaki
od tri perioda (od 4-12.tjedana; od 13-24. tjedna; od 25-36. tjedna) izraCunata je
srednja vrijednost mjerenja za svaku ispitanicu. U prvom periodu su IL-2 i
TNFa izmjereni kod 10 ispitanica iz IVIG skupine 1 8 ispitanica iz kontrolne
skupine. U drugom periodu su IL-2 i TNFa izmjerenji kod 11 ispitanica u IVIG
skupini, a u kontrolnoj skupini IL-2 izmjeren je u 8, a TNFa kod 7 ispitanica. U
tre¢em periodu su IL-2 i TNFa izmjereni kod po jedne ispitanice u svakoj
skupini.

Niti u prvom niti u drugom periodu nema znacajne razlike izmedu dvije skupine
u koncentraciji IL-2 i TNFo (Wilcoxonov rank-sum test).

Vidljivo je da su mjerene koncentracije citokina u ove dvije skupine znatno vise
nego kod zdravih trudnica.

Usporedbom mjerenja IL-2 i TNFa u prvom periodu kod 4 zdrave trudnice i 18
habitualnih pobacilja (IVIG i kontrolne skupine) (Tablica 8a) dobiveno je da je
koncentracija IL-2 kod habitualnih pobacilja ve¢a nego u zdravih trudnica (85,3
prema 73,7), ali ova razlika nije statisticki znacajna.

Dok je srednja vrijednost koncentracije TNFa seruma u 1.perioda u habitualnih
pobacilja (IVIG 1 kontrolna skupina) 61,8 pg/ml §to je statisticki znacajno vise od
23,2 pg/ml u zdravih trudnica (p=0,002; Wilcoxonov rank-sum test).

U svih ispitanica koncentracija TNFo u serumu je iznad granice senzitivnosti
(>12 pg/ml).

Koncentracija IL-2 u 1. periodu u 4 ispitanice (40%) IVIG skupine i 2 ispitanice
kontrolne skupine (25%) manja je od 2,4 pg/ml. U 2.periodu takoder 4 ispitanice
iz IVIG skupine i 2 ispitanice iz kontrolne skupine imaju koncentraciju IL-2
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manju od 2,4 pg/ml. Ne postoji znaCajna razlika izmedu skupina u broju
ispitanica s koncentracijom IL-2 manjom od 2,4 pg/ml.

Usporedba koncentracije TNFa i IL-2 u serumu zdravih trudnica, IVIG i
kontrolne skupine te podatke jedne ispitanice koja je pobacila prikazani su u
Tablici 8b. Koncentracija TNFa u serumu jedne habitualne pobacilje u IVIG
skupini ¢ija trudnoéa je okoncana pobacajem u 13. tjednu niza je (27,2 pg/ml) u
odnosu na koncentraciju TNFa uspjeSno zavrSenih trudnoca iz IVIG (58,8
pg/ml) i kontrolne skupine (65,7 pg/ml)

RASPRAVA

Na pitanje koji su mehanizmi ukljuceni u uspje$nu supresiju imunoloskog odgo-
vora majke protiv ocevih ili fetalnih antigena ne zna se odgovor. Znanstvena
potpora teoriji, po kojoj su habitualni pobacaji posljedica aloimune rekcije sli¢ne
odbacivanju transplantata protiv oevih HLA antigena fetusa oskudna je, dok
naprotiv postoje uvjerljivi dokazi da u implantaciji, ranoj invaziji trofoblasta i
patogenezi habitualnih pobacaja igraju ulogu decidualne NK stanice.
Pomoc¢nicke T (Th) stanice Zena s habitualnim pobacdajima reagiraju protiv
antigena trofoblasta in vitro sekrecijom uglavnom interleukina- 2 i interferona-y
(takozvani Thl odgovor), koji poznato je inhibira rast trofoblasta. Sklonost
prema Thl reakciji na antigene mozda determiniraju geni HLA Il.razreda. U
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skladu s ovim kontrolne prospektivne studije ukazuju da majcin
histokompatibilni haplotip s DR1 1 DR3 alelima daje osjetljivost na habitulane
pobacaje. Povecana ucestalost autoprotutijela u Zena s habitualnim pobacajima
kompatibilna je s teorijjom Thl odgovora protiv trofoblasta kao uzroka
(sindrom), ali autoprotutijela sama po sebi vjerojatno ne uzrokuju habitualne
pobacaje (18). Multiple autoimune abnormalnosti nadene su samo u Zena s
neobjasnjenim fetalnim gubitcima, te je opravdana pretpostavka da su ponavljani
neuspjesi trudnoc¢e mozda marker za subklinicka autoimuna oboljenja i daljnja
prijekoncepcijska obrada potrebna je u svrhu isklju¢enja autoimunih bolesti i
eventualno lijecenje kod Zena koje habitualno pobacuju (13). Za prezivljenje
embrij mora stimulirati maj¢in imunoloski odgovor da ga zastiti od citotoksi¢nih
molekula.

Moderna razmatranja haploidenti¢nog fetusa kao alografta u geneticki nesrodnih
trudnoca razvila su se iz pocetnih istrazivanja Medawara, Brenta i Bilinghama,
do kojih su dosli na osnovi rada na toleranciji transplantata. Tim postulatima
pokusava se objasniti prezivljenje i odrzanje fetusa kao alotransplantata u
antigenski potpuno razli¢itoj majci (139). Te razlike mogu se odnositi na
sljedece antigenske specificnosti:

1. antigene krvnih grupa (ABO, Rh, itd.);

2. antigene tkivne snosljivosti (HLA-A, -B, -C, -D/DQ);
3. antigene specificne za organ (posteljicni TLX antigen);
4. antigene specifi¢ne za tumor (koriokarcinom).

Prema spomenutim postulatima:

fetus nije imunogenican zbog nezrelosti fetalnih antigena,
trudno¢a mijenja imunoloski odgovor majke,

uterus je imunoloski povlasteno mjesto,

posteljica Cini imunolosku barijeru izmedu fetusa i majke.

D=

Odbacene su pretpostavke o nezrelosti fetusnih antigena i o uterusu kao imuno-
loski povlastenu mjestu.

Povlastenim mjestima nazivamo tkiva ili organe koji, zahvaljuju¢i specifi¢noj
gradi, a prije svega odsutnosti limfne drenaze, na neki nacin izoliraju
alotransplantate, tako da njihovi antigeni ne budu prezentirani limfatickom
aparatu. Takva mjesta jesu npr. vre¢ice u hr¢kovim obrazima, a kod ljudi mozak
1 prednja o¢na komorica. Uterus, medutim, ne mozemo ravnopravno svrstati u
povlastena mjesta jer nije preko potreban za normalan ishod trudnoce, a ima
limfnu drenazu (primjeri ektopi¢nih trudnoca).

U prezivljenju fetusa kao alotransplantata prije se veliko znacenje pridavalo
op¢emu specificnom slabljenju imunoloske reaktivnosti majke u trudno¢i.

U dobro kontroliranim klinickim istrazivanjima ustanovilo se da majka dulje
nosi kozne transplantate koji potjecu od njihovih potomaka u usporedbi s
nesrodnim davateljima.
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Dokazano je da je imunoloSka reaktivnost oslabljena u prvoj i posljednjoj fazi
trudnoce, a u preostalim fazama pojacana ili nepromijenjena (140).

Posteljica kao anatomsko fizioloS§ka barijera, koja potpuno razdvaja majcinu 1
fetalnu cirkulaciju, vjerojatno je jedan od najvaznijih zastitnih mehanizama s
hemodinamskoga i imunoloskog stajalista. Barijeri se pripisuje i funkcija zastite
od imunoloskih posljedica.

Fetus nije nikada u izravnom dodiru s maj¢inim tkivom, stoga se mnogi zastitni
mehanizmi se odvijaju na majc¢ino-fetalnom spoju u posteljici. Prvi materno-
fetalni odnos je na mjestu implantacije gdje stanice ekstraviloznog
citotrofoblasta invadiraju bazalnu deciduu i susre¢u se s maj¢inim imunim
stanicama kao $§to su NK stanice, T stanice i makrofazi. Drugi odnos je u
majcinim spiralnim arterijama; tijekom placentacije, endotelne stanice majke
progresivno se zamjenjuju s endovaskularnim trofoblastom koji dodatno migrira
u maj¢inu krv. Treéi odnos je sinciciotrofoblastni sloj (layer), ¢ija je linija na
vanjskom dijelu korionskih resica i u izravnoj su vezi s maj¢inom krvlju u
interviloznom prostoru od 12 tjedna gestacije (141).

Za prezivljenje fetusa u imunoloSko kompetentnom domacinu vjerojatno je
najodgovorniji lokalni mehanizam, odnosno posebna svojstva tkiva koja
posreduju izmedu majke i fetoplacentne jedinice, a imunosupresijski ucinak
decidualnih limfocita na lokalnoj razini navodi se kao jedan od mogucih
mehanizama koji doprinose prezivljenju fetusa (142). Trofoblast je krucijalna
struktura koja ima nekoliko imunolo$ih funkcija, od koji su neke razjaSnjene na
drugim vrstama: slaba antigenost, $to Stiti od imunoloska oSte¢enja citotoksi¢nim
limfocitima ili citotoksi¢nim protutijelima; fizicka barijera; novacenje signala
koji uzrokuju migraciju limfocita u uterine limfne Zzile 1 deciduu te suprimiraju
reakciju majke; lokalna produkcija progesterona i drugih imunosupresijskih
hormona; pojac¢ana proizvodnja blokiraju¢ih faktora omogucuje vezanje viSe
antigenih mjesta (13). Upravo stanice trofoblasta ¢ine grani¢ni sloj
fetoplacentnog alotransplantata, pa su u izravnom fizickom kontaktu sa
stanicama maj¢inoga imunog sustava, koje se nalaze u krvi ili decidui. Trofo-
blastne stanice prva su vrsta stanica koje se diferenciraju nakon oplodnje i ¢ine
stanice posteljice 1 ekstra embrijskih membrana koje okruzuju zametak.

Kod ljudi sinciciotrofoblast ¢ini povrsni sloj stanica horionskih resica posteljice.
One cine kontinuirani sloj stanica bez medustani¢nih spojeva. Ispod sincicio-
trofoblasta, unutar strukture resice, nalazi se jednostanican sloj citotrofoblasta.
Preko sinciciotrofoblasta fetus se hrani, diSe i odrzava na Zivotu. Molekularna
ekspresija tih stanica odrazava Sirok izbor njihovih esencijalnih bioloskih
funkcija.

Postoji posebna populacija invazivnoga ekstraviloznoga jednostani¢nog cito-
trofoblasta koji migrira u decidualno promijenjen endometrij i takoder proliferira
postranicno oblikuju¢i horionske membrane. Ekstravilozni citotrofoblast s
obzirom na smjeStaj u decidualno promijenjenom endometriju dijelimo na
intersticijski i endovaskularni. Za klini¢are svakako je bitniji endovaskularni
trofoblast kojega se invazija odvija u dva vala. Prvi val odvija se u prvom
tromjese¢ju trudnoce 1 ogranic¢en je na decidualne segmente spiralnih arterija, a
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drugi val u drugom tromjesecju (do 18. tjedna) te zahvaca njihove miometrijske
segmente (143).

U ranoj trudnodi te stanice ekstraviloznog trofoblasta pokazuju bioloSke karak-
teristike tumorskih stanica s njihovim proliferativnim i invazivnim osobinama,
koje uglavnom prestaju nakon prvog tromjesecja.

Fetalni trofoblast razvija nekoliko mehanizama kojima se moze odlu¢no zastititi
od maj¢inoga citotoksi¢nog napada. Prvo, ljudski posteljicni vilusni citotrofo-
blast i sinciciotrofoblast ne eksprimiraju klasi¢ne polimorfne antigene razreda I i
IT HLA (144,145) i ¢ini se da se temeljna HLA-ekspresija ne moze inducirati
ikojim do sada poznatim up-regulatorom (npr. gama-interferonom).
Sinciciotrofoblast sintetizira i lu¢i indolamin 2,3-dioksigenaza (IDO), enzim koji
katabolizira bjelancevinu triptofan.

On je bitan za uspjeh trudno¢e u misa. IDO vjerojatno smanjuje ili inhibira neke
imunoloske reakcije odbacivanja ubrzavajuéi razgradnju triptofana imunoloskih
stanica u posteljici majke (146).

Embrij stvara svoju vlastitu mikrookolinu preko autokrinih signala, prividno
neovisno od egzogenih ¢imbenika sve do stadija blastociste. Jasno je da iako je
In vitro razvoj preimplantacijskog embrija mogué, je on sporiji nego u in Vvivo
okruzernju. Potvrda autokrine kontrole razvoja preimplantacijskog embrija je
vece prezivljenje 1 bolji razvoj embrija kod povecane koncentracije sekrecijskih
produkata u mikrookruzenju (147). Ova promatranja dokazuju da se
prepoznavanje trudnoce i do izvjesnog stupnja njenog razvoj moze odigrati na
razli¢itim mjestima unutar organizma. Embrij prije implantacije stvara signale,
koji izvrSavaju dva komplementarna cilja: zastiCuju embrij od majCine
imunoloske reakcije 1 istovremeno podupiru razvoj povoljnog mjesta nidacije
(148). Ranije se pretpostavljalo da je trudnoca udruzena s imunoloskom
supresijom koja dopusta embriju uspjeSan rast i razvoj. Raspolozivi podaci,
medutim, ne podupiru takvo videnje. Imunoloski sustav vise se prilagodava nego
Sto stvarno djeluje supresijski. Signali koji potjeCu od embrija javljaju se kratko
nakon oplodnje. Ovi signali nisu samo lokalni ve¢ prili€no brzo postaju op¢i u
organizmu. Tako se nalaze u cirkulaciji majke ve¢ nekoliko dana prije
implantacije. S obzirom na lokalne signale, ligandi stani¢ne povrSine i adhezijske
molekule vjerojatno igraju ulogu tijekom boravka embrija u jajovodu. Uloga
ovih prepoznatih elemenata na povrSini stanice uveliko se povecava tijekom
procesa implantacije. Kada embrij stigne u materiste, koje je privilegirano mjesto
za implantaciju, nekoliko lokalnih cimbenika preuzme ulogu. To postaje
evidentno kod in vitro sustava ko-kultiviranja endometrija i blastociste isto kao i
u in vivo studijama.

Medu ¢imbenicima koji bi bili ukljuceni u taj pojacani implantacijski dijalog su
sekrecijski produkti endometrija, povrSinske molekule stanica isto kao i oni od
embrija. Oni ukljucuju, LIF (leukeima inhibitory factor), estradiol 17b,
progesteron, hCG, za trudnoc¢u specifi¢ni plazma protein C, rilizing faktori
histamina, prostaglandini i inhibini.

Postoje dakle dva puta prepoznavanja embrijskih signala od strane majke. Prvi
je lokalni, stani¢ni put koji se odnosi na povrSinske receptore stanice i
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komponente uklju¢ene u prepoznavanje i1 adheziju, dok je drugi sustav
humoralan, embriji oslobadaju spojeve koji dohvacaju udaljena mjesta i vode do
sistemskog prepoznavanja trudnoce. Drugi put moze stvarno prethoditi prvom.
Postoji jasna potreba za identifikacijom specificnih embrijskih signala koji su
ukljuceni i u imunolosku modulaciju. Oni mogu pomo¢i pri upucivanju u tajne
prepoznavanja trudnoce. Takvi signali prisutni su samo u vijabilnoj trudnoéi.
Luci ih embrij prije implantacije i otkriveni su u sustavnom krvotoku. Unutar 24
sata od koncepcije oplodeno jajaSce proizvodi poticaj za sintezu molekule
poznate pod imenom “rani faktor trudnoce” (early pregnancy factor - EPF). EPF
najprije proizvodi Zuto tijelo, a potom sama blastocista. Postavljena je hipoteza
da EPF inhibira destrukciju oplodenog jajasca prije njegove implantacije u
maternici. EPF in vitro djeluje kao supresor funkcije T-limfocita, a nedavno je
nadeno da smanjenje aktivnosti EPF korelira sa spontanim pobacajem (148).

EPF u serumu trudnih Zena opisan je prije 20 godina. Otkriva se testom
inhibicije roseta (RIT), semikvantitativnom metodom koja je kompleksna za
izvodenje 1 teSka za ponavljanje (149). EPF nije specifican za trudnocu.
Eksprimiraju ga preimplantacijaski embrij, embrionalni organi isto kao i
posteljica, a takoder je prisutan nevezano za trudnocu u nekoliko tkiva i organa
koji se regeneriraju, u karcinomskom serumu, te u kulturi medija nekoliko
stani¢nih linija 1 ¢ak u kulturama kvasnica (150). Postoji nesuglasje u tocnom
utvrdivanju EPF. Njegova aktivnost, pojacana je dodatkom PAF (platelet
activating factor) stanica slezene. Uz to, serum trudnica, za razliku od seruma
netrudnica, inducira aktivnost EPF. Prema najnovijima podacima, iako
protutijela za EPF ne utjeCu na razvoj blastociste miSa, ona smetaju rastu
trofoblasta. To upucuje i na neizravno djelovanje EPF na embrij preko
autokrinog luka. Postoji takoder izravno djelovanje na embrij ili na mjesto
implantacije (151). Protutijela za EPF smjeStena su ve¢inom u trofoektodermu s
veoma malo vezanja na unutarnji sloj stanica (mjesto za stanice koje kasnije
dovode do razvoja embrija). Dakle, EPF moZe djelovati kao imunosupresijski
¢imbenik i kao faktor rasta (151).

U mnogih sisavaca EPF perzistira u serumu sve do dvije tre¢ine trudnoc¢e. EPF i
njemu pridruzene molekule suprimiraju proliferaciju T 1 B limfocita, vezuci se
na specificne receptore koje eksprimiraju limfociti nakom stimulacije
mitogenima. Postojanje aktivnosti slicne EPF u embrija korelira s uspjeSnoséu
trudno¢a u pacijentica podvrgnutih IVF postupcima. EPF moze djelovati
zajednicki s folikulostimuliraju¢im hormonom 1 estradiolom na razvoj folikla
isto kao na rano dijeljenje stanica embrija kod IVF. EPF je ukljuen u
imunoloski odgovor prisutan u trudno¢i. Medutim bududi da nije specifi¢an za
embrij, EPF ima ogranic¢enu ulogu u klini¢koj procjeni vijabilnosti embrija prije
implantacije (148).

Cimbenik aktivacije trombocita (PAF- platelet activating factor) su razred
acetiliranih glicero fosfolipida niske molekularne tezine nadeni u mediju koji
okruzuje embrij kratko nakon fertilizacije. Pretpostavlja se da je u misa i ljudi
PAF odgovoran za prolaznu trombocitopeniju prisutnu kratko nakon fertilizacije.
U trudnica PAF je naden u folikularnoj teku¢ini, endometriju i amnijskoj
tekuc¢ini. U netrudnih Zena PAF ima ulogu u interakciji medu stanicama,
promjenama permeabilnost zilja, aktivaciji upalnih procesa i imunoregulaciji
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odbacivanja transplantata. PAF eksprimiraju leukociti, trombociti i endotelne
stanice. Naden je u kulturi medija oplodenih jajasca unutar osam sati od
ferilizacije. Vijabilniji embriji lu¢e vecu koli¢inu PAF nego oni manje vijabilni.
PAF pomaze transportu embrija u jajovodu. Najveca ekspresija PAF-a je u
dvostani¢nom embriju i pada nakon toga. Dodavanje PAF embrijskoj kulturi ima
razli¢ite rezultate. U nekih slucajeva nema djelovanja dok u drugim ima Stetno
djelovanje na embrijsku vijabilnost u misa i smanjuje volumen blastociste (148).

