Diferencijacija stanica trofoblasta u normalnoj i
patoloskoj trudnodi

Zmijanac Partl, Jasenka

Doctoral thesis / Disertacija
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:278538

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-26

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:278538
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:6280
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:6280

EUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Jasenka Zmijanac Partl

Diferencijacija stanica trofoblasta u
normalnoj i patoloskoj trudnogi

DISERTACIJA

Zagreb, 2016.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Jasenka Zmijanac Partl

Diferencijacija stanica trofoblasta u
normalnoj i patoloskoj trudnogi

DISERTACIJA

Zagreb, 2016.



Disertacija je izradena u Zavodu za biologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu i Klinici za zenske bolesti i porode KB Merkur, Zagreb

Voditelj rada: prof. dr. sc. Ljiliana Serman

Posebno se zahvaljuiem mojoj mentorici, prof. dr. sc. Ljiliani Serman na
neiscrpnom strpljenju, podrsci, razumijevanju i nesebi¢no darovanom znanju te
uputama i savjetima bez kojih ovaj rad ne bih privela kraju.

Veliko hvala predstojnici Zavoda za biologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu,
prof. dr. sc. Florijani Buli¢ Jaku$ na velikodusnoj spremnosti za materijalnu pomo¢ u
svim fazama obrade uzoraka.

Zahvaljujem se svim suradnicima Zavoda za biologiju Medicinskog fakulteta u
Zagrebu za cjelokupnu pomo¢ u radu a osobito doc. dr. sc. Tamari NikuSevoj Marti¢
te ing. Marijani Druga, lvani Jurkovi¢ i Ivi Ge€ek na tehni¢koj pomoci.

Posebnu zahvalnost dugujem prof. dr. sc. Vesni Crnek Kunstelj koja je svojom
ljubaznosc¢u i razumijevanjem potaknula i podrzala ovu uspjeSnu suradnju.

Zahvaljujem kolegi i prijatelju doc. dr. sc. Zeliku Duiéu na korisnim savjetima,
poticanju i svakodnevnoj podrsci u radu.

Zahvaljujem doc. dr. sc. Aniti Skrti¢ na darovanom vremenu, znanju i trudu za
patohistoloSku obradu prikupljenih uzoraka posteljica.

NajliepSa hvala specijalizantima ginekologije i primaljama radaonice KB
Merkur za pomoc prilikom prikupljanja uzoraka posteljica.

Osobito se zahvaljujem rodiljlama koje su donirale posteljice za moje
istrazivanje.

Hvala i mojem suprugu i sinu koji su se trudili pomoci na bilo koji nacin.

Ovaj rad posvecujem svojoj maijci, koja me nesebi¢no podrzavala i vjerovala u
mene svih ovih godina, hrabrila me i poticala te me uvijek iznova osnazila svojom
neizmjernom ljubavi kako to samo majka moze.



SADRZAJ

POPIS OZNAKA I KRATICA
1. UVOD I SVRHA RADA

1.1. Razvoj posteljice

1.1.1. Diferencijacija trofoblasta
1.1.2. Implantacija

1.1.3. Dva vala invazije trofoblasta

1.1.4. Razvoj korionskih resica

1.2. Molekularna osnova diferencijacije i invazije humanog ekstraviloznog

trofoblasta — pregled literature

1.2.1. Wnt signalni put

1.2.1.1. Sudionici Wnt signalnog puta

1.2.1.2..Kanonski put djelovanja Wnt signalnog puta
1.2.1.3..Nekanonski putevi djelovanja Wnt signalnog puta
1.2.1.4.Wnt signalni put u tkivu posteljice

1.3. Epitelno - mezenhimna tranzicija (EMT)

1.3.1. EIf5 i Snail

1.4. Wnt signalni put i EMT u bolestima vezanim uz trudno¢u
1.4.1. Zastoj rasta

1.4.2. Gestacijska hipertenzija, preeklampsija, eklampsija, HELLP
2. HIPOTEZA

3. CILJEVI RADA

4. MATERIJAL