Interferon alfa, limfokin s imunomodulatornim svojstvima, prisutan je u visokoj
razini u fetalnoj cirkulaciji 1 posteljici, ali odsutan iz majcinog seruma. Nasuprot
tome, fetalni limfociti znatno su insuficijentni u produkciji drugog oblika
interferona, interferona gama, koji je jaki aktivator stanica prirodnih ubojica (NK
stanica) i citotoksi¢nih limfocita.

Interferon gama takoder se pokazao kao jaki poticatelj ekspresije HLA- antigena
I. razreda.

Snizenje sinteze interferona gama smanjilo bi stoga ekspresiju trofoblastnih
HLA-antigena.

Povecana proizvodnja interferona alfa i snizena proizvodnja interferona gama
dalji su mehanizam koji doprinosi odrzavanju imune tolerancije fetalnog alo-
grafta (152).

Membrana trofoblasta ima slozenu strukturu od najmanje 20 do 30 proteinskih
podjedinica, od kojih mnoge, barem potencijalno, mogu stimulirati produkciju
imunih protutijela (TLX antigen, onkotrofoblastni/onkofetalni antigeni,
placentna alkalna fosfataza, karcinoembrionski antigen, epitektin, transferinski
receptori, alfa fetoprotein, F9-teratoma antigen; placentni antigeni - HCG, beta 1
glikoprotein (SP1), retroviralni antigen) (153).

Stanice trofoblasta pokazuju neke jedinstvene imunoloske obrasce zbog kojih
cak svi klasicni HLA I i II antigeni eksprimirani na veéini drugih ljudskih
stani¢nih linija nisu eksprimirani ni na jednoj podvrsti trofoblastnih stanica.
Jedini HLA antigeni eksprimirani na trofoblastu su izgleda HLA-G,-E, i —C.
HLA-E pokazuje veoma ograniceni polimorfizam (dva funkcionalna alela), ali je
amniona (154). Vecéa paznja upucena je na HLA-G, jer je njegova ekspresija
ograniCena na ekstravilozni trofoblast. HLA-G pokazuje ograniceni
polimorfizam, iako izgleda pokazuje ekstenzivni polimorfizam u americkih
crnaca (155). Klasi¢éni HLA-C takoder je eksprimiran na stanicama trofoblasta
(18)

HLA-G veze KIRs (killer-cell immunoglobulin-like receptors) NK stanica na
isti nacin kako to ¢ine i1 druge HLA molekule. Ova interakcija blokira
citotoksi¢no djelovanje NK stanica i moZe doprinijeti toleranciji konceptusa,
smanjenjem aktivnosti NK stanica (146). CD8+T stanice vezu HLA-G, ali se jos
tocno ne zna na koji T stani¢ni receptor (Tcr) (52). Do danas nije nadena
ekspresija HLA-G antigena u tkivima odraslih. Taj lokus I. razreda HLA
moze razviti specijalizirane imunogeneticke funkcije u trudno¢i. Raspodjela
proteina HLA-G u tkivima nije ograni¢ena samo na ekstravilozni citotrofoblast.
Tu su i neke epitelne stanice medule timusa, a naden je HLA-G u

makrofazima posteljice, amnijskoj tekucini i endotelu krvnih zila
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mezenhima jezgre horionskih resica fetusa. Homolozi HLA-G identificirani su u
drugim vrstama sisavaca ukljuCuju¢i miSa i rhesus majmuna, te se cvrsto
pretpostavljaja da HLA-G moZe bitno odrzavati imunoloSke i neimunoloske
funkcije.

Imunolo$ke funkcije vjerojatno su:

1) sprecavanje potencijalno Stetnog majcinog antipaternalnog imunoloskog
odgovora, iako je nedavno pretpostavljeno da HLA-G1 izoform mozda
nije bitan za prezivljenje fetusa jer je homozigotna jedinka za null
mutaciju u HLA-G gena mogla prezivjeti.; ove jedinke, medutim, imaju
jos potencijal da vrSe ekspresiju HLA-G2 izoforma koji mogu zamijeniti
deficitni izoform;

2) ograniCavanje Sirenja pocetne infekciju trofoblasta;
3) favoriziranje implantacije na pocetku trudnoce;

4) 1/ili nadzor invazije trofoblasta u kasnijoj trudno¢i.

Neimunoloske funkcije
1) mogla bi biti povezano s regulacijom angiogeneze resica posteljice.

2) HLA-G moze utjecati na brzinu dijeljena embrija na isti nacin kao
pre-implantacijski razvojni (Ped) gen u embrija miSa (preimplantation
embryo development gene), iako HLA-G nema ispravnu nukleotidnu
sekvencu da podijeli glycosyl-phosphatidylinositol linkage, niti ima
interferon gama suglasnu sekvencu. Ostaje jo§ mnogo neotkrivenog
o funkciji HLA molekula Ib. razreda na majcino fetalnom spoju kao 1
u selekciji u timusu (141).

Postoje neki dokazi da bi oSte¢enje deaktivacije komplementa na trofoblastu mo-
glo igrati ulogu u habitualnom pobacivanju (156, 157).

Konaéni mehanizam koji trofoblast upotrebljava cijelo vrijeme trudnoée da
zastiti sebe od majcine citotoksiCnosti je ekspresija visoke razine komplement-
regulatornog proteina na svojoj povrsini, osobito kofaktorski protein membrane
(membrane cofactor protein - MCP;CD46) i ¢imbenika koji ubrzava razgradnju
(decay accelerating factor - DAF;CDS55).

Uobicajni nacin kojim imunoloSki sustav ubija strane stanice ili stanice
karcinoma je aktiviranje sustava komplementa. Izvjesni izotipovi protutijela
vezu antigene membrana i injiciraju kaskadu komplementa, §to vodi skupljanju
membrana kompleksa; to stvara rupu u ciljnoj stanici, koja onda brzo umre.
Tako, prepoznavanje ocevih antigena na povrSini sinciciotrofoblasta moze
aktivirati niz komplementa, Sto rezultira smréu stanica trofoblasta. Izvjesne
molekule smanjuju ovaj fenomen, ili blokiranjem veznog mjesta komplementa
na protutijelu (npr.MCP) ili povecanjem stope razgradnje komplementa
(npr.DAF). Ove molekule djeluju sustavno. U posteljici smanjuju mogucnost
komplementa da ubije stanice trofoblasta koje nose oceve antigene (146).

Sustav CD95/CD95-ligand (CD95-L) (Fas-Fas ligand) je apoptoticki put Siroko
upotrebljavan u imunoskom sustavu tijekom limfopoeze i imunopoeze. Fas je
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membranski protein tip I koji pripada obitelji receptora faktora nekroze tumora
(TNF), 1 poznato je da je receptor za FasL citokin, koji takoder pripada obitelji
TNF citokina. Uglavnom djeluje na regulaciju stani¢nih promjena, eliminaciju
stanica tumora, u antivirusnim reakcijama i u zaStiti posebnih tkiva od
potencijalnih opasnosti koje predstavljaju uglavnom aktivirani limfociti. Takoder
je aktivan tijekom brisanja klonova autoimunih stanica unutar centralnih i
perifernih limfoidnih organa. Ukljuc¢en je 1 u citoliticki put NK stanica, Thl
stanica 1 citotoksi¢nih T stanica. Ova citoliza se odvija istovremeno s
produkcijom perforina od strane NK stanica i citotoksi¢nih T stanica.

Sustav djeluje na sljede¢i nacin: efektorne stanice eksprimiraju CD95-L dok
ciljne stanice eksprimiraju CD95. Za zastitu osobitih tkiva, stanice koje okruzuju
imunoprivilegirano mjesto eksprimiraju CD95-L. Na primjer, CD95/CD95-L su
aktivni u zastiti izvjesnih dijelova oka dok je CD95-L otkriven je na povrsini
Sertolijevih stanica Stakora, a nedavno i1 unutar ljudskog testisa. Pretpostavka je
da stanice trofoblasta eksprimiraju CD95-L i da mogu ubiti aktivirane CD95+
stanice krvi koje dodu u dodir s plodom.

Ligand CD95 sinciciotrofoblasta veze se za CD95 na maj¢inim imunoloSim
stanicama, Sto okida apoptozu imunoloSkih stanica majke; nasuprot tome,
vezanje CD95 na njegov ligand na sinciciotrofoblastu ne poti¢e apoptozu
sinciciotrofoblasta.

Stanice trofoblasta sintetiziraju CD95-L in vivo 1 in vitro. Kultivirane stanice
trofoblasta mogu inducirati apoptozu T lifocita periferne krvi koji eksprimiraju
CDO95. Stanice trofoblasta takoder eksprimiraju CD95, ali to ne uzrokuje njihovu
apoptozu veé vjerojatno igra ulogu u ograni¢avanju proliferacije trofoblasta.
Samo se dio promatranih apoptoza desava djelotvorno preko puta CD95/CD95-L
I drugi apoptoticki sustav TNF/TNF-R, koji je takoder prisutna u posteljici,
mogao bi biti ukljucen u toleranciju fetusa.

Osim toga, proteoliza CD95-L na povrsini stanica, posredovana membranskom
metalproteinazom, proizvodi topljivi oblik CD95-L od 26kDa. Ova molekula je
bioloski aktivna 1 moze takoder okinuti apoptozu bliskih imunih stanica ili onih
koje dolaze u dodir s fetalnim stanicama (146).

Ve¢ je odavno poznato da se na stanicama trofoblasta nalaze naslage fibrinoid-
nog materijala poznatog pod nazivom Nitabuchov sloj. Taj fibrinoidni materijal
sadrzi velike koli¢ine sulfata sijalinske kiseline. To je deblji $to je veca antigen-
ska razlika izmedu majke i fetusa. Sijalinska kiselina ¢ini 1 do 3% teZine stanice
trofoblasta, Sto je neuobicajeno visoka razina, kakvu nema nijedna druga stanica
u organizmu. Osim toga sijalinska kiselina daje stanicama trofoblasta vrlo veliki
negativni naboj. Poznato je da upravo elektrostatski naboj znatno utjece na
stani¢ne interakcije, pa je logi¢no pretpostaviti da ¢e takva struktura sprecavati
ili izrazito otezavati intimni kontakt majcinih limfocita, koji su takoder
elektronegativni, 1 stanica trofoblasta. Te tako otezati odnosno onemoguditi
prepoznavanje fetalnih antigena.

Antitrofoblastna  protutijela 1 trofoblastni antigeni nisu  definitivno
okarakterizirani. Antitrofoblastna protutijela su imunoglobulini majke klase IgM
1 IgG usmjereni protiv fetalnih trofoblastnih antigena 1 mogu utjecati na
formaciju blastocista/trofoblast. Koncentracija protutijela smanjuje se tijekom
sljede¢ih trudnoéa (158). Ne postoji suglasnost s obzirom na subpopulaciju
trofoblasta koja sluzi kao antigen.
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Trofoblastni antigeni koji krizno reagiraju s limfocitima (TLX antigen) su
polimorfni antigenski sustav koji na svojoj povrsini eksprimiraju stanice fetalnog
trofoblasta i maj¢ine imunokompetentne stanice (159,160). Privukao je
pozornost reproduktivnih imunologa kao potencijalni imunoregulator. Nadeno je
da je TLX antigen identican CD46; neki smatraju da je to polimorfni antigen na
sinciciotrofoblastu R8OK (161).

Njegova jaka ekspresija na svim trofoblastnim stanicama §titi te stanice od
komplement posredovanog oSteéenja, koje nastaje zbog napada majcinih
protutijela ili lokalnog tkivnog resktrukturiranja i izmijenjene hemostaze, koji
mogu podupirati stalnu nisku razinu aktiviranog komlementa. Ljudska protutijela
za R80K suprimiraju citotoksicnost NK. Prema tome uspje$na trudnoca trazi
vezanje IgG na R80K, istrazivane su samo terminske posteljice i daljnja
istrazivanja su potrebna da se odredi vaznost R80K u ranoj trudno¢i. Tijekom
normalne trudnoce antiTLX protutijela veZzu se na TLX antigene trofoblasta. Ta
protutijela mogu se eluirati s posteljice, in vitro blokiraju reakciju majcinih
limfocita usmjerenu na limfocite roditeljskog partnera. TLX antigeni poticu
novacenje supresorskih stanica u uterus (140). U ranijim istraZivanjima iz
uzoraka seruma nisu odstranjena druga protutijela kao na primjer
antifosfolipidna protutijela. Tedesco 1 suradnici ukazuju na prisutnost
antitrofoblastnih protutijela u Zena s klini¢ki definiranim rekurentnim spontanim
pobacajem (RSA) (162).

U krvi trudnica nadeni su mnogi imunoregulacijski faktori. Trofoblast proizvodi
nekoliko nespecifi¢nih imunosupresijskih faktora kojih je svrha takoder supresija
maj¢inoga imunoloskog odgovora na oceve antigene prisutne na stanicama
fetusa. Njihova uloga u trudno¢i jos nije razjasnjena.

Progesteron, estrogeni-estradiol, alfa 2 glikoprotein udruZzen sa trudnocom,
HCG, HPL i1 humani horionski somatotropin, alfa fetoprotein, PAPP-C djeluju
imunosupresijki sistemski samo u superfizioloSkim koncentracijama u serumu.
Prema tome njihovo imunosupresijsko djelovanje vjerojatno se ocituje na
povrsini trofoblasta. Brojni hormoni i citokini prisutni su i1 djeluju u posteljici.
Oni djeluju na tkivo trofoblasta na mnogo nacina i neki od njih moduliraju
imunoloske funkcije.

Postojanje 1 uloga supresijskih stanica tijekom trudnoce su kontroverzni (163).
Supresijske stanice vjerojatno suprimiraju maj¢in imunoloski sustav i njihova
deficijencija dovodi do fetalnog gubitka. Ne postoji konsensus s obzirom na
izvor i prirodu supresijskih stanica, iako one mogu ukljucivati T stanice
specifi¢ne za stanice trofoblasta, endometrijske/decidualne ¢imbenike, steroidne
hormone ili nespecificne bjelanCevine i glikoproteine (164). Supresijske stanice
identificiraju se svojim sekrecijskim proizvodima, kao Sto su IL-2, blokirajuci
¢imbenici, prostaglandin E, ili TGF-B2 (165). Supresijska aktivnost u ljudi
ocijenjuje se upotrebom neprociS€enih posteljicnih ekstrakata, kultiviranjem
supernatanta posteljicnih ekstrakata, kultiviranjem supernatanta koriokarcinoma
1 linija teratokarcinoma (166). Supresijske stanice decidue u 50% zena s RSA
smanjeno stvaraju TGF-B2 (165).

U decidui, populacija malih limfatickih stanica koje, vjeruje se nisu T ni B
stanice, stimulirana trofoblastom proizvodi imunosupresijske faktore. Aktivnost
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ovih stanica visoka je u wuspjesSnim trudno¢ama. One oslobadaju
imunosupresijske molekule TGF-B2 (transformiraju¢i faktor rasta beta 2).

Dok je stopa pobacaja povecana kao odgovor na primjenu antiTGF-B protutijela.
Takoder novi TJ6, supresorski protein kojeg stvara decidua i timus, moze imati
vaznu ulogu u prevenciji neuspjesnih trudnoca.

lako 1 TJ6 1 TGF-B2 proizvodi decidua, izgleda da su ove dvije molekule
razli¢ite. TGF-B2 molekule detektabilne su samo nakom implantacije, dok je TJ6
protein prisutan ranije. Mozda su ove dva faktora razli¢ita ali imaju
kompelmentarnu ulogu u osiguranju uspjesne trudnoce. Tako je TJ6 vazan u
ranoj trudnoc¢i bududi da olakSava placentaciju, sprecavajuci citolizu trofoblasta
NK stanicama. Odrzavanje daljnje vijabilnosti i otpornosti na Stetno djelovanje
NK stanica osiguravaju TGF-2 koje luce decidualne supresijske stanice (167).

Vazna molekula je progesteron kojeg posteljica sintetizira u velikoj koli€ini.
Kadar je sniziti imunoloski odgovor. Opisano je to¢no djelovanje ovog hormona
na toleranciju fetusa.

U trudno¢i dolazi do aktivacije progesteronskih receptora na povrsini CD8+ T
limfocita. Ove stanice stimulirane progesteronom luce ¢imbenik od 34-kDa koji
suprimira citolitiCku aktivnost NK stanica. Tako neodgovarajuc¢a produkcija
progesterona moZe dovesti do neodgovarajuce supresije citolitiCke aktivnosti NK
stanica $to moze rezultirati pobacajem (167). Progesteron potice sintezu LIF-a u
endometriju i pomi¢e Th1/Th2 ravnotezu prema TH2.

Progesteron medutim nije jedini hormon koji djeluje na imunoloski sustav.

Hormon rasta nekih vrsta glodavaca  takoder utjeCe nedvojbeno na
funkcioniranje imunoloskog sustava. Ljudska posteljica sintetizira posebni
hormon rasta, humani postelji¢ni hormon rasta (hPGH), koji se razlikuje u samo
13 amino kiselina od pituitarnog hormona rasta (hGH-N); hPGH zamjenjuje u
krvi majke hGH-N tijekom druge polovice trudno¢e. hPGH se obilno stvara
tijekom trudnoée i moZze igrati aktivnhu ulogu u feto-placentnoj toleranciji
djelujuéi na majcin imunoloski sustav. Jednako je djelovanje hGH-N i hPGH na
proliferaciju stanica i produkciju citokina pokazano je pokusima u kojima su
hGH-N ili hPGH uvedeni u fizioloskim koncentracijama u kulture medija
limfoidnih stanica (146).

Endometrij majke sintetizira i lu¢i hidrosolubilnu molekulu koja se zove faktor
inhibicije leukemije (LIF), prate¢i menstruacijski ciklus progesterona, s
najve¢om ekspresijom izmedu 19. 1 25. dana menstruacijskog ciklusa (168). LIF
vodi diferencijaciju ljudskog trofoblasta prema adhezivnom fenotipu potrebnom
za implantaciju (169,170). LIF ureduje medusobna djelovanja izmedu majcinih
decidualnih leukocita i1 blastociste tijekom implantacije budu¢i da invadirajuci
ekstravilozni trofoblast eksprimira LIF-R, te potice ekspresiju LIF mRNA u
decidualnih leukocita (171). Epitel endometrija, stanice strome i stanice decidue
lu¢e LIF. Tijekom trudno¢e decidua i Th2 limfociti sintetiziraju LIF, dok
sinciciotrofoblast eksprimira LIF-R. To¢na funkcija LIF/LIF-R molekula tijekom
trudno¢e jo$ je nepoznata. Vezanjem LIF-a na njegov receptor vjerojatno se
potice rast i diferencijacija trofoblasta. Ovaj mehanizam je takoder usko povezan
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s drugim imunoloskim mehanizmnima uklju¢enim u feto-maternalnu toleranciju,
kao $to su Th1/Th2 balans i regulacija progesteronom (146).

Fertilne Zene tijekom implantacije i sekrecijske faze ciklusa izluCuju vece
koncentracije LIF nego Zene s reprodukcijskim neuspjehom (168, 172).

Iako vaznost LIF tijekom razvoja gameta, i ranog embrija ostaje kontroverzna,
ekspresija LIF je bitna za razvoj blastociste i implantaciju u ljudi.

LIF inhibira sekreciju metalproteinaze, povecava odlaganje fetalnog fibronektina
u izvanstani¢ni matriks i inhibira diferencijaciju citotrofoblasta u sincicium

(169).

Promjene u ekspresiji LIF ljudskog endometrija udruzene su s reproduktivnim
neuspjehom tijekom perioda implantacije.

In vivo studije koncentracije LIF-a, mjerenjem ispirka materiSta fertilnih i
infertilnih Zena 1 Zena s ponavljanim pobacajima, naSle su smanjenu
koncentraciju LIF-a u Zena s neobjasnjenim infertilitetom (173).

Daljnje studije su potrebne da razjasne uzajamno djelovanje LIF majke-fetusa
tijekom rane reproduktivne faze razvoja (14).

Adhezijske molekule reguliraju uzajamno djelovanje izmedu stanica i tkivnog
matriksa. Endometrijski ¢imbenici adhezije reguliraju uzajamno djelovanje
izmedu stanica trofoblasta/blastociste 1 endometrija tijekom implantacije.
Integrini, kompleks trofinin-tastin, CD44 i cadherin-11 su endometrijski
¢imbenici adhezije utvrdeni na majcino-fetalnom spoju tijekom implantacije
(174). Trofinin 1 tastin otkriveni su na trofoblastu 1 epitelnim stanicama
endometrija, stvaraju kompleks adhezijskih stanica koji regulira implantaciju
(175). Osim toga, ekspresija trofinina i tastina odigrava se u ljudskom
endometriju 16/17 dan, u ranoj sekrecijske fazi menstrualnog ciklusa (176).
Integrini su velika obitelj molekula, transmembranskih receptora sastavljenih od
nekovalentno povezanih alfa i beta podjedinica, koje usmjeravaju stanice u tijeku
diferencijacije, povezuju stanice medusobno i s izvanstani¢nim matriksom (177).
Vecina stanica, te spermij i oocita, ukljucujuéi i sve limfocite T nose integrine
(178).

U ljudi integrini su vazni tijekom fertilizacije, implantacije 1 razvoja posteljice.
Specifi¢ni integrini i/ili promijenjena ekspresija integrina kontroliraju brzinu
migracije blastociste i invaziju decidue (179,180).

Reprodukcijski neuspjeh u ljudi povezan je s nedostatnom promjenom profila te
zakasnjelom ekspresijom integrina trofoblasta (181,182,183).

Druge adhezijske molekule CEACAM1/CD66a/C-CAM/BGP, pripadaju obitelji
karcinoembrionskih antigena (carcinoembryonic antigen), izrazavaju se na
povrsini endometrija 1 zljezdanom epitelu. lako odsutan na decidualnim
stanicama, CEACAMI je otkriven na endometrijskom epitelu, malim
endometrijskim krvnim Zzilama, ekstraviloznim stanicama trofoblasta. I drugi
¢imbenici mogu takoder pokazivati adhezivna svojstva za vrijeme trudnoce, kao
krvne grupe H tip I, antigen Lewis, lecitin 1 heparin sulfat (174).

Veliki utjecaj na receptivnost endometrija ima ekspresija antiadhezijskih
molekula mucina u endometriju ili decidui.
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Mucini su skupina velikih glikoproteina koji oblikuju sluz u respiratornom,
gastrointestinalnom 1 urogenitalnom traktu (184). SluZze kao podmazivali i
protektori bazalnih epitelnih stanica (185).

MUCI, poznat kao Muc-1gen u drugih vrsta, hormonski je regulirani proizvod
endometrijskih Zlijezda i1 luminalnog epitela. Visoka ekspresija MUCI1 sprecava
implantaciju blastocista u primata. U ljudi i drugih sisavaca embriji signaliziraju
epitelu maternice da smanji ekspresiju mucina, omogucavajuéi implantaciju.

Ako MUCI inhibira implantaciju, smanjena koncentracija MUCI1 u zena s
reproduktivnim neuspjehom dopusta implantaciju embrija slabije vijabilnosti.
Medutim, u fertilnih Zena, visa koncentracija MUCI za vrijeme implantacije
nudi povolju priliku za prenatalnu selekciju (prenatalni izbor) (186).
Pretpostavlja se da ekspresija MUCI djeluje kao majcin selekcijski mehanizam
za vijabilni embrij (187,188).

Zene s povijeséu reprodukcijskog neuspjeha pokazuju nizu koncentraciju MUC1
za vrijeme imlantacije u usporedbi s fertilnim Zenama (189,190). Oni mogu
takoder utjecati na pristup spermija do oocite u reproduktivnom traktu majke
(186). Ekspresija MUC1 u endometriju moze imati presudnu uloge tijekom
implantacije, a aberantna, ili nedostatna ekspresija mucina, vodi reproduktivnom
neuspjehu.

Aneksin II je ¢lan obitelji glikoproteina koji vezu negativno nabijene fosfolipide
u kalcijum ovisnom okruzju. Aneksini su membranski vezani proteini koje
eksprimiraju i normalne, 1 maligne stanice, a moze ih luciti posteljica. Nedavno
je pokazano da aneksin II mozZe djelomicno inhibirati imune stanice majke. Tako
ove molekule mogu biti ukljuenje u zastitu fetusa protiv imunoloskog sustava
majke. Mogucéa je wuloga aneksina II u toleraciji fetusa. Anexin II
sinciciotrofoblasta inhibira funkciju maj€inih limfocita, na primjer sekreciju IgG
1 proliferaciju stanica, nakon vezanja za negativno nabijene fosfolipide (146)

Majcin imunoloski sustav aktivno prepoznaje fetalni alograft, a to dovodi do
stvaranja zaStitnih faktora putem stani¢nog odgovora i stvaranjem zaStitnih
protutijela i citokina. I maj¢ine i fetalne stanice ukljucene su u sekreciju citokina.
S majCine strane ukljuceni su brojni makrofagi, veliki granulirani limfociti,
stanice decidue i strome isto kao i T stanice koje infiltriraju posteljicu i deciduu,
a s fetalne strane makrofagi, ili Hofbaurove stanice i stranice trofoblasta. (130)

Citokini su niskomolekularni glikoproteini (15-25kDa) koji posreduju djelovanje
jedne stanice na drugu (intercelularna komunikacija). Luce ih mnogobrojne
stanice u organizmu, ali ve¢inom imunoloske i upalne stanice. Djeluju na same
imunoloske 1 upalne stanice, na hematopetske stanice, ali i na razli¢ite druge
stanice, kao S§to su fibroblasti, hepatociti 1 keratinociti (parakrino djelovanje),
ali katkada djeluju na iste stanice koje ih luce (autokrino djelovanje). Luce se i
djeluju lokalno, djelatnost im brzo nestaje (poluvijek zivota im je nekoliko
minuta) pa ih mnogi smatraju lokalnim hormonima. Medutim u nekim stanjima,
kao Sto su bakterijske sepse 1 proSireni maligni tumori, lue se u velikim
koli¢inama te se w»prelijevaju» u cirkulaciju i djeluju na udaljena tkiva
(endokrino djelovanje). Citokini imaju brojne bioloske ucinke: djeluju na
procese aktivacije, proliferacije (rasta) i1 diferencijacije stanica, potiCu u
stanicama nove funkcije, posreduju ili reguliraju imunoloske reakcije, djeluju
kemotaksijski i1 reguliraju upalne procese. Drugi pak inhibiraju rast stanica ili
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djeluju citotoksi¢no. Na taj naCin citokini sudjeluju u procesima homeostaze
(112). U najsirem kontekstu obitelj citokina obuhvaca ne samo bjelancevine koje
izlu€uju izvorno opisane populacije imunololoskih i upalnih stanica, ve¢ takoder
i bezbrojne faktore rasta, onkogene, kemokine i druge topljive ¢imbenke koji
djeluju na rast, diferencijaciju 1 vijabilnost stanica parakrinim, autokrinim i
jukstakrinim nac¢inom preko vezanja na njihove membranski vezane receptore
(191).

Po ovim brojnim ucincima citokini se razlikuju od faktora rasta koji uglavnom
djeluju na rast stanica. U novije vrijeme otkriveni su citokini znatno manje
molekularne mase od klasi¢nih citokina, a glavno im je djelovanje kemotaksija.
Ti citokini nazvani su kemokini (prema engl. Chemotactic cytokine).

Limfokini su izraz za citokine koje luce limfociti, a monokini su citokini koje
lu€e monociti-makrofazi.

Izraz interleukin rabio se primarno za citokine (limfokine) koje luci jedna vrsta
leukocita a djeluju na dugu vrstu leukocita. U danasSnje vrijeme izraz interleukin
rabi se za leukocitne citokine kojih je grada (redoslijed aminokiselina) poznata i
koji se mogu proizvesti u cCistom obliku metodama rekombinantne DNA-
tehnologije (112).

U novije vrijeme citokini se svrstavaju u podskupine prema gradi i mehanizmu
djelovanja njihovih receptora. Tako se citokini dijele u nekoliko «obitelji»:
obitelj IL-2 (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-12, IL-15), obitelj IL-6 (IL-6, IL-11 i
LIF), obitelj hematopetina (GM-CSF, IL-3, IL-5, eritropoetin, obitelj s
receptorom poput imunoglobulina (ILK-1, M-CSF), obitelj TNF (TNFa, TNF,
CDA40L, FasL) i interferonska obitelj (svi interferoni) (112). Za djelovanje
mnogih citokina svojstven je pleotropizam, tj. da jedan te isti citokin djeluje na
nekoliko vrsta stanica i ima viSe razli¢itih ucinaka. Za citokine takoder je
karakterisit¢na redundacija, tj. da isto djelovanje na istu stanicu moze imati
nekoliko citokina odnosno da se djelovanje razlicitih citokina dobrim dijelom
preklapaju. Unato¢ redundaciji spektar djelovanja pojedinog citokina jest
jedinstven. Receptor vecine citokina graden je najmanje od dvaju polipeptidnih
lanaca (podjedinice), od kojih je samo jedan specifi¢an (za nj se veze citokin), a
drugi je nespecifican (prenosi signal u stanicu). Razliciti citokini koriste se istom
nespecificnom, transdukcijskom podjedinicom koja je prisutna u mnogim
stanicama (112). Ovi solubilni receptori opisani su u mnogim tjelesnim
izlu¢evinama (u serumu, plazmi, urinu, i razli¢itim kulturama stanica ovisnim o
sredini-mediju i ukljucuju IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, LIF, G-CSF,
M-CSF, GM-CSF-¢imbenik koji stimulira granulocitne-makrofagne kolonije 1
TNF-a isto kao 1 EGF 1 PDGF) gdje oni mogu posluZiti za nekoliko funkcija.
Jedna takva funkcija je zastita liganda od proteolize. Oni takoder mogu posluziti
u za transport ili djelovati kao rezervoar koji zadrzava citokine u pohrani sve dok
su oni prisutni na povrSinskim receptorima. Tako se omogucava djelovanje
citokina. Solubilni citokinski receptori mogu takoder djelovati kao antagonisti
kompeticijom s vezanjem liganda za povrSinske receptore (112,191).

Bioloska aktivnost u nekom uzorku ili pripravku obi¢no se testira biotestom.
Mjeri se ucinak citokina na aktivaciju, proliferaciju ili citotoksicnost osjetljivih
stanica. U najnovije vrijeme, nakon izolacije Cistth molekula i dobivanja
visokospecificnih monoklonskih protutijela, razina limfokina odreduje se
imunokemijskim metodama (radioimunotest ili enzimoimunotest). Sli¢nim se
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metodama nastoji odrediti prisutnost receptora na stanicama ili u serumu za
pojedine citokine (112). Interleukini (IL), kao Sto je ve¢ spomento, dobili su ime
po tome Sto ih luce leukociti i djeluju na leukocite. No danas se zna da
interleukine mogu luciti i druge stanice te da interleukini djeluju na neleukocitne
stanice (npr. Fibroblasti, endotelne stanice, osteoblasti itd.). Poznato je vise od
18 interleukina, a dobro su poznata svojstva 12-13 interleukina. Samo tri ili Cetiri
interleukina lu¢e monociti-makrofagi, a sve ostale luce uglavnom limfociti T.

Interleukin-2 nazivao se i hormon rasta limfocita T (TCGF, prema engl. T cell
growth factor) jer omogucuje dugotrajan rast (proliferaciju) stimuliranih
limfocita T in vitro. Gen za IL-2 je singe—copy gen koji sadrzi 4 exona i smjesten
je na 4. kromosomu —4q26-27. IL-2 je glikoprotein. Nezreli protein sastoji se od
153 aminokiseline. Tijekom sazrijevanja Cisti se prvih 20 aminokiselina, $to
rezultira zrelim proteinom od 133 aminokiseline s pretpostavljenom
molekularnom tezinom od 15,4kD. Zbog varijacije u profilu glikozilacije,
molekularna tezina moze varirati izmedu 15 1 20 kD. Glikolizacija nema utjecaja
na biolosku aktivnost ali je izgleda vazna za eliminaciju-odstranjenje putem
hepatocita Tijekom sazrijevanja IL-2, §to ga luCe aktivirani pomagacki limfociti,
ne djeluje na neaktivne, djevicanske limfocite T jer oni ne izraZavaju receptor za
IL-2; tek limfociti stimulirani antigenom ili mitogenom izrazavaju taj receptor i
proliferiraju u prisutnosti IL-2. To djelovanje IL-2 osobito je vazno za
sazrijevanje citotoksi¢nih limfocita T, a koristi se za dugotrajno uzgajanje linija
(klonova) limfocita in vitro. IL-2 uzrokuje proliferaciju i povecava citotoksi¢nost
stanica NK 1 manjeg dijela neaktiviranih limfocita T. Za razliku od limfocita T,
stanice NK imaju u mirovanju izrazen receptor IL-2 (lanac ). Pod utjecajem IL-
2, te stanice postaju nespecificno citotoksicne za mnoge tumorske stanice i
nazivaju se LAK (prema eng. Lymphokine activated killers). IL-2 djeluje 1 kao
kofaktor u sazrijevanju aktiviranih limfocita B (112).

Dva najvaznija citoksina: faktor tumora nekroze (TNF) i limfotoksin (LT)
kodiraju geni unutar HLA sustava pa imaju slicnu gradu i djelovanje. Gen za h-
TNF-a je jedna kopija gena duzine priblizno 3,6kb, sastojio se od 4 exona i
mapiran je na 6. kromosomu 6p23-6q12, veoma blizu nalazi se i gen za h-TNF-
B. hTNF-a je ne-glikolizirana bjelancevina od 17kD, duzine 157 aminokiselina.
Oblik TNF od 17 kD je procis¢eni intracelularni prekursor bjelancevine od 26
kD, koja sadrzi dodatne N-terminalne propeptidne sekvence od 76 aminokiselina
koje su usidrene molekule prekursora u stani¢noj membrani. Medutim, proizvode
ih razli¢ite stanice: TNF proizvode u prvom redu monociti-makrofagi, a LT
citotoksi¢ni limfociti T. Zbog sli¢nosti grade i1 djelovanja predloZeni su i sli¢ni
nazivi za ta dva limfokina: TNFa i TNFB za TNF odnosno LT. Mehanizam
kojim ti limfokini ubijaju ciljnu stanicu temelji se na cijepanju (fragmentaciji)
DNA u stanici.

Faktor nekroze tumora (TNFa) dokazan je najprije u serumu Zivotinja kojima je
usStrcan endotoksin (lipopolisaharid iz stijenki gram-negativnih bakterija).
Pokazalo se da taj faktor, a ne endotoksin, izaziva, hemoragi¢nu nekrozu, a
katkada i1 potpunu regresiju malignih tumora in vivo. Medutim, sam TNFa ubija
vrlo malo tumorskih stanica in vitro pa se misli da je njegov protutumorski
ucinak in vivo indirektan, tj. da je posljedica njegovih imunomodulacijskih
ucinaka. Doista, zamije¢eno je da TNFa ima citav niz takvih ucinaka, npr.
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povecanje izrazavanja antigena HLA II. razreda (osobito na endotenim
stanicama kapilara) i1 receptora za IL-2 na limfocitima, indukcija citotoksi¢nih
limfocita, aktivacija neutrofilnih leukocita i pojacanje sekrecije drugih citokina
pa je tesko odrediti koji je osnovni mehanizam djelovanja TNFa.

Osim toga, TNFa ima ¢itav niz neZeljenih djelovanja koja ograni¢avaju njegovu
sistemsku primjenu. TNFa inhibira sintezu lipoproteinske lipaze, a uzrokuje
lipemiju, anoreksiju, i kaheksiju pri uznapredovalim infekcijama i zlo¢udnim
tumorima (otud i1 drugo ime TNFa; kahektin). Nadalje, izaziva sliku
endotoksickog Soka 1 inhibira rast eritropoetskih i mijelopoetskih kolonija. Ima
sli¢na proupalna djelovanja kao IL-1 pa se svrstava medu proupalne citokine.
Citokini normalno djeluju lokalno jer se lu¢e u malim koli¢inama i zato S§to
djeluju razliciti inhibitori njihova djelovanja. Kao inhibitori koji koce sistemsko
djelovanje citokina najces¢e djeluju antagonisti receptora (vezu se na receptor
citokina, a ne izazivaju bioloski ucinak-kompetitivnu inhibiciju, npr.antagonst
receptora za IL-1) i slobodni receptor u serumu blokiraju djelovanje citokina
(topljivi dijelovi receptora «otkinuti» sa stanicnih membrana ciljnih stanica). U
sluajevima kada se luce velike koli¢ine citokina, citokini sewprelijevaju» u
cirkulaciju 1 mogu imati nezeljene ucinke. Nadalje, obi¢no se usporedno i nakon
lu¢enja citokina luce glukokortikoidi koji koce proizvodnju ili djelovanje
limfokina (112,192). TNF-a prisutan je u serumu zena podvrgnutim postupku
IVF u rasponu koncentracije od 84 do 920 pg/ml (193).

Citokini takoder imaju mnoge ucinke na reprodukciju i ukljuceni su u razvoj
gameta (193,194), implantaciju, invaziju trofoblasta, decidualizaciju, razvoj
posteljice i imunotoleraciju trudnoée (195,196). Opcenito, Thl citokini mogu
ostetiti postelji¢ni trofoblast ili imati Stetna djelovanja na zametak, izravnim
embriotoksickim djelovanjem (196). Th2 citokini sprecavaju maj¢in Thl
odgovor protiv zametka (197).

Razli¢ite vrste stanica izlucuju citokine kao odgovor na infekciju, ukljucujuéi
infekciju na majcino-fetalnom spoju. Najranija istrazivnaja citokina usmjerila su
se na lucenje citokina iz limfocita T.

Pomagacki limfociti T (Th) sastoje se od dvije podvrste stanica, koje se razlikuju
po funkciji 1 luenju pojedinih citokina. Izvorno, ove dvije vrste, Thl 1 Th2,
klasificirane su in vitro upotrebom bioeseja i ELISA, nijedna subpopulacija
nema specifi¢nog biljega, nego se prepoznaju po vrsti limfokina koje lu¢e nakon
kontakta s antigenom ili nespecifi¢nim aktivatorima limfocita.

Th1 stanice luce citokine interleukin-2 (IL-2), limfotoksin (TNF-B) i interferon y
(IFN-y), a Th2 stanice luce IL-4, IL-5, IL-10. Obe Thl i Th2 stanice luce IL-3,
IL-6, IL-12, IL-13, TNF-a, GM-CSF, enkefalin i kemokine citokine. Thl
proizvode nesto vise IL-2 i1 faktora nekroze tumora-alfa (TNFa) nego TH2, dok
obje subpopulacije lu¢e podjednake kolicine IL-3, IL-7 i GM-CSF (112).
Op¢enito, Thl i Th2 citokini induciraju razli¢ite u¢inke. Thl citokini proizvode
citotoksi¢ne 1 upalne reakcije, posreduju reakcije kasne preosjetljivosti (DTH-
delayed-type hypersensitivity) i proizvode ozljede tkiva u infekciji i autoimunim
bolestima. Th2 citokini poticu proizvodnju protutijela (gensko prekapcanje,
dozrijevanje afiniteta protutijela), osobito IgE reakcije, i poveéavaju proliferaciju
1 funkciju eozinofila (198). Vrlo je vazno zapazanje da limfokini jedne podvrste
stanica Th stimuliraju rast stanica Sto ih proizvode, a inhibiraju rast druge
podvrste stanica (112). Stoga, relativna ucestalost ovih antagonistickih
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citokinskih podvrsta odreduju da li je imunoloski odgovor zastitni ili patoloski
(111, 198).

Citokini mogu ovisno o tipu i koncentraciji citokina koji se lu¢i te stupnju
diferencijacije ciljnog tkiva, izravno ili neizravno, interferirati s reprodukcijskim
dogadanjima (111).

Wegmann 1 suradnici postavili su postulat da je trudnoca ravnoteza izmedu
aktivnosti Th1l 1 Th2 citokina. Prezivljenje fetusa bilo poboljSano ako su Thl
reakcije inhibirane s Th2 citokinima (110). Prirodna posljedica iz ve¢ dokazanih
zakljucaka ove hipoteze je da djelovanja Thl-tipa citokina dovodi do fetalnog
gubitka (197) i da deficit osobitih citokina vaznih za trudnocu dovodi do
redukcije razvoja posteljice, subnormanog fetalnog rasta ili ¢ak do fetalne smrti
(195, 196). lako su mjerene koncentracije citokina tijekom ljudske trudnoce,
njihovi specificni ucinci na trudno¢u odredeni su proucavanjem drugih vrsta.
Kompleksan profil Th1/Th2 je otkriven u ljudi i ne postoji suglasnost da se
preusmjerenje imunoloske reakcije od Thl u Th2 dogada tijekom Iljudske
trudnoce. lako izravni uzro¢ni odnos izmedu proizvodnje ljudskih citokina i
gubitka trudnoce nije naden, razlike u aktivnosti citokina nadene su u fertilnih
Zena i onih s iskustvom reprodukcijskog neuspjeha.

Tranchot-Diallo i suradnici nisu otkrili "klasi¢ne" Th2 profile u trudnica (199)
nasuprot toga, Reinhard i suradnici nasli su su povecanje Th2 citokina (IL-4) i
smanjenje Thl citokina (IFN-y i IL-2) za vrijeme, 1 uskoro nakon, normalne
trudnoce (200).

Ne postoje slaganja s obzirom na skretanje citokina u zena s RSA.

Schust 1 Hill nisu nasli udruzenost izmedu ishoda trudnoée u Zena s RSA 1 nivoa
serumskih Th1(IL2, IFN-y, TNF-a) i Th2 (IL10) citokina i topive intracelularne
adhezijske molekule-1 (SICAM-1) (201).

Mallman nije naSao razliku u nivou IL-2 u serumu trudnih i netrudnih Zena.
U Zena s ponavljaju¢im pobacajima nasao je znafajno povecanje TNF-a te
smanjenje IL-2 u serumu u usporedbi s Zenama s urednom trudnoc¢om (202).

Shaarawy 1 suradnici uzimali su krv trudnicama, sa znakovima krvarenja i
bolovima u prvom tromjesjecju i to u dvije skupine trudnica: s prethodno 3
uzastopna spontana pobacaja i sada dokazanim odumrlim embrijem, urednog
kariotipa, 1 druga skupina trudnica kojoj je ovo prva neuspjela trudnoca
uzrokovana abnormalno$éu kromosoma. Odredivali su razinu citokina IL-1f,
TNF-a IFN-y, neopterin u serumu. Krv su uzimali neposredno prije evakuacije
trudno¢e. Koncentarcija TNF-a u serumu u habitualnih pobacilja bila je
znacajno visa nego u kontrolnoj skupini. Sredna vrijednost koncentacije TNF-a
je 14.2+1.73 pg/ml u kontrolnoj skupini, a 25,95+2.12 pg/ml u habitualnih
pobacilja (203).

U kasnijem izvjestaju Hill nije potvrdio prediktivnu vrijednost za ishod trudnoce
nivoa TNF i IL-2.

Pokusao je dati objasnjenje za to:»Jedan od moguéih razloga za ovu diskrepancu
moze biti $to su u nasoj studiji, uzorci seruma dobiveni nakon potvrdene srane
akcije fetusa te kasnije korelirani s ishodom naredne trudnoce, dok naprotiv u
studiji koja izvjeStava da su razina serumskog TNF i IL-2 povezani s gubitkom
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trudnoce, istraziva¢i nisu naveli da 1i su fetusi bili zivi ili mrtvi u vrijeme
dobivanja seruma. To je potencijalno vazno jer u slucajevima missed abortiona
gdje je fetus ve¢ mrtav, nije iznenadujuc¢e nacéi poviSenje upalnih citokina.
Istovremeno, procjena embriotoksi¢nosti maj¢inog seruma u sustavima misje
kulture nije takoder znacCajno vrijedna sve dok nije izvrSena inaktivacija
toplinom da razori komplement i preapsorpcija mi§jim splenocitima da odstrane
heterofilna protutijela. Osobitu paznju je takoder potrebno usmjeriti na epruvete
za sakupljanje seruma jer je gumeni Cep epruveta vakuumtajnera
embriotoksi¢an» (196).

Palfi i suradnici odredivali su IFNy i I[L-4 u serumu Zena habitualnih pobacilja.
Uzorak su uzimali prije trudnoce i u trudnoéi izmedu 7-10 1 17 —20 tjedna i nako
trudnoce. Nisu nasli pomak Thl (IFN-y) prema Th2 (IL-4) tijekom trudnoce u
Zena s RSA. Nasli su znac¢ajno vecu razinu IFN-y 1 IL-4 u 17-20 tjednu trudnoce,
u odnosu na prvo tromjesecje 1 prije trudnoce i nakon poroda u Zena habitualnih
pobacilja. Razina citokina bila je znacajno visa u netrudnih Zena habitualnih
pobacilja u odnosu na kontrolu (204).

Medutim, Reinhard i suradnici u Zena s RSA nasli su preusmjerenje prema Thl
imunosti (199).

MacLean i suradnici odredivali su koncentraciju IL-2 receptora u serumu ne
trudnih Zena, zdravih trudnica u prvom tromjesecju, trudnih zena s anamnezom
habitualnog pobacivanja ¢ija je trudnoda zavrSila kasnije neuspjeSno u prvom
tromjesecju i u onih habitualnih pobacilja ¢ija se trudnoca uspjesno razvijala
nakon prvog tromjeseCja. Koncentracija IL-R bila je znaCajmno visa u
habitualnih pobacilja u odnosu na netrudne Zene i zdrave trudnice. Pri uzimanju
drugog uzorka izgubila se razlika u koncentraciji IL-2 receptora izmedu zdravih
trudnica i habitualnih pobacilja koje su uspjesno nastavile trudno¢u nakon prvog
tromjesecja. Ovo povecanje zabiljezeno je u ranom prvom tromjesecju kad su
sve trudnice imale vijabilan plod.

Nalaz ukazuje da u habitualnih pobacilja ne postoji barem inicijalna depresija
imunosupresijskih ¢imbenika, ali nije jasno koji je okida¢ u padu IL-2 receptora
u zena ¢ija je trudnoda bila uspjesna. IL-2 receptor poznat je kao osjetljivi i
kvantitativni marker aktivacije i proliferacije T stanica (205).

Na nesrecu, vecina studija koristi samo jedan ili dva citokina kao znacajku za
Thl 1 Th2 odgovor, stoga je podcijenjena slozenost skretanja citokina. Potrebne
su daljnje studije promjene citokina, osobito u posteljicnom tkivu, da pokazu da
li su skretanja TH1/Th2 vazni za ljudsku trudnocu.

lako preusmjerenja citokina nisu proucavana ekstenzivno u reprodukcijskom
tkivu, koncentracije citokina u Zena ispitivane su u endometriju/decidui, fetalnim
tkivima i korionskim resicama (206, 207, 208, 209).

Thl citokini, IFN-y i TNF-a inhibiraju in vitro proliferaciju stanica ljudskog
trofoblasta. (210).

Antigeni ljudskog trofoblasta in vitro poticu mononuklearne stanice periferne
krvi zena s RSA da proizvode topljive faktore i Thl citokine toksi¢ne za miSje
embrije 1 stani¢ne linije ljudskog trofoblasta (111, 211). Studije su takoder
istrazivale utjecaj na reprodukcijski ishod lucenja citokina mononuklearnih
stanica periferne krvi. Tijekom trudnoce, mononuklearne stanice periferne krvi
povecavaju proizvodnju progesterona u zutom tijelu, olakSavajuéi i podrzavajuéi,
implantaciju embrija. Mononuklearne stanice periferne krvi kookultivirane sa
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stanicama zutog tijela izluCuju Th2 citokine IL-4 1 IL10 1 stimuliraju daljnju
proizvodnju progesterona (212).

Mononuklearne stanice periferne krvi stimulirane in Vvitro trofoblastnim
antigenima proizvode visoku koncentraciju IFN-y i TNF-B (Thl) te nisku
koncentraciju IL-4 i1 IL-10 (Th2). Mononuklearne stanice periferne krvi Zena s
povijeséu uspjesnih trudnoca izlucuju znacajno visu koncentraciju IL-6 i IL-10
(Th2) 1 nize koncentracije IFN-y u usporedbi s mononuklearnim stanicama
periferne krvi Zzena s RSA (111, 213). Isti autor prospektivno je analizirao
sekreciju citokina mononuklearnih stanica periferne krvi u Zena tijekom prvog
tromjesecja trudnoce. Trudnice s povijeséu uspjesnih trudnoca (n=24) izlucivale
su znacajno viSu koncentraciju Th2 citokina i nizu koncentraciju Th1 citokina u
usporedbi s trudnicama koje su habitualno pobacivale (n=23) (214). Ova
istrazivanja ukazuju na vaznost citokina tijekom svih razdoblja trudnoce.

Zene koje proizvode visoke koncentracije Thl citokina moZda su nesposobne
posti¢i odgovaraju¢i Th2 odgovor na fetalne antigene, reakciju koja bi normalno
umanjila Thl odgovor i prevenirala gubitak trudnoce.

Medutim, u ljudi nije jo§ dokazan izravni uzro¢ni meduodnos izmedu stvaranja
citokina i gubitka trudnoca.

Iako ljudske studije pokazuju da citokini imaju jedinstveno i vazno djelovanje na
trudnocu, izazov je izbor dviju iskljuc¢ivih pomagackih T stani¢nih podvrsta.
Mnogi klonovi T stanica ne pristaju Th1/Th2 klasifikaciji (215).

Kao drugo, Thl i Th2 stanice luce tijekom razvoja razli¢ite podvrste citokina, i
mogu posredovati naizmjeni¢ne ucinke tijekom trudnoée (197). Konacno,
klasificiranje citokinskog odgovora s Thl i Th2 stanicama moze biti zabluda
(216), budu¢i da mnoge druge stanice proizvode citokine, ukljuuju¢i yo6 T
stanice, CD8+ stanice, NK stanice, mastocite, B stanice, bazofile, makrofage i
keratinocite (198).

Fetalni antigeni budu predstavljeni maj¢inom imunoloSkom sustavu i pobuduju
kod njega prvo reakciju odbacivanja, koja je uvijek uspjesna, osim ako se ne
sprijeci drugim zaStitnim imunoloskim odgovorom.

Postoji mnostvo dokaza da se tzv. blokiraju¢a protutijela (oslabljuju jakost lim-
focitnog odgovora in vitro) mogu naci u serumu trudnica i posteljicnim eluatima.

U njih spadaju antiHLA 1 antiTLX protutijela koja in vitro blokiraju reakciju
maj¢inih limfocita usmjerenu na limfocite roditeljskog partnera. Ta facili-
tacijska/ maskiraju¢a protutijela vezu se za antigene posteljice 1 sprecavaju
stvaranje 1 djelovanje citotoksi¢nih mehanizama. Drugi tip protutijela jesu tzv.
antiidiotipska protutijela, koja se vezu na receptore za antigene na citotoksi¢nim
protutijelima i citotoksi¢nim limfocitima (217).

Njihovim stvaranjem blokira se prepoznavanje ocCevih antigena i stvaranje
citotoksi¢nih T-limfocita. One bi mogle ostetiti fetalne stanice koje eksprimiraju
oceve antigene.

Na osnovi pretpostavke da blokirajuca protutijela inhibiraju imunoloski odgovor
majke protiv fetusa, doSlo se do zaljucka da bi njihova odsustnost rezultirala
reprodukcijskim neuspjehom. Do danas za otkrivanje blokirajuc¢ih protutijela
nisu definirani specifi¢ni, standardizirani 1 provjerljivi testovi (22), a takoder je
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slaba mogucénost reproducibilnosti rezultata medu razli¢itim laboratorijima
(218). Dosadasnji podaci nisu dovoljno uvjerljivi da bi se tim sistemskim
Ciniteljima, tj. blokiraju¢im protutijelima, moglo pripisati odlucujuce djelovanje
u odnosu na druge supresijske faktore. Najbolji primjer jest
agamoglobulinemi¢na Zena, koja u odnosu na op¢u populaciju nema vecih
problema sa zanoSenjem i iznoSenjem trudnoce, ve¢ ima problema zbog
osjetljivosti na infekciju i s time povezanim problemima trudnoce.

Stimuliranjem maj¢inih B stanica mogu se proizvesti protutijela izravno protiv
fetalnih HLA proteina, ako intaktne fetalne ili trofoblastne stanice udu u maj¢inu
cirkulaciju. Budu¢i da su antiHLA protutijela rijetko nadena u zena s
habitualnim pobacajima, neke istrazivacke skupine u osamdesetim godinama
pretpostavile su da su antiHLA protutijela potrebna za normalnu trudnocu i da bi
njihovo odsustnost mogla biti obiljezje neadekvatnoga imunoloskog odgovora
majke na fetus (219, 220). Kasnije je ovo shvacanje osporavano. Danas se
antiHLA protutijela ne smatraju znacajnim ¢imbenikom za odrzavanje trudnoce,
buduéi da ova protutijela mogu biti normalna u kasnijim razdobljima trudnoce.
Ovo je podrzano prospektivnom studijom 226 normalnih trudnica u kojih 62%
zena koje su rodile zivo dijete, nije razvilo antiHLA protutijela i vecina Zena
koja su razvila protutijela ucinile su to nakon 28. tjedna trudnoce (221).

Snizena koncentracija antiHLA protutijela u nekih Zena s RM mozda je zbog
toga §to se gubitak trudnoce dogodi prije nego Sto majka stvori antiHLA
protutijela.

U serumima trudnica naden je tzv. blokadni faktor koji ¢ine ili kompleksi anti-
gen-protutijelo ili slobodni antigen.

U suvisku protutijela kompleks bi prekrivao antigene ciljnih stanica, a u suvisku
antigena kompleks bi blokirao receptore efektorskih stanica (npr. citotoksi¢nih
limfocita).

Ima najmanje dvije vrste limfocita T (stanice a'B’ i stanice y'8"). Daleko su
najvaznije i najbolje upoznate subpopulacije limfocita T o'B", a to su pomagacki
(Th) i citotoksi¢ni (Tc) limfociti T. Pomagacki limfociti T gotovo uvijek
izrazavaju na povrsini molekulu (koreceptor) CD4 (CD4 " stanice), a citotoksi¢ni
limfociti T molekulu (koreceptor CD8 (CD8 -stanice). CD4" stanice prepoznaju
tudi antigen (peptid) u sklopu molekula HLA II. razreda na povrsini predo¢nih
stanica, a CD8" stanice u sklopu molekula HLA 1. razreda . Pomagacki limfocti
T pruzaju »pomo¢» limfocitima B u proizvodnji protutijela na antigene ovisne o
timusu 1 pomazu sazrijevanjeu precitotoksi¢nih limfocita T, nakon podrazaja
antigenom, u citotoksi¢ne limfocite T (112).

T limfociti ¢ine 45% leukocita u proliferacijskom endometriju. Medutim,
tijekom sekrecijske faze udio T limfocita postepeno se smanjuje 1 uterusne NK
stanice postaju pretezita populacija leukocita (222). Znac¢ajno povecanje udjela T
limfocita ocekivano je nadeno u endometriju zena s RM koje su uzastopno
pobacivale, u usporedbi s fertilnm zenama i zenama s RM koje su imale uspjesne
trudnoce (223,224).

Postoje polemike o vaZznost na majcino fetalnom spoju prepoznavanja i
aktivacije T limfocita na af} i Y0 stani¢nim receptorima (TCR). Veéina ljudskih
decidualnih T limfocita eksprimira afy TCR (224). Medutim, aff TCR ne
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prepoznaju, ili ne reagiraju na stanice trofoblasta u misa (226). Prepoznavanje
vOT stanica nije spregnuto s glavnim sustavom tkivne kompatibilnosti (227), $to
omogucava ovim stanicama prepoznavanje razlicitog spektra antigena. Stanice
koje nose HLA antigene zaSti¢ene su od citotoksi¢nog ubijanja ydT stanicama
(228). Prisutnost i udjel yOT stanica u ljudskom endometriju i decidui ostaje
izrazito kontroverzna kao i1 njihova to¢na uloga u ljudskoj trudno¢i.

Unutar maj¢inog endometrija 1 sijela posteljice dolazi do lokalne stani¢ne
adaptacije. Na tim mjestima rijetko se nalaze B-limfociti i zreli CD3 pozitivni T-
limfociti.

Limfociti (CD3") zastupljeni su u viestruko nizem postotku nego u perifernoj
krvi majke. U humanim, kao i u mi§jim trudnoama supresijska aktivnost
prisutna je u decidui za vrijeme uspjeSnih vitalnih alogenskih trudnoca, a opada
u vrijeme kada se trudnoca priblizava terminu (229)

Osim decidualnih leukocita 1 same decidualne stanice izlucuju ¢imbenike koji
imaju imunosupresivni u¢inak (230). Medu decidualnim stanicama najbrojniji su
makrofagi (CD14) s aktiviranim antigenom II. razreda HLA na povrsini, koji ne-
dvojbeno, sluze kao obrana od infekcije na tome vitalnom tkivnom mjestu u
trudno¢i. Oni predoCavaju antigene, fagocitiraju, ali takoder izlucuju
nespecificne imunosupresivne medijatore, kao npr. prostaglandin E, kojega se
mehanizam djelovanja zasniva na inhibiciji proizvodnje interleukina 2 (IL2) i
inhibiciji receptora za IL2 koji su preko potrebni za transplatacijsku reakciju.
Tako se potiskuje reaktivnost T-limfocita.

Makrofagi takoder izluCuju razne citokine, kao $to su M-CSF 1 TNF (tumor-
nekrotizirajuci faktor).

Znatnu ulogu u lokalnoj imusupresiji imaju i veliki granulirani limfociti (LGL-
CD3'CD16CD® ™&") koji su uz makrofage najbrojnije stanice u decidui, a
gotovo su svi pozitivni na CD56 antigen (antigen NK stanica). Sinonimi su
uterine NK stanice, veliki granulirani limfociti, endometrijski granulociti, K
stanice, endometrijski granulirani limfociti (eGL) i decidualni granulirani
limfociti (dGL) (14). Termin «uterine NK stanice» uklju¢uje endometrijske i
decidualne stanice, te granularne i agranularne oblike NK stanica (231).

U decidui njihov je postotak viSestruko veéi od postotka T-limfocita, Sto
upozorava na moguée uloge tih stanica. U nizu eksperimenata potvrdeno je
imunosupresijsko djelovanje decidualnih limfocita (medu kojima su dominirali
LGL), u testovima proliferacije limfocita periferne krvi na poliklonske mitogene
1 aloantigene sli¢an je u¢inak imao supernatant kulture istih stanica (140). U
decidui pri kraju trudnoc¢e znatno se smanjuje broj CD56 pozitivnih, a raste broj
CD3 pozitivnih stanica.

LGL pobudili su mnogo pozornosti zbog svojega neuobicajenog fenotipa i
funkcije.

Njihova funkcija hormonski je regulirana, i blisko su povezani s endometrijskim
stromalnim stanicama i spiralnim krvnim zilama i zlijezdama (231). Nalaze se u
endometriju sekrecijske faze ciklusa u znatno vefem broju, nego u
proliferacijskoj fazi te normalno nestaju za vrijeme menstruacije. U trudnoci
njihov broj poveéava se u decidui prvog tromjesecja (u ektopic¢noj trudnoéi, ili u
bilo kojemu decidualno promijenjenom tkivu).
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Tijekom sekrecijske faze i rane trudnoc¢e NK stanice ¢ine ~70% decidualnih
leukocita (232), iako one postaju manje uocljive nakon 20. tjedna gestacije, ali
vecéina NK stanica nestane iz endometrija pred termin (113).

NK stanice nadene u mukozi maternice obiljezjavaju njihova filoniksofili¢na,
eozionofilna citoplazmatska granula (132). Razlikuju se od perifernih NK stanica
svojim neobiGajnim antigenim fenotipom, s veéim udjelom CD56"¢", CD16 i
CD3" (113).

Uterine stanice prirodne ubojice imaju veliku receptorske raznolikosti i pretezito
su prisutne na maj¢ino fetalnom spoju (113) od razvoja blastociste/trofoblasta
nadalje. Prepoznavanje stanica trofoblasta od strane uterinih NK stanica mozda
je vazno u inhibiciji NK ciljnog ubijanja, implantaciji blastociste, te rastu i
razvoju posteljice.

Stanice s jednakim fenotipom broje <1% perifernih krvnih limfocita,
impliciraju¢i da postoji mozda selektivno novacenje i/ili lokalna induktivna
proliferacija NK stanica u uterusu (234).

Reproduktivni ishod mozda je pod utjecajem promjena u broju, fenotipu ili
funkciji uterininih NK stanica (231). Reproduktivni neuspjeh u habitualnih
pobacilja je povezan sa smanjenjem CD16'CD56™¢" i poveéanjem broja
CD56'CD16" stanica u sekrecijskoj fazi endometrija i uzorku biopsije posteljice
(235,223).

Uterine NK stanice mogu poticati ili inhibirati rast konceptusa. Uterine NK
stanice CD16'CD56™#" mogu izlugivati citokine koji potidu rast posteljice, dok
stanice CD16" mogu inhibirati rast konceptusa, okidanjem NK stani¢nog ciljnog
ubijanja. Stoga izmijenjene sekrecije citokina CDI16" stanica ili
neuravnotezenost izmedu CD16'CD56™€" | CD16"CD56"™ stanica moze imati
za posljedicu reprodukcijski neuspjeh (223).

Reprodukcijski neuspjeh moze takoder biti uzrokovan snizenom koncentracijom
uterinih NK CD57" stanica (236).

U decidui kod spontnih poba¢aja znagajno je poveéan broja uterinih CD57" NK
stanica u usporedbi s deciduom u normalnih trudnoca (236). Takoder je povecan
broj ovih stanica u periimplantacijskom endometriju Zena habitualnih pobacilja
(224).

NK stanice s CD56'/CD3” fenotipom pronadene su vecoj koli¢ini u normalnoj
terminskoj posteljici nego u pupkovini i krvi majke. U decidui zena s pocetnim
pobacajem nadena je deficijentna produkcija imunosupresijskog faktora rasta
(TGF)B2 kojeg luce NK stanice.

NK stanice in vitro ne mogu ubiti stanice trofoblasta, ali NK stanice in vitro
(LAK stanice) aktivirane s IL2 mogu ubiti stanice trofoblasta. Dodatno,
aktivirane NK stanice mogu proizvoditi abortogene citokine(52).

U usporedbi s kontrolnom skupinom u perifernoj krvi Zena habitualnih pobacilja
nadeno je zacajno povecanje NK CD56'16" (117,237).

Povecana aktivnost NK stanica u krvi netrudnih Zena prediktivna je za
ponavljane spontane pobacaje (117).

U misa CDS" stanice su potrebne za imunolodku zastitu protiv pobacivanja
ovisnog o NK stanicama.
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Fetalni trofoblast ima malu u imunogeni¢nost iako eksprimira HLA-C, HLA-G,
HLA-E antigene. U ljudi postoje dokazi da CD8+T stanice mogu prepoznati
trofoblast. Ove CD8+T stanice nose yd tip receptora prije nego konvencionalne
af} receptore koji prepoznaju antigene HLA-A,-B,-C. U uspjesnoj trudnoéi (ili
poslije aktivacije T stanica nakon imunizacije) aktivirane su CD8" stanice,
eksprimirani su progesteronski receptori 1 luce se faktori koji inhibiraju
aktivaciju NK stanica.

CDS8" stanice vezu se za HLA-G, ali ne znamo tip T stani¢nog receptora (Tcr)
ovih stanica. Aktivirane CD8" T stanice mogu proizvoditi citokine, i postavljena
je hipoteza da neki od njih mogu pojacavati odgovor protutijelima (IL-4),
inhibirati makrofage (IL-10) i olaksavati aktivaciju CD56/CD16 T stanica
porijeklom iz koStane srzi, poticati proizvodnju TGFp supresijskih stanica (IL-3,
GM-CSF) nadenih u decidui, to jest blagotvorno djelovati na rast i
diferencijaciju trofoblasta-tzv.imunotroficka hipoteza (237). Zene habitualne
pobacilje pokazuju manje CD8+stanica pomanjkanje aktivacije svojih CD8+T
stanica u ranoj trudnoci. Takoder postoji manjak uterinih CD8-/yd+stanica koje
imaju fenotip CD56/16- i koje stvaraju TGF2 tijekom trudnoce (52).

Fetalni citotrofoblast pokazuje jaku obdarenost receptorima za faktor rasta, uk-

......

(faktor nekroze tumora kojeg lu€e aktivirani makrofagi i mastociti).

Slozeno medudjelovanje citokinske mreze unutar uteroplacentong tkiva
omogucavalo bi imunosupresijsko djelovanje i podupiralo rast.

Tijekom alogenicke trudnoce posteljica adsorbira maj¢ina protutijela usmjerena
na antigene HLA oceva podrijetla i spre¢ava njihov ulazak u fetalnu cirkulaciju.

Protutijela koja se veZu na stanice posteljice bivaju intracelularno razgradena i
onda kao fragmenti otpustena natrag u cirkulaciju (140).

Kao $to je navedeno, u 40% parova koji habitualno pobacuju nije naden genet-
ski, endokrinoloski, upalni, ni anatomski uzrok pobacivanju te je vjerojatno
odredeni broj tih pobacaja u prvom tromjese¢ju uzrokovan imunoloski. Valja
naglasiti da su habitualni pobacaji (partner specificni) vezani uz iste partnere.
Usprkos pomanjkanju uvjerljivih dijagnostickih testova za aloimune ¢imbenike,
kao uzro¢nike habitualnih pobacaja, u mnogih parova s neobjasnjenim
ponavljanim pobacajima primjenjuje se imunoterapija (239).

Na temelju pretpostavke da u zena koje habitualno pobacuju zbog imunoloskih
razloga nedostaju blokiraju¢a protutijela 1 supresorski faktori, koji sudjeluju u
spre¢avanju imunoloskog odbacivanja embrija, zapoceto je krajem sedamdesetih
godina lije¢enje tih parova paternalnim leukocitima (240), limfocitima nesrodnih
davatelja (219) te osamdesetih godina infuzijom liofizata trofoblastne membrane
(241), s ciljem da se aktivnom imunizacijom zena habitualnih pobacilja koje su
podudarne s partnerima u HLA i TLX antigenima, pobudi stvaranje blokirajucih
protutijela i supresorskih faktora te na taj nacin sprije¢i imunolosSko odbacivanje
embrija.

Lijecenje se provodi davanjem injekcija leukocita (partnerovih i od donatora)
intravenski 1 pod koZu prije trudno¢e i1 u vrijeme nje prema razliitim
protokolima (a) 40-200 miliona stanica daje se intradermalno u dva ili viSe
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navrata u razmaku od 4 do 6 tjedana, s time da se 1 mjesec nakon lije¢enja ucini
testiranje radi provjere da li je je postignut Zeljeni rezultat. Kada se postigne
adekvatna razina protutijela, pacijentica moze zapoceti sa zanoSenjem.

Ili se b) 400 miliona ozracenih stanica; 2/3 i.v i jedna tre¢ina iv/s.c uz Cetvrtu
poticajnu dozu za 3 mjeseca bez obzira da li je doSlo do trudnoce ili
serokonverzije.

Booster imunizacija ako nije doslo do trudnoc¢e niti serokonverzije unutar 3
mjeseca je 50 miliona stanica u 3 do 6 mjeseci ili 400 miliona stanica ako je
proslo vise od 6 mjeseci (52).

U prvim izvjeS¢ima uspjeSnost se kretala od 58 do 100% (219, 242, 243, 244,
245, 246).

Medutim, nekoliko randomiziranih dvostruko slijepih studija iznose
kontroverzne rezultate i njihove interpretacije (247, 220, 248, 249).

Rezultati nedavnih, randomiziranih, placebo kontrolnih klinickih pokusa pokre-
nuli su pitanje efikasnosti imunoterapije-leukocitima habitualnih pobacaja.

Vecina klinickih pokusa pokazala je stopu uspjesnosti trudnoca od 70% s
primjenom imunoterapije-leukocitima.

Kontroverza proizlazi iz razli¢ite stope uspjesnosti u kontrolnoj populaciji koja
je urasponu od 29 do 76%.

Objasnjenja za te varijacije ukljuCuju malu veli¢inu uzorka, heterogenost
proucavane populacije isto kao i istodobni u¢inak placeba.

Predlaze se metaanaliza da istrazi ta objasnjenja (249).

Daya i suradnici Metaanalizom nisu nasli dokaze za uspjeSnost lijeCenja
imunizacijom s o¢evim leukocitima i djelovanja antipaternalnih protutijela u
zena s neobjasnjenim habitualnim pobacajima (251). Dok je pak druga
metaanaliza pokazala da terapija ofevim limfocitima povecava relativni rizik
zivorodenosti u odnosu na placebo (66, 252). U nedavnoj multicentri¢noj
randomiziranoj dvostruko slijepoj studiji nije nadeno da imunizacija ofevim
monocitima u odnosu na placebo-fiziolos§ko otopinu poboljsava ishod trudnoca u
habitualnih pobacilja (192).

Mnogi autori nasli su kod Zena koje habitualno pobacuju podudarnost s
partnerom u HLA-antigenima (104, 240, 253, 254, 255, 256, 257, 258), dok
drugi istrazivaci nisu kod svojih ispitanica potvrdili tu podudarnost (106, 259,
260, 261). Prema drugim istraziva¢ima postoje Cvrsti dokazi da stupanj HLA
podudarnosti nema prognosti¢ku vrijednost s obzirom na ishod budu¢ih trudno¢a
(262, 263).

Ober 1 suradnici su nasli proucavajuéi blisko srodnu populaciju Hutterit-a, da je
homozigotnost i podudarnost u HLA-B antigenima i HLA-B vezanim alelima
povezana s povecanom ucestalo$¢u sporadi¢nih fetalnih gubitaka. Molekularna
subtipizacija HLA-B alela i genotipizacija alela za HLA-B vezane lokuse trebala
bi pomo¢i u diskriminaciji izmedu ovih moguénosti (134, 135).

Gerencer 1 suradnici nasli su kod Zena koje habitualno pobacuju znacajnu HLA
sukladnost s partnerom 1 oslabljenu MLR reaktivnost te mnogo vecéu
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zastupljenost HLA-A9 lokusa u tih Zena (255, 256). Malo je studija istrazivalo
distribuciju antigena HLA Il.razreda medu Zenama habitualnim pobaciljama.

Nekoliko studija naslo je povecanu ucestalost HLA DRS antigena u habitualnih
pobacilja (264, 265, 266).

Humar je naSla izrazitu podudarnost u DQ regiji izmedu partnera primarnih
abortera uz istovremenu razlicitost u odgovaraju¢im HLA-DR antigenima (136).

U velikoj studiji u kojoj su HLA geni odredivani metodama DNA; RFLP
(restriction fragment length polymorphism); znacajno je poveéana frekvencija
HLA-DR1 1 —DR3 alogenotipova medu Zzenama s najmanje cetiri 1 viSe
prethodna neobjasnjena gubitka trudnoce u usporedbi s kontrolnom skupinom
Zena, te znaCajno povecanje s obzirom na broj prethodnih fetalnih gubitaka
(267). U drugoj studiji autor nalazi da Zene habitualne pobacilje s HLA-DR1 i —
DR3 alogenotipom imaju znacajno veca ucestalost pobacaja u sljede¢im
trudno¢ama (268).

Cak je istrazivanjem obitelji Zena habitualnih pobacilja; nasao da njihove sestre i
bra¢a s DR1 i DR3 antigenima ¢eS¢e pobacuju u svakoj njihovoj trudnoc¢i u
odnosu na kontrolu (Odds ratio (OR) of 5.0 uz 95% raspon pouzdanosti
(confidence intervals) 2.0-11.0;P<107) (269).

Christiansen i suradnici ucinili su metaanalizu ucestalosti HLA-DR1 i DR3
antigena medu  bijelim Zenama s neobjasnjenim habitualnim pocajima
(uklju¢ene su i studije s dva i viSe neobjasnjena pobacaja), iz studije su
iskljucene bolesnice s autoprotutijelima.

U¢injena je metaanaliza 18 studija za procjenu ucestalosti HLA-DR3 antigena i
17 studije za HLA-DRI1 antigene u populaciji bijelih zena s neobjasnjenim
ponavljanim pobacajima.

Antigen DR1 znacajno je ucestaliji medu ovim pacijenticama (OR engl. Odds
ratio) omjer vjerojatnosti je 1,29 uz 95%-tni interval pouzdanosti (95%-tni CI
engl. confidence interval).

Ovaj nalaz dopusta zakljuCak da geni koji kodiraju HLA-DRI antigen
(ukljucuju¢i DRB1* 01 alele) ili geni koji su u linkage dysequilibrium-u s ovim
alelima daju osjetljivost na ponavljane pobacaje.

Nije nadena znacajno povecana ucestalost HLA-DR3 antigena, medu ovim
bolesnicama (270), razlog je vjerojatano u tome Sto je taj antigen ucestaliji kod
bolesnica s prisutnim autoprotutijelima (271).

Nove kontrolne studije o ucestalosti HLA gena drugog razreda potrebno je
uciniti s time da bi trebalo upotrebljavati suvremene metode DNA tehnologije, te
ukljuciti bolesnice s najmanje tri pobacaja, te ne iskljucivati bolesnice s
autoprotutijelima (270).

Geni usko vezani uz HLA-DR mogu takoder igrati ulogu u osjetljivosti na
imunoloska oboljenja i neobjasnjene ponavljaju¢e pobacaje. Gen za TNF-a
blisko je smjesten uz HLA-DR, i izvijesteno je da HLA-DR1, -DR3 i —DR4 aleli
u linkage dysequilibrium s TNF-a genima predisponiraju hipereskreciju TNF-a
in vitro (272)). To potvrduje studija koja pokazuje da je visoka koncentracija
TNF-a u krvi trudnih Zena povezana s visokim rizikom novog pobacaja (273).
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Problemi su u analizi rezultata zbog razlika u definicijama habitualnih pobacaja i
razli¢itim kontrolnim skupinama, te razli¢itim metodama tipizacije HLA.

Karhukorpi i suradnici u parova s tri i viSe spontana pobacaj odredivali su HLA-
G lokuse metodama molekularne biologije PCR-RFLP. Nisu nasli nikakvu
povezanost izmedu habitualnog pobacivanja 1 lokusa HLA-G (274).

Yamashita 1 suradnici analizirali su gene HLA-G s PCR (polymerase chain
reaction), exon 2,3,4 i intron 4 u 20 parova s anamnezom habitualnih pobacaja te
nisu nasli nikakvu znac¢ajniju ucestalost odredenih alela HLA-G medu parovima
s habitualnim pobacajima u odnosu na zdrave jedinke (275). Postojanje alela
HLA-G*0104 ili HLA-G*0105N u oba partnera (s iskustvom habitualnog
pobacivanja) znacajno povecava rizik pobacivanja u sljedecoj trudno¢i. Ti aleli
definirani su polimorfizmom u alfa-2 domeni i kodiraju varijante proteina koji su
prisutni samo u punoj duzini HLA-G1 proteina. Znacajan genotip-specifi¢nog
rizika u ovoj populaciji pretpostavlja da su varijacije alela u alfa-2 domeni HLA-
G1 izoforma ¢inioci koji doprinose rekurentnom pobacivanju (276).

Pfeiffer i suradnici nasli su povecanu ucetalost HLA-G*01013 ili *0105N alela u
zena habitualnih pobacilja u odnosu na kontrolnu skupinu fertilnh zena (277).

Upitna je efikasnost imunizacije habitualnih pobacilja leukocitima, a njihova
primjena povezana je s brojnim opasnostima (250). Nuspojave imunizacije
majke s ocevi leukocitima su brojne i ukljucuju; stvaranje limfocitotoksi¢nih
aloprotutijela, transfuzijsku reakciju, prijenos virusa hepatitisa i
citomegalovirusa, razvoj antieritrocitnih 1 antitrombocitnih protutijela ili cak
autoimunih oboljenja (reumatoidnog artritisa, Henoch-Schonlein-ove purpure)
zbog odlaganja imunih kompleksa. Opisana je 1 kozna reakcija slicna
odbacivanju transplantata, te neonatalna aloimuna trombocitopenija (278).

UspjeSnost lijecenja habitualnih pobacaja infuzijom liofizata trofoblastne mem-
brane u prvom izvjeséu iznosi 76% (241). Medutim, u kontrolnoj randomiziranoj
dvostruko slijepoj studiji trofoblastne membrane nisu pokazale uspjeSnost
lijeCenja u odnosu na infuziju intralipida (279). LijeCenje habitualnih pobacaja
intramuskularnim davanjem aktivirane, ultravioletno ozracene, hemolizirane
autologne krvi prije i tijekom trudnoce, izneSeno u pilot studiji Pfeiffer i
suradnika, pokazalo je dobre rezultate, 86% zivorodenih, ali zakljucke je tesko
donositi zbog malog ispitivanog uzorka. Tijekom lijecenja u pacijentica su
nadene znacajne promjene u subpopulaciji lifmocita, nivou komplemanta
plazme, mitogenoj stimulaciji i razini imunoglobulina (278).

Psihoterapija je pokazala isto tako dobar uspjeh u lijecenju habitualnih pobacaja
neobjas$njenog uzroka kao 1 imunoterapija, ¢ak 85% (280). Bergant i suradnici u
svom istrazivanju nisu naSli utjecaja psiholoskih faktora na habitualno
pobacivanje (281). Samo intenzivna briga, bez medikamentozne terapije, u ranoj
trudno¢i znac¢ajno poboljsava ishod trudnoce kod Zena s prethodnim habitualnim
pobacajima (51%), u odnosu na one koju tu brigu nisu imale (26%) (26).

Vaginalni supozitoriji sjemenske plazme rabljeni su u lijjeCenju habitualnih

pobacaja, ali s porazavajucim rezultatima (250).

Kao marker imunoloskog odgovora na danu imunoterpiju leukocitima uzima se

stvaranje antipaternalnih komplement ovisnih protutijela (APCA), koja inhibi-
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ranju stvaranje formacija Fc rozeta, imunofagocitozu i mijeSanu limfocitnu
reakciju (282).

U drugoj studiji Hwanga i suradnika, 1992. nadeno je da za uspjesnost trudnoce
nisu bitni niti blokadni faktori, niti APCA, ve¢ da oni vjerojatno odrazavaju
imunoloski odgovor majke na fetalne antigene (283).

Na precijenjenu ulogu podudarnosti partnera u HLA-antigenima i odsutnost
citotoksi¢nih/necitotoksi¢nih protutijela 1 FcR-blokiraju¢ih protutijela kao
prognostickih 1 dijagnostickih pokazatelja u imunoloski uzrokovanim
habitulanim pobacajima ukazuju i drugi autori (273).

Intravenski imunoglobulini (IVIG) prikupljeni iz plazme viSe davatelja primje-
njuju se u lijjecenju habitualnih pobacaja od 1986. godine, nakon dokaza Nep-
perta i suradnika (284) da svi preparati intravenskog imunoglobulina sadrzavaju
1 blokiraju¢a protutijela koja inhibiraju imunu fagocitozu. Ranih osamdesetih
intravenski imunoglobulini poceli su se primjenjivati u lije€enju bolesti 1 to
poglavito kao supstitucija protutijelima kod bolesnika s primarnom ili
sekundarnom humoralnom imunodeficijencijom (285, 286). Takoder su pokazali
djelotvornost u lije¢enju idiopatske trombocitopeni¢ke purpure kod odraslih 1
djece (285, 287, 288, 289), sistemskog lupusa eritematodesa s pozitivnim LA
(290), autoimune hemoliticke anemije (105), neonatalne aloimune
trombocitopenije (285), post-transfuzijske purpure (285), u lijecenju habitualnih
pobacaja prouzrokovanih pozitivnim LA (291), trombocitopenicke purpure u
trudno¢i (292), aloimune trombocitopenije fetusa (293), neobjasnjene
hemoliticke anemije majke u trudno¢i (294) i Rh-senzibilizacije u trudnoé¢i (295,
296).

Pacijentice koje primaju IVIG mogu razviti alergijsku reakciju. IgA, aktivator
prekalikreina i beta-lipoprotein jesu oneciS¢enja u preparatima imunoglobulina
koji navjerojatnije izazivaju alergijsku reakciju za vrijeme davanja IVIG-a.

Ne postoje izvjes¢a HIV-prijenosa upotrebom IVIG-a, ali postoje pojedinacna
izvjeS¢a o prijenosu non-A, non-B hepatitisa specificnih skupina pacijenata.
Upotrebu IgG-a stoga valja nastaviti pratiti pozorno i primjenjivati ga samo u
specificnim klini¢kim indikacijama (285). Nakon uvodenja u lije¢enje IVIG-a
ranih sedamdesetih proslog stolje¢a prva opazena Stetnih djelovanja potjecala su
od aktivacije agregacije imunoglobulina komplementom. PoboljSanim
postupkom priprave IVIG-a eliminirani su ovi problemi. Novozamijecena Stetna
djelovanja kao S$to su hiperviskoznost, asepticki meningitis ili bubrezna
insuficijencija mogla bi se pripisati izvjesnim komponentama preparata IVIG,
nacinu primjene ili posebnim osobinama pacijenata.

Stetna djelovanja IVIG-a dijelimo u tri tipa:

a) Stetna djelovanja koja nastaju odmah tijekom primjene IVIG
(npr.anafilaktoidne reakcije);

b) odgodena Stetna djelovanja (ona koja se dogadaju nekoliko sati
do dana od uvodenja infuzije (npr. Stetna djelovanja na bubrege,
pluéa 1 kozu, hiperviskoznost, asepticki meningitis, artritis,
infarkcije mozga, hemoliza i leukopenia)
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c¢) kasna Stetna djelovanja (npr. prijenos infektivnih uzroc¢nika-
hepatitisa C i dr.) (297).

U prvom objavljenom c¢lanku o lije¢enju vjerojatno imunoloski uzrokovanih
habitualnih pobacaja, primarnih i sekundarnih pobacilja, IVIG-om, stopa
uspjesnosti je 82%, dok je uspjeSnost za primarne pobacilje 86%, s time da su u
postupak ulazile ispitanice sa dva 1 viSe spontanih pobacaja (298).

U sljedecoj studiji istog autora nadena je stopa uspjesnosti od 75% kod 35 ispi-
tanica primarnih pobacilja i 60% u 12 ispitanica sekundarnih pobacilja s tri i viSe
habitualna pobacaja, s time da su se kao uspjeSne trudnoce racCunale sve
porodene te i tekuce trudnoce iznad 25. tjedna trudnoce (299).

Marzusch 1 suradnici lijecili su primarne i sekundarne pobacilje s dva i viSe
spontanih pobacaja IVIG-om. Ukljucene su ispitanice s negativnim nalazom
limfocitotoksiénih HLA-protutijela. Stopa uspjeSnosti lijecenja je 82%, dok je za
primarne pobacilje s tri 1 viSe pobacaja stopa uspjesnosti 76,4%. Kao uspjesnu
trudno¢u racunao je onu koja se nastavila nakon 20. tjedna (300).

Reznikoff-Etievant i suradnici lijecili su IVIG-om 35 ispitanica s tri i viSe
habitualnih pobacaja i negativnim nalazom limfocitotoksi¢nih protutijela. Stopa
uspjesSnosti lijecenja je 81,3%, s time da su u analizu uzeli samo rodenu djecu

(300).

Christiansen i suradnici lije¢ili su 11 Zena s Cetiri 1 viSe spontana pobacaja IVIG-
om (5 sekundarnih 1 6 primarnih pobacilja) sa stopom uspjesnosti 82% (9 od 11),
s time da je od 6 primarnih pobacilja 4 rodilo, a 2 su pobacile u prvom
tromjesecju (156).

Prema studiji Heilmanna i suradnika od 25 Zena lijeCenih IVIG-om, s dva i vise
habitualnih pobacaja, 16 je rodilo, 2 su pobacile, a 7 je trudnoca u tijeku od 10.
do 37. tjedna trudnoce. U toj studiji nije nadena povecana tendencija trombozi ili
smanjenje interviloznog protoka tijekom primjene IVIG-a (301).

U svim navedenim studijama kod analize uspjesnosti lijecenja IVIG-om
isklju¢ivani su pobacaji kojima je naden drugi uzrok te ektopi¢ne trudnoce.

U preglednom c¢lanku Heine 1 suradnici iznose ukupna europska iskustva u
lijeenju Zena primarnih i sekundarnih pobacilja IVIG-om. Postignuta stopa
uspjesnosti je 76,4% (108 rodenih od 140 lije¢enih) (300).

Stricker 1 suradnici lije¢ili su IVIG-om ( 0,2 mg/kg) habitualne pobacilje s
jednom ili viSe imunoloskih abnormalnosti (pozitivna antifosfolipidna
protutijela, antitiroidna protutijela, antinuklearna protutijela, antiovarijska
protutijela, povecanje razine NK stanica, pove¢an omjer CD4/CD8 T limfocita,
endometriozom).

Lijecenje su zapoceli u folikularnoj fazi ciklusa u kojem se ocekivala koncepcija,
ako je doslo do zanoSenja, lijecenje je nastavljeno u istoj dozi svaki 28 dana do
26-30 tjedna gestacije. Raspon dobi pacijentica je 28-45 godina. Od 24 lijeCene
trudnice 22 su rodile zdravu djecu, 1 autor zakljucuje da je lijeCenje niskim
dozama IVIGa korisno u starijih habitualnih pobacilja s imunoloskim
poremecajima (302).

61



U njemackoj (German RSA/IVIG Group) kontrolnoj multicentri¢noj dvostruko
slijepoj studiji nije pokazana specificnost djelovanja IVIG-a u lijeenju habitu-
alnih pobacaja u odnosu na 5% albumin.

Lijecenje je zapoceto nakon utvrdivanja trudnoce pozitivnim 3 HCG testom s 30
grama (600ml ) IVIG/5% albumin, daljnje infuzije svaka tri tjedna do 25. tjedna
trudnoce s po 20gr IVIG/5% albumin.

Zbog malog broja lijeCenih bolesnica nisu iskljuceni ni lazno negativni rezultati.

Radi homogenosti uzorka uklju¢eno je 65 ispitanica primarnih pobacilja s tri i
vis$e spontana pobacaja ispod 16. tjedna trudnoce. Sve ispitanice bile su mlade od
40 godina. Kod 33 ispitanice primijenjen je IVIG, a u 31 5% albumin (jedna
Zena napustila je lijeCenje na samom pocetku). Uspjeh je definiran kao trudnoca
u tijeku 1/ili porod iznad 28. tjedna gestacije.

Stopa uspjeha za ispitanice lijjeCene IVIG-om iznosi 61% (20 od 33), a za
placebo-5% albumin 68% (21 od 31).

Medutim, ako se iz analize iskljuce pobacaji sa objasnjenim uzrokom, tada je za
ispitanice lijecene IVIG-om stopa uspjeha 74% (20 od 27) i 70% (21 od 30) za
ispitanice lijecene 5% albuminom.

Zanimljivo je napomenuti da su se nuspojave, kao glavobolja, povisena tjelesna
temperatura, mucnina i/ili kratkotrajno vaginalno krvarenje pojavile u 6 Zena. Pet
od njih primale su placebo. Smetnje su se javile kod 5 Zena nakon prve infuzije.

Takoder je dokazano da je stopa uspjeSnosti lijeCenja viSa ako je lijeCenje
zapoceto prije bez obzira jesu li primijenjeni albumini ili IVIG. Nije nadena
razlika u trajanju trudnoce, porodnoj tezini i duljini, teZini posteljice izmedu
ispitanica lijecenih IVIG-om i ispitanica lijeCenih albuminom. (303).

Coulam 1 suradnici proveli su multicentri¢cnu randomiziranu dvostruko slijepu

studiju u koju su ukljucili 95 ispitanica; Od 61 trudnice 29 je primalo IVIG a 32
placebo-0,5% albumin.

Ukljucene su pacijentice koje su prethodni imale dva ili viSe uzastopna spontana
pobacaja s istim partnerom do 20. tjedana i to primarne (49 Zena) 1 sekundarne
(46 Zena) pobacilje. U dobi od 18 do 45 godina.

Lijecenje je zapoceto IVIG 500mg/kg ili placebom-0,5% albuminom kroz 4
mjeseca u folikularnoj fazi menstruacijskog ciklusa pred ovulaciju.

Ukoliko je doSlo do trudnoce lijeCenje se nastavilo svakih 28 dana (500mg
IVIG/albumin) sve do poroda ili do 28-32. tjedna trudnoce.

Stopa uspjeha za IVIG iznosi 62,1% (18/29), a za placebo-0,5% albumin 34%
(11/32).

Uspjeh terapije smatrao se porod zivorodenog novorodenceta (304).

Christiansen 1 suradnici proveli su u Danskoj randomiziranu zatvorenu izoliranu
dvostruko slijepu studiju (305).

Ukljucili su sekundarne pobacilje s neobjasnjenim uzrokom pobacivanja s 3 i
viSe pobacfaja i primarne pobacilje s jednim ili viSe pobacaja >14 tjedna.
Lijecene su 34 trudnice; 17 je lije¢eno IVIG-om, a 17 placebom-5% albuminom.
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Lijecenje je zapoceto u 5. tjednu trudnoce s 30-40 grama IVIG sljedece infuzije
od 20-30 grama svaki tjedan do 8. tjedna potom svaka 2 tjedna po 20-30 grama
do 34. tjedna.

Stopa uspjeha lije¢enja IVIG—om iznosi 52,9% (9/17), a ako se ucini korekcija —
iskljuce poznati uzroci pobacivanja, onda je stopa uspjesnosti lijeCenja 56%, a za
placebo 1,5% albumin je 29,4% (5/17).

Kriterij uspjesnosti terapije su vijabilne trudnoce >28.

Nije nadena razlika u razini antikardiolipinskih protutijela niti drugih
autoprotutijela tijekom trudno¢e u njemackoj 1 danskoj studiji izmedu
pacijentica lije¢enih IVIG u odnosu na placebo. Nakon prve infuzije IVIG nije
doslo do snizavanja autoantitijela u ove dvije kontrolne studije (305,108).

Stephenson-ova 1 suradnici (239) proveli su u Kanadi prospektivnu
randomiziranu dvostruko slijepu placebo kontrolnu studiju u koju su ukljucili 62
pacijetice primarne i sekundarne habitualne pobacilje s prethodno 2 i viSe
uzastopna spontana pobacaja ispod 20.tjedana (iskljuceni su genetski, autoimuni,
endokrini upalni anatomski uzroci pobacivanja, te Zene ispod 18 1 iznad 45
godina, i one koje su istovremeno uzimale acetilsalicilnu kiselinu, heparin,
glukokortikoide, progesteron ili klomifen citrat).

Kroz 6 ciklusa u folikularnoj fazi u doba ocekivanog zanoSenja davano je
500mg/kg IVIG ili odgovarajuca kolicina fizioloske otopine, ukoliko je doslo do
zanoSenja lijeCenje se nastavilo infuzijom 500mg IVIG/placebo-odgovarajuce
koli¢ine fizioloSke otopine svakih 28 dana do 28-32 tjedna trudnoce.

Kriterij uspjesnosti lijeCenja bile su vijabilne trudno¢e >20.tjedana.
Od 39 trudnica 20 je lijeceno IVIG-om, a 19 placebom-fizioloSkom otopinom.

Stopa uspjeha lijecenja IVIG je 50% (10/50), a u placebo skupini 52,6% (10/19)
(239).

Perino i suradnici objavili su rezultate talijanske multicentricne randomizirane
dvostruko slijepe kontrolne studije. Ukljuceno je 46 primarnih pobacilja mladih
od 42 godine s tri 1 viSe uzastopna spontana pobacaja prvog tromjesecja s istim
partnerom u kojih su iskljuCeni drugi uzroci pobacivanja ukljucujuéi i
autoimuni. Odmah nakon potvrde trudnoce, a prije pojave sréane akcije zapoceto
je lijecenje s infuzijom IVIG-a 25g/dnevno kroz 2 uzastopna dana i tre¢a doza od
25g/dnevno za tri tjedna, isti volumen i rezim primijenjen je u placebo skupini s
5% albuminom.

IVIG su primile 22 pacijentice, a placebo-5% albumin 24 pacijentice.

Kritierij uspjesnosti terapije su trudnoce koje su se normalno nastavile razvijati >
12. tjedna.

Stopa uspjeha kod lijeCenih IVIG-om je 68%, a u placebo skupini 79% (306).

Jablonowska i suradnici proveli su Svedsku randomiziranu dvostruko slijepu
placebo kontrolnu studiju. LijeCena je ukupno 41 Zena; 20 primarnih i 21
sekundarnih pobacilja s tri i viSe uzastopna spontana pobacaja do 20. tjedna s
istim partnerom.
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IVIG-om je lijeceno 22 trudnice, a placebo je dobile 19 trudnica. Prethodno su
iskljuceni drugi uzroci pobacivanja ukljuc¢ujuéi 1 autoimuni.

Lijecenje je zapoceto nakon potvrde sréane akcije transvaginalnim ultrazvukom
IVIG-om 20 grama/400ml otopine ili placebom- 400ml fizioloske otopine.
Sljedec¢ih 5 infuzija IVIG 20 gr/400 ml ili placeba slijedilo je u trotjednom
razmaku.

Kriterij uspjeha terapije su trudnoce > 28 tjedna.
Stopa uspjeha terapije za IVIG je 77% (17/22), za za placebo 79% (15/19).

S time da za primarne pobacilje za IVIG iznosi 82% (9/11), a za placebo 89%
(8/9). Za sekundarne pobacilje za IVIG iznosi 73% (8/11), a za placebo 70%
(7/10).

Sest Zena koje su primale IVIG imalo je blage nuspojave; osip, svrbez, poveéanu
tjelesnu temperaturu, te vaginalno krvarenje. Dvije Zene u placebo skupini
takoder su imale nuspojave; jaki svrbez koze i1 osrednje vaginalno krvarenje
(307).

Metaanaliza Cetiri randomizirane dvostruko slijepe studije (303, 304, 305, 239)
o djelovanju IVIG u lijeenju spontanih habitualnih pobacaja, pokazala je da
IVIG moze imati ulogu u lijecenju istih. Apsolutni efekat lijecenja je 10,1% u
korist IVIG, ali jo§ nisu upotrebljivi kona¢ni dokazi, buduci da je za adekvatan
test potreban uzorak od najmanje 764 ispitanice (analizirano je 196 ispitanica). I
danska 1 kanadska studija pokazale su se uspjeSnijima u lijeCenju IVIG-om
sekundarnih pobacilja (25).

Daya i suradnici u€inili su 1999. godine metaanalizu svih Sest dosada provedenih
randomiziranih dvostruko slijepih placebo kontrolnih studija lijecenja
imunoglobulinom/placebo habitualnih pobacaja (308), s ciljem da se utvrdi
poboljsava li IVIG Sansu za uspje$nu trudnocu u habitualnih pobacilja i da istrazi
efekt klini¢kih varijabilnosti na ishod trudnoce.

U analizu su uklju¢ene bolesnice spomenutih studija koji su zadovoljavali
sljedece kriterije: tri ili viSe uzastopna spontana pobacaja do 20. tjedna trudnoce
s istim partnerom; iskljuene anomalije uterusa; normalni kariotipi u partnera 1
nema dokaza za autoimunosne bolesti, nije postavljena dobna granica. U dvije
studije u kojih je lijeCenje zapoceto prije koncepcije, u analizu su ukljuc¢ene
samo ispitanice koji su zatrudnjele u promatranom razdoblju. Posebno su
oznacene primarne a posebno sekundarne pobacilje. Kao uspjeh smatrala se
trudnoc¢a >20 tjedana.

Analizirano je 125 pacijntica u IVIG skupini i 115 u placebo skupini.

Ukupna stopa uspjeha za IVIG iznosi 62,4% (78/125), a za placebo 61,7%
(OR=1.08, 95% CI=0.63-1,86, P=0.78).

Logistickom regresijskom analizom podataka, broj prethodnih pobacaja
(OR=0.56) 1 dob trudnice bili su znacajni prediktor uspjesnosti trudnoce.

Christiansen 1 suradnici 2002. godine objavili su rezultate randomizirane
dvostruko slijepe placebo kontrolne studije u lijeCenju 58 ispitanica primarnih i
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sekundarnih pobacilja s najmanje 4 pobacCaja neobjasnjenog razloga prije 26.
tjedna trudnoce od kojih su najmanje tri bila uzastopna.

Lijecenje su zapoceli odmah nakon potvrde trudnoce pozitivnim testom 3 HCG-a
iz seruma ili urina. Infuzije IVIG-a u dozi 0,8g/kg TT do 20. tjedna trudnoée,a
od 20-26.tjedna infuzijeu dozi od Ig/kg TT. LijeCenje su ponavljali svaka 2
tjedna do 26 tjedna. Placebo infuzije 1,5% albumina davali su po istom
protokolu.

Stopa uspjeha u obje lijecene skupine je 45% (13/29).

U sekundarnih pobacilja stopa uspjeha lijecenja IVIG-om je 50% (6/12), a u
placebo skupini 23% (3/13) (309).

Vrijeme primjene IVIG-a (prije ili poslije koncepcije) nije imalo djelovanja na
konacan ishod.

Pitanje optimalne doze IVIG se postavlja (307), budu¢i su Yamada 1 suradnici u
lijeenju Zena primarnih pobacilja s 4 i1 viSe pobacaja neobjaSnjenog uzroka
primijenili (od 4-7 tjedna trudnoce) kroz 5 uzastopnih dana infuziju IVIG-a
20g/dnevno (ukupna doza od 100g). Od 11 lijeenih trudnica, 2 su pobacile zbog
poremecenog kariotipa u prvom tromjesecju, a 9 je rodilo (310).

Malo se zna o imunomodulatrnom djelovanju albumina. Topive molekule HLA
nadene su ne samo u preparatima IVIG-a (311) nego i u malim koli¢inima i u
preparatima albumina (312). Pretpostavlja se da i drugi derivati plazme kao
preparati faktora VIII imaju imunomodulatorno djelovanje. Ne moze se iskljuciti
da albumin u koncentraciji od 5% ima imunomodulatrono djelovanje (304),
visoke doze albumina mogle bi smanjiti razinu steroidnih hormona i drugih
substancija potencijalno Stetnih za trudnoc¢u (108).

Tocan mehanizam djelovanja IVIG-a nije potpuno objaSnjen. Jasno je da, uz
pasivni transfer, protutijela djeluju i imunosupresivno (285), pojacavaju broj i
aktivnost imunosupresivnih T-limfocita CDS8 (288), snizavaju funkcije B
limfocita (313), blokiraju fragment C3 komplementa na ciljnoj stanici (314),
inhibiraju fagocitozu posredovanu Fc receptorom (315), snizavaju Fc receptore
IgG (316), blokiraju posteljicni transport maj¢inih endogenih citotoksi¢nih IgG
(317) 1 smanjuju aktivnost NK-stanica (stanica prirodnih ubojica) (318),
suprimirajuju in vivo antikardiolipinska protutijela u Zena koje habitualno
pobacuju /RSA /(116, 319). Imunomodulatorni ucinak ocituje se preko
djelovanja antiidiotipskih protutijela (317) 1 mehanizma negativne povratne
sveze na inhibiciju sinteze autoprotutijela (289). Cinjenica je da je u uspje$nim
trudno¢ama lijeCenim infuzijama IVIG-a nadena u perifernoj krvi znacajno veéa
supresija broja NK stanica CD56 i CD 56'/16", §to je dovelo do poveéanja
upotrebe IVIGa u lijecenju Zena habitualnih pobacilja (25, 237).

Zapazanje da lijecenje IVIG-om dovodi do smanjenja broja i citotoksi¢nosti NK
stanica unutar 7 dana od tretmana ukazuje da lijeCenje IVIG-om treba zapoceti
prije, a ne nakon §to je doslo do implantacije (25).

Beer i suradnici iznose 5 kategorija imunoloskih problema koji mogu dovesti do
reprodukcijskog neuspjeha ukljucujuéi i neuspjeh IVF-ET, to su:
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1. podudarnost partnera u HLA-DQA1 antigenima, Sto spreava aloimuno
prepoznavanje trudnoce

stvaranje antifosfolipidnih protutijela
stvaranje protutijela za DNA, polinukleotide 1 histone

multiorganski autoimunosni poremecaji

A

aktivacija dviju vrsta stanica koje proizvode efektore koji smetaju
razvoju jajasca, ovulaciju, dijeljenje i implantaciju. To su CD56 NK
stanice koje proizvode citotoksi¢ne citokine za rani embrij i deciduu i CD
19'5'B"1 stanice koje proizvode protutijela za hormone (estrogene,
progesteron, humani horionski gonadotropin 1 neurotransmitere-
enkefalin, serotonin, endorfin) (320).

Potrebno je uciniti valjan odabir zena koje habitualno pobacuju i Zena s
neuspjelim IVF-ET da bi se odredila nuznost lijeCenja IVIG-om. Koristi od
lijecenja IVIG-om imat ¢e Zene s aloimunim 1 autoimunim abnormalnostima 1
RSA (kategorija 2,3,4,) kod koji je bila neuspjeSna terapija transfuzijama
leukocita, heparinom, aspirinom, i/ili prednisolonom ili koje su postale
refraktorne na konvencionalnu imunoterapiju. Imat ¢e takoder koristi od lijecenja
IVIG-om Zene s RSA i multiorganskim autoimunim poremecajima te Zene s
povisenom razinom ili aktivnoséu NK stanica (Kategorija 5) (52, 320).

Za razliku od navedenih studija u nasu studiju bile su uklju¢ene samo primarne
pobacilje s tri i1 viSe uzastopna spontana pobacaja prvog tromjesecja. Svi parovi
ukljuceni u studiju bili su podudarni u HLA-D antigenima, budu¢i da je Humar
jo§ 1992. godine iznijela rezultate o znacajnijoj podudarnosti habitualnih
pobacilja u HLA-DQ lokusima u naSoj populaciji (136). U svim drugim
studijama to nije bio kriterij iako je to jedan od mogucih parametara aloimunog
odbacivanja. Bili su takoder isklju€eni i autoimunosni uzroci pobacivanja. U
skupini IVIG-a u odnosu na kontrolnu skupinu bilo je nesto vise pobacaja 3,63/3,
a takoder je IVIG skupina bila neSto starija od kontrolne skupine 31,8/27,9
godina.

Stopa uspjeha terapije kod IVIG-a iznosla je 85%, dok je za kontrolnu skupinu
stopa uspjeha iznosila ¢ak 90%, Sto se moZe povezati s imunomodulatornim
djelovanjem progesterona.

Stopa uspjeha 1 u IVIG skupini i u kontrolnoj skupini veca je nego u svim
dosadasnjim navedenim studijama. Vjerojatno razlog lezi u dobrom izboru
parova s aloimunim uzrokom pobacaja (podudarnost u HLA-D antigenima, te
postojanje istih antigena u habitualnih pobacilja).

Razli¢iti su i kriteriji uspjeSnosti lije¢enja u svim do sada objavljenim studijama.
Krecu se od vijabilnih trudnoca od 12. tjedna naviSe. Razliciti su bili takoder 1
kriteriji uklju¢ivaja u studiju. Neki uzimaju pobacilje s dva i viSe spontanih
pobacaja, drugi s tri i viSe spontanih pobacaja bez obzira na uzrok i vrijeme
prethodnog pobacivanja. Mi smo to¢no definirali skupinu primarnih pobacilja s
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tri 1 viSe prethodnih spontanih pobacaja u prvom tromjesecju s urednim
kariotipom pobacenih zametaka 1 podudarnosti u HLA-D antigenima partnera.

Budu¢i da su trudno¢e habitualnih pobacilja same po sebi visokorizi¢ne,
povecana ucestalost serklaza i carskih rezova nije neuobicajena. Mi nismo radili
preventivne serklaze ve¢ samo ukoliko je bilo klinickih i UZV znakova
inkometencije cerviksa. Ucestalost drugih opstetrickih oboljenja i komplikacija
trudno¢e u obje promatrane skupine bilo je podjednako. Odgovarali su
visokorizicnim trudno¢ama. Nesto je veca ucestalost zavrSenja poroda carskim
rezom u obje promatrane skupine. Komplikacije i nepovoljna djelovanja IVIG
bila su kako je opisano u literaturi, blaga i nisu zahtijevala prekid lijecenja.
Serumske koncentracije TNFa 1 IL-2 u habitualnih pobacilja nisu se pokazale
kao specifi¢ni parametri za procjenu ishoda trudnoce i eventualnog blagotvornog
djelovanja IVIG-a/didrogesterona .

ZAKLJUCCI

1. Stopa uspjeha lijeCenja habitualnih pobacaja IVIG-om je 85%, dok je za
kontrolnu skupinu stopa uspjeha ¢ak 90%, Sto se moze povezati s
imunomodulatornim djelovanjem progesterona, te dobrim izborom
parova s aloimunim uzrokom pobacivanja.

2. Broj komplikacija trudnoée 1 poroda u obje ispitivane skupine bila je
podjednaka i odgovarala je visokorizicnim trudno¢ama.

3. Nije bilo znac¢ajnih nuspojava prilikom primjene imunoglobulina, koje bi
dovele do prekida lijecenja.

4. IVIG treba primjenjivati kod strogo izabranih skupina habitualnih

pobacilja, kako s aloimunim tako i autoimunim poremecajima kod kojih

uobiCajena terapija (gestagenima, aspirinom, kortikosteroidima,

heparinom) nije dala rezultate, a imale su vise od 3 pobacaja.

LijecCenje IVIG-om zapoceti §to ranije, najbolje u vrijeme koncepcije.

6. IVIG primjenjivati do 12. tjedna ili samo tijekom jednog tjedna dati
ukupnu dozu od 150 grama.

9]
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7. Tijekom obrade habitualnih pobacaja, odredivati HLA-G na horijalnom
tkivu u svrhu utvrdivanja izotipova HLA-G povezanih s pobacivanjem, te
da li koncentracija HLA-G na horijalnom tkivu utjeCe na lokalnu
imunospresiju.

8. Pri izboru parova za imunoterapiju HLA antigene odredivati metodama
DNA.

9. Serumske koncentracije TNFa 1 IL-2 nisu specifi¢ni parametri za
procjenu ishoda trudnoce i eventualno blagotvornog djelovanja IVIG-a u
odnosu na didrogesteron kod habitualnih pobacilja.

10.Niti u 1. niti u 2. periodu nema znacajne razlike u serumskoj
koncentraciji IL-2 i TNFa izmedu dvije skupine trudnica habitualnih
pobacilja (Wilcoxonov rank-sum test).

11. Srednja vrijednost TNFa u 1. periodu u habitualnih pobacilja (IVIG 1
kontrolna skupina) je 61,8 pg/ml §to je statisticki znacajno vise od 23,2
pg/ml u zdravih trudnica (p=0,002; Wilcoxonov rank-sum test).

12. Nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji IL-2 u serumu zdravih
trudnica u odnosu na trudnice habitualne pobacilje (IVIG i kontrolne
skupine). lako je srednja vrijednost koncentraije IL-2 u habitualnih
pobacilja nesto veca nego u zdravih trudnica u 1. periodu (85,3 prema
73,7 pg/ml)

SAZETAK

Habitualni ili ucestali spontani pobacaji definiraju se kao tri ili viSe uzastopne
trudnoce zavrSene pobacajem. Imenuju se sekundarnim habitualnim pobacajima,
ako im prethodi bar jedan porod zivog djeteta, a primarnim habitualnim
pobacajima kada su bez uspjesno zavrSene trudnoée. U priblizno 40% parova
koji habitualno pobacuju nije naden uzrok pobacivanja, te je vjerojatno odreden
broj tih pobacaja imunoloski uzrokovan, iako nema patognomonic¢nih klinickih
ili laboratorijskih kriterija kojima bi se dokazali aloimunoloSki uzrokovani
pobacaji.

U ispitivanje smo ukljucili 40 parova s iskustvom od tri i viSe uzastopnih
spontanih pobacaja, prvog tromjesecja, kod kojih smo iskljucili anatomski,
endokrinoloski, metabolicki, upalni, autoimunosni i druge uzroke pobacivanja te
pretpostavili vjerojatni aloimunoloski uzrok pobacivanja (podudarnost u HLA-D
antigenima).

Uz pismeni pristanak parova te uz odobrenje Etickog povjerenstva KB»Merkur»
1 Medicinskog fakulteta ukljucili smo ih u ispitivanje.
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Nakon utvrdivanja trudnoce ultrazvukom ili s pozitivnim B-lancom humanog
horionskog gonadotropina, zadovoljavanja kriterija za izbor parova, proveli smo
prospektivno kontrolirano randomizirano (tablica slucajnih brojeva) klinicko
ispitivanje: 20 trudnica lijecili smo IVIG-om, prva infuzija od 30 grama IVIG-a.
Sljedecih pet/Sest infuzija IVIG po 20 grama trudnice su dobile u razmacima od
po tri tjedna sve do 22-24. tjedna trudnoce. Ukupna doza IVIG bila je 130/150
grama. Drugih 20 trudnica smo lijecili uobicajnom intenzivnom skrbi-
mirovanje, didrogesteron. Kod svih ispitanica postojala je podudarnost u HLA—
D lokusima medu partnerima. Eritrocitni 1 leukocitni antigeni ustanovljeni su u
Centru za tipizaciju tkiva KBC Rebro u Zagrebu. Sve indikacije postavljene su u
KB»Merkury.

Od 40 ispitanica ukljuc¢enih u studiju tri su rodile u Splitu, jedna u Karlovcu,
jedna u Bjelovaru.

Kao kriterije uspjeha terapije uzeli smo trudnoce i porode iznad 24. tjedna
gestacije.

Kariotipovi svih pobacenih zametaka bili su uredni.

Ukupan broj pobacaja u IVIG skupini je 73, ili prosjecno 3,63 po trudnici, dok je
60 u kontrolnoj skupini ili prosjec¢no 3,0 po trudnici.

U skupini IVIG ispitanice su bile u dobi od 24 do 40 godina, a prosje¢na dob
iznosila je 31,8 godina. Od 20 trudnica 17 je rodilo $to je 85% (17/20). Tri
trudnoc¢e okoncane su pobacajem u prvom tromjesecju, Sto je 15% (3/20). Broj
zivorodene djece iz 17 poroda je 19 (jedni trojci). Ucestalost prijevremenog
poroda je 17,64% (3/17porodenih). Carskim rezom zbog opstetrickih indikacija
zavrseno je 10 poroda $to je 58,82% (10/17). H-gestozu imale su 3 trudnice $to
je 17,64% (3/17 poroda). U 3 trudnice zbog prijeteCeg prijevremenog poroda
zapoceto je lijecenje ritodrinom intravenski 1 per os (3/17). Serklaza je ucinjena
u 5 trudnica s§to je 29,41% (5/17) na broj poroda ili 25% ako se uzmu sve
ispitanice (5/20). Manja za gestacijsku dob bila su 2 novorodenceta. Srednja
gestacijska dob pri porodu je 38,11 tjedana (od 29 do 41 tjedan). Srednja tjelesna
tezina novorodenceta je 2863,2¢g (u rasponu od 400g do 3650g).

U kontrolnoj skupini ispitanice su bile u dobi 22 od 36 godina, prosje¢na dob
bila je 29,7 godina. Od 20 trudnica 18 je rodilo, a 2 su pobacile. Stopa uspjeha je
90% (18/20). Broj Zivorodene djece iz 18 poroda je 19.

Prije navrSenih 37. tjedna zavrsSile su 3 trudnoce ili 16,66% (3/18). Ritodrinom
intravenski ili per os zbog prijeteceg pobacaja lijeCeno je 5 trudnica. Serklaza je
ucinjena u 6 ispitanica Sto je 33,33% (6/18 poroda) ili 30% ako su racunaju sve
ispitanice (6/20). Carskim rezom zbog opstetrickih indikacija dovrSeno je 5
poroda ili 27,77% (5/18).

Srednja gestacijska dob pri porodu je 36,16 tjedana (od 26 do 41 tjedan). Srednja
tjelesna tezina novorodenceta je 2925,8g (od 480 do 4350g).

Srednja vrijednost koncentracije TNFa 1 IL-2 u serumu IVIG/kontrole kroz sva
tri promatrana perioda nisu pokazale statisti¢ki zna¢ajnu razliku.

Srednja vrijednost TNFo zdravih trudnica u 1. periodu je 23,2 pg/ml, dok je u
habitualnih pobacilja 61,8 pg/ml (IVIG i kontrolnoj skupini). Statisticki je
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znacajno visa koncentracija TNFa u serumu habitalnih pobacilja u odnosu na
zdrave trudnice.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji IL-2 u serumu zdravih
trudnica u odnosu na habitualne pobacilje. Srednja vrijednost koncentraije IL2 u
zdravih trudnica u 1. periodu je 73,66 pg/ml, a u habitualnih pobacilja 85,3
pg/ml (IVIG i kontrolna skupina).

Blage nuspojave pojavile su se u 6 trudnica koje su primale IVIG uvijek pri
rimanju prve doze. To su glavobolja, mucnina, tresavica, osjeaj vrucine
temperatura do 38° C i crvenilo koZe. Smanjivanjem brzine infuzije simptomi su
se povlacili.

SUMMARY

Habitual abortion or recurrent spontaneous abortion is defined as a sequence of
three or more pregnancies ending as miscarriage; if such a series has been pre-
ceded by a normal, successful pregnancy, it is called “secondary habitual
abortion®, if not, the term “primary habitual abortion is used. In approximately
40% of the habitual abortions no causative factor can be determined, in this
group of patients an immunological rejection reaction is suspected, although at
present no distinctive pathognomonic clinical or laboratory criteria are available
to characterize this subgroup of habitual abortion.

Forty primary aborters enrolled in study to receive infusion humane intravenous
immunoglobuline (IVIG) or didrogesteron tablet a 10 mg starting as soon as
pregnancy test was positive.

The aim of this study was to present the results of the treatment and eventually
evidence for therapeutic effect [IVIG/didrogesteron in women who had suffered
at least three recurrent miscarriage.
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IVIG was first produced at the Institute of Immunology in Zagreb, Croatia. In
this study, partners with histocompatbility in HLA-D loci were included. Tissue
typing was carried out at the Tissue Typing Center, University Hospital Center
Rebro, Zagreb. Before treatment at our hospital all the patients with the
possibility of the chromosomal aberrations, genopaties, anatomic,
microbiological, endocrinological, environmental factors or autoimmunization as
a cause of abortion were excluded.

Treatment (IVIG/didrogesteron, bed rest) started after confirmation of pregnancy
on the fifth week of pregnancy. First infusion contained 30 grams of IVIG.
Further five/six doses of 20 grams were infused every third week. Total dose of
IVIG was 130/150 grams per case. All pregnancies, except one, were treated at
our hospital, but five women were gave birth out of our hospital. Success was
defined as pregnancy beyond gestational week 24 and/or delivery.

In IVIG group:

Twenty women parcipitated in study. Their average age was 31,8 years (range
24-40). Seventeen out of twenty pregnant women delivered 19 babies (one
triplets). One pre-term at 28 weeks born baby died 3 hour after birth.

Three abortions occurred after the first or second infusion.

Due to obstetrics reasons ten deliveries were terminated by caesarean section
(58,82%).

Three pregnancies were (17,64%) terminated before 37 gestation weeks. Two
babies were born small for gestational age. Three patients developed H-gestosis.
Three women had pre-term labor pain and were treated with infusion of ritodrin.
Due to incompetence of cervix in 5 cases in second trimester of pregnancy
cervical cerclage were done (29,41%)

In control group (bed rest, didrogesteron tablet a 10 mg until 12th weeks) the
average age of women receiving didrogesteron was 27,9 years (range 22-36).
Out of twenty, 18 pregnant women gave birth to 19 babies (one twins). Success
rate was 90% (18/20). Twins were born at 26 weeks pre-term, and died several
hours later. Three women had pre-term delivery (16,66%), in one of them
caesarean section was done in 34th weeks of gestation due to worsening
universal fetal hydrops. Baby was died 12 hours after delivery due to hydrops
unknown etiology. Due to pre-term uterine contractions we treated five pregnant
women with infusion of ritodrin. Due to incompetence of cervix in 6 cases in
second trimester of pregnancy cervical cerclage was done (33,33%). Due to
obstetrics reasons 5 deliveries were terminated by caesarean section (27,77%).

The average weight of the newborns was 2863,2g (range 400g-3650g) in the
IVIG group and 2925,8g (range 480g-4350g) in didrogesteron group. The
average gestational ages were 38,11 weeks (range 29-41) in the IVIG group and
36,16 weeks (range 26-41 weeks) in control groups. No congenital
malformations were observed in the newborns.

In all, with no significant differences in the pregnancy course or perinatal
outcome between those two-treatment group (IVIG/didrogesteron) were found.
May be due to imunomodulatory effects of progesterone or emotional care
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associated with administration of placebo can indirectly facilitating the
progression of pregnancy.

Serum levels of TNFa and IL2 were not significantly associated with pregnancy
outcome. We did not found statistical significant differentiation in serum
concentration of TNFa and IL2 between IVIG group and control group. We
found statistical significant elevation of serum concentration TNFa in first
trimester pregnancy of women with history of at least 3 consecutive spontaneous
abortions, in addition first trimester normal pregnancy

Only six patients in IVIG group had side effects at the time of the first infusion
and they were: headache, nausea, chills, and elevated body temperature under
38° C, hot flushing, and chill. Side effects disappeared after reducing the speed
of infusion.
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TABLICA 3. Klini¢ki podaci kontrolne skupine

Broj | Pocetak Th:
R. Inicijali Porod | poba- (hbd) Druga terapija Komplikacije trudnoce Po- Tjed. TT/duz. Spol
br. (dob) Caja rod/A
b

1. HM. (27) 0 3 6 cerclage, ritodrin PPI, Inkomp. cervik. Vag | porod 40 3300/49 | Zensko
2. D.T. (35) 0 3 5 Vag | porod 39 4350/56 | musko
3. B.L. (27) 0 3 6 Vag | porod 40 3030/47 | zensko
4. R.M. (28) 0 3 7 cerclage Inkomp.cervik. porod 40 3700/50 | zensko
5. De V.D. 0 3 5 cerclage Inkomp.cervik Vag | porod | 25+2 | 530/29 musko

(30). 480/30 zensko
6. S.B. (26) 0 3 6 ab 8+2 46.XX
7. M.I (31) 0 3 ritodrin PPI, universalni hidrops ploda u 34 c.rez | porod 34 2600/47 | zensko

tj.

8. P.M. (36) 0 3 6 cerclage Inkomp. cervic. Vag | porod 39 3500/49 | musko
9. R.R.(24) 0 3 5 ritodrin PPI Vag | porod 38 2700/50 | musko
10. D.T.D. (33) 0 3 5 ritodrin PPI Vag | porod [ 36+6 | 2650/48 | musko
11. R.I. (33) 0 3 6 Vag | porod 39+6 | 3500/50 | zensko
12. P-S. (35) 0 3 6 ab 11+5 Split
13. N.Lj. (35) 0 3 6 ritodrin PPI. IUGR Vag | porod [ 39+2 | 2500/49 | Zensko
14. G.N. (24) 0 3 5 Vag | porod | 39+3 | 3400/52 | musko
15. V.Z.(31) 0 3 5 cerclage Inkomp. cervik. c.rez | porod | 38+1 3000/49 | musko
16. P.M. (24) 0 3 6 c.re | porod 38 3500/53 | musko
17. V.L.I. (28) 0 3 6 cerclage Inkomp. cervik. c.rez | porod | 40+1 3200/51 musko
18. 0.A. (22) 0 3 5 c.rez | porod | 40+1 3200/51 musko
19. M.S. (30) 0 3 6 Vag | porod 39 3500/52 | musko
20. P.N. (34) 0 3 6 Vag | porod [ 38+3 | 2950/50 | musko




TABLICA 2. Klini¢ki podaci IVIG skupine

Ishod trudnoce

R Inicijali Porod Broj Pocetak br Druga terapija Komplikacije trudnoce Po- Tjed. TT/duz. Spol
br. (dob) Ab. Th (hbd) cikl. rod/Ab

1. V.R (30) 0 4 5 7 vag porod | 39+5 | 3500/10 musko
2. K.L (33) 0 3 7 6 Cordipin, ritodrin H gestosis, [IUGR, PPI vag porod | 38+1 | 2800/50 zensko
3. M.P. (27) 0 3 7 3 ab 13+2 | Missed ab. | 46,xx
4. B.D. (37) 0 2 6 6 da H gestosis, eklampsija, c.rez | porod | 28+3 | 400/25 musko

IUGR
5. V.M. (24) 0 3 7 cerclage. Inkom. cervik, zadak c.rez | porod 41 3430/54 zensko
6. Z.A (27) 0 3 6 7 vag porod 39 3150/50 zensko
7. K.I. (40) 0 4 5 7 Metildopa, antibiotika, | H-gestosis, PPI, PPROM vag porod 34 2020/44 zensko
cerclage, ritodrin od 25. tj., inkomp. cervik.

8. M.C.V (37) 0 3 5 1 ab 8 Missed ab. | 46 XX
9. P.B.(37) 0 7 cerclage, ritodrin Inkomp. cervik., PPI c.rez | porod | 33+4 | 2450/49 musko

1800/46 musko
1650/42 musko

10. G.V. (36) 0 3 5 7 c.rez | porod | 39+5 [ 3350/48 zensko
11. M.M.(38) 0 3 6 6 c.rez | porod | 40+2 [ 3350/50 zensko
12. F.M. (30) 0 5 5 2 ab 8+1 | Missed ab | 46,xx

13. R.D. (36) 0 4 5 7 cerclage Inkomp.cervik., IUGR c.rez | porod [ 39+4 | 2700/50 zensko
14. M.I. (34) 1 7 6 6 c.rez | porod 38 2700/50 musko
15. K.E. (34). 0 4 6 6 c.rez | porod 38 3100/49 zensko
16. G.K. (25) 0 3 4 7 vag porod | 38+1 | 3450/50 musko
17. P.S. (32) 0 4 5 7 cerclage Inkomp. cervik. c.rez | porod | 38+1 | 3200/51 musko
18. S.A. (27) 0 3 5 7 vag porod | 38+4 | 3200/50 zensko
19. H.I. (27 0 3 5 7 c.rez | porod 39 3350/50 zensko
20. K.S.M. (25) 0 4 6 7 vag porod | 38+6 [ 3050/50 zensko




TABLICA 5. Podudarnost partnera u HLA antigenima; IVIG skupina
R. broj Inicijali HLA - A HLA -B HLA - DR HLA - DQ

1. V.R 2 52 1,3
2. K.L. 35 1 1
3. M.P. 2 1,3
4. B.D. 1,2
5. V.M. 1 1 1,
6. Z.A. 5 52 3
7. K.I. 52
8. | M.C.V. 3 3
9. P.B. 35 1,3
10. G.V. 2 35 1 1
11. M.M. 2,11, 52 1,3
12. F.M. 2 1,3
13. R.D. 2 52
14. M.I 1,3
15. K.E. 2 11,52
16. G.K. 2 1 1
17. P.S. 9 3 2
18. S.A. 9 35 3
19. H.I. 4 3
20. | K.S.M. 2 1,3




TABLICA 4. Nuspojave za vrijeme davanja IVIG-a

R. CRVENILO | POVRACANJE | OSJECAJ | TRESAVICA

br. | Inicijali | GLAVOBOLJA | KOZE I MUCNINA VRUCINE TEMP DO 38° C
1. B.D. + +

2. M.V. +

3. P.B + +

4. M.L + +

5. G.K. + +

6. K.S.M +




TABLICA 1. Kiriteriji za izbor parova

1. Sukladnost partnera u HLA-D lokusima

Parovi s tri i1 viSe spontanih pobacaja koji su uslijedili uzastopno s istim partnerom

Iskljuceni su kromosomski, anatomski, mikrobioloski, endokrinoloski i autoimunosni uzroci infertiliteta

Isklju€ene su genopatije pomocu podataka iz heredograma

Iskljuceni vanjski nepogodni utjecaji (pusenje, alkohol, fizikalni i kemijski teratogeni)

Kod ranije pobacenog zametka/ploda naden je uredan kariotip

N R R

Krvna slika Zene je uredna.




TABLICA 5.a

Podudarnost partnera u HLA antigenima; Kontrolna skupina

R. broj | Inicijali HLA - A HLA - B HLA - DR HLA - DQ

1. H.M. 1 8 52

2. D.T. 2 1 1
3. B.L. 2 1
4. R.M. 7 2 1
5. De V.D. 7,53 2
6. S.B. 1,2
7. M.L 3 52 1
8. P.M. 2 1
9. RR.. 5 11,52 1,3
10. | D.TD. 52 1,3
11. R 1 1
12. P-S. 4,52,53 3
13. N.Lj. 21,22 52

14. G.N. 2 2
15. V.Z. 6,52 1
16. P.M. 2 1 1
17. | VLL 3,52 2
18. O.A. 1 51 1
19. M.S. 11,52 3
20. P.N. 11,52 3




Tablica 6

IVIG Kontrolna s.
N % N % p*
Sprema
NSS 0 0,0 1 5,0 NS
SSS 12 60,0 11 55,0
VA 0 0,0 1 5,0
VSS 8 40,0 7 35,0
Krvna grupa
O 6 31,6 6 30,0 NS
A 7 36,8 7 35,0
B 5 26,3 2 10,0
AB 1 53 5 25,0
Rh faktor
- 1 53 3 15,0 NS
+ 18 94,7 17 85,0
Sprema supruga
SSS 11 55,0 11 55,0 NS
VAT 1 5,0 1 5,0
VSS 8 40,0 8 40,0
Krvna grupa supruga
O 5 35,7 8 44 4 NS
A 5 35,7 2 11,1
B 3 21,4 5 27,8
AB 1 7,1 3 16,7
Rh faktor supruga
- 3 21,4 0 0,0 NS
+ 11 78,6 18 100,0
P
0 19 95,0 20 100,0 NS
1 1 5,0 0 0,0
AB
2 1 50 0 0,0 0,0004
3 10 50,0 20 100,0
4 6 30,0 0 0,0
5 2 10,0 0 0,0
7 1 5,0 0 0,0
Gornja granica
duljine krvarenja
4 2 10,0 0 0,0 NS
5 11 55,0 16 80,0
6 6 30,0 4 20,0
8 1 5,0 0 0,0




Tablica 6 (nastavak)

IVIG Kontrolna s.
N % N % p*
Pocetak
imunoterapije
4 2 10,0
5 9 45,0
6 6 30,0
7 3 15,0
Zavrsetak
imunoterapije
5 1 50
8 1 50
13 1 50
21 1 50
22 1 50
23 8 40,0
24 7 35,0
Broj ciklusa imunoterapije
1 1 50
2 1 50
3 1 50
6 5 25,0
7 12 60,0
Nuspojave
Nema 9 60,0
Ima 6 40,0
Cerclage
Ne 15 75,0 14 70,0 NS
Da 5 25,0 6 30,0
Prepar
Ne 17 85,0 15 75,0 NS
Da 3 15,0 5 25,0
Ishod
Porod 17 85,0 18 90,0 NS
Pobacaj 3 15,0 2 10,0
Spol
Zenski 11 57,9 7 36,8 NS
Muski 8 421 12 63,2
Spol’
Zenski 11 68,8 6 35,3 NS
Muski 5 31,3 11 64,7
Nacin
Vag. 7 41,2 13 72,2 NS
C. Rez. 10 58,8 5 27,8
Porod naknadno
Ne 16 80,0 10 50,0 NS
Da 4 20,0 10 50,0
Abortus naknadno
Ne 16 80,0 17 85,0 NS
Da 4 20,0 3 15,0
' Bez viSeplodnih trudnoca NS -nesignifikantno

* p vrijednost Xz - testa, odnosno Fisherovog egzaktnog test:









Tablica 5 b. HLA status

IVIG Kontrolna s.
N % N % p*
DR1
Ne 15 75,0 16 80,0 NS
Da 5 25,0 4 20,0
DR3
Ne 17 85,0 16 80,0 NS
Da 3 15,0 4 20,0
DR1iDR3
Ne 20 100,0 19 95,0 NS
Da 0 0,0 1 5,0
DR1 ili DR3
Ne 12 60,0 13 65,0 NS
Da 8 40,0 7 35,0
DQ1
Ne 5 25,0 8 40,0 NS
Da 15 75,0 12 60,0
DQ3
Ne 11 55,0 10 50,0 NS
Da 45,0 10 50,0
DQ1iDQ3
Ne 14 70,0 16 80,0 NS
Da 6 30,0 4 20,0
DQ1ili DQ3
Ne 2 10,0 2 10,0 NS
Da 18 90,0 18 90,0

* p vrijednost Xz - testa, odnosno Fisherovog egzaktnog test:

NS- nesignifikantno



Tablica 7

IVIG Kontrolna s.

N Sr.vr. St.d. Med. Min. Max. N Sr.vr. St.d. Med. Min. Max. p*
Starost 20 31,8 51 32,5 240 40,0 20 29,7 4,3 30,0 22,0 36,0 NS
AB 20 3,7 1.1 3,0 2,0 7,0 20 3,0 0,0 3,0 3,0 3,0 0,004
Donja granica
duljine ciklusa 20 28,1 1,7 28,0 24,0 32,0 20 29,0 1,8 28,0 28,0 35,5 NS
Gornja granica
duljine krvarenja 20 54 0,9 50 4,0 8,0 20 52 0,4 50 50 6,0 NS
Pocetak imunoterapije
u tjednu 20 5,5 0,9 5,0 4,0 7,0
Zavrsetak imunoterapije
u tjednu 20 21,1 55 23,0 50 240
Broj ciklusa
imunoterapije 20 6,0 1,8 7,0 1,0 7,0
Porodna tezina 19 2863,2 742,1 3100,0 400,0 3650,0 19 2925,8 960,8 3200,0 480,0 4350,0 NS
Porodna teZina' 16 2940,6 787,6 3175,0 400,0 3650,0 17 3210,6 468,7 3200,0 2500,0 4350,0 NS
Porodna duzina 19 48,5 6,0 50,0 25,0 54,0 19 48,0 6,9 50,0 29,0 56,0 NS
Porodna duzina' 16 48,4 6,6 50,0 25,0 54,0 17 50,2 2,2 50,0 47,0 56,0 NS
Tjedan poroda 20 33,6 10,7 38,1 8,0 41,0 20 35,2 9,3 39,0 8,3 40,1 NS
Tjelesna tezina 20 68,8 10,2 70,0 52,0 90,0 20 71,7 9,3 72,0 50,0 90,0 NS
Dobitak u TT 16 15,2 29 15,5 8,0 20,0 19 16,1 34 16,0 10,0 22,0 NS
Tjelesna visina 20 163,7 5,8 162,0 155,0 180,0 20 165,9 53 165,0 159,0 180,0 NS

' TeZina i duZina novorodengadi bez viSeplodnih trudnoca

* p vrijednost Wilcoxonovog rank-sum testa.

NS - nesignifikantno



Tablica 8 Citokini u serumu ispitanica

Zdrave IVIG Kontrolna s.

N Sr.vr. N Srwvr. Std. Med. Min. Max. N Srwvr. Std. Med. Min. Max. p*
IL-2 1. period 4 73,66 10 859 122,8 511 0,1 397,44 8 846 1204 401 0,2 348,2 NS
IL-2 2. period 2 20,81 11 70,0 109,2 32,1 0,1 373,8 8 83,4 114,2 46,5 0,2 340,9 NS
IL-2 3. period 2 35,8 1 83,9 - 839 839 83,9 1 75,0 - 75,0 75,0 75,0
IL-2 Puerpere 2 491
TNF-a. 1. period 4 23,2 10 58,8 17,7 54,8 27,2 89,9 8 65,7 27,1 64,1 26,2 119,8 NS
TNF-a. 2. period 2 16,1 11 59,3 15,6 59,0 27,9 85,0 7 58,1 15,6 59,9 34,0 83,4 NS
TNF-a 3. period 2 13,78 1 62,1 - 62,1 62,1 62,1 1 55,1 - 551 55,1 55,1
TNF-a Puerpere 2 1541

* p vrijednost Wilcoxonovog rank-sum testa.
NS - nesignifikantno

1. period: 4-12. tjedna

2. period: 13-24. tjedna

3. period: 25-36. tjedna



Tablica 8a Citokini serumu ispitanica

IVIG i kontrolna s. Zdrave
N Srwvr. Std. Med. Min. Max. N Srwvr. Std. Med. Min. Max. p*
IL-2 1. period 18 853 118,1 40,1 0,1 3974 4 73,7 306 729 381 1107 NS
TNF-a 1. period 18 618 219 579 262 1198 4 232 1,3 229 221 249 0,002

* p vrijednost Wilcoxonovog rank-sum testa.
NS - nesignifikantno



Tablica 8b Ispitanice s koncentracijom IL-2 > 2.4 pg/ml i TNFe. > 12 pg/ml

IVIG Kontrolna s.
N % N % p*
IL-2 1. period
<24 4 40,0 2 25,0 NS
>=24 6 60,0 6 75,0
IL-2 2. period
<24 4 364 2 25,0 NS
>=24 7 63,6 6 75,0
TNF-a 1. period
>=12 10 100,0 8 100,0
TNF-a 2. period
>=12 11 100,0 7 100,0

* p vrijednost Fisherovog egzaktnog testa.
NS - nesignifikantno



Tablica 8c Citokini u serumu ispitanica

Zdrave IVIG Kontrolnas. Pobacaj
N Sr.vr. N Sr.vr. N Sr.vr. Sr.vr.
IL-2 1. period 4 73,7 10 85,9 8 84,6 0,1
IL-2 2. period 2 20,8 11 70,0 8 83,4 0,1
IL-2 3. period 2 35,8 1 83,9 1 75,0
IL-2 Puerpere 2 491
TNF-a. 1. period 4 23,2 10 58,8 8 65,7 27,2
TNF-a. 2. period 2 16,1 11 59,3 7 58,1 27,9
TNF-a 3. period 2 13,8 1 62,1 1 55,1
TNF-a Puerpere 2 15,4




Tablica 9

Spearmanov
koeficijent
korelacije p*
IL-2 0,95666 <0.0001

TNF-a 0,62010 0,0079




Tablica 5 Nuspojave

Temperatura Crvenilo Osjecaj
Pacijentica Tresavica Glavobolja Mucnina do 38C koze vrucine
Branka_Peri¢ + +
Katarina_Grani¢ + +
Matovina_lvanka + +
Dragica_Bistricki + +
Valentina_Majcug +

Kustor Steti¢ Magdalena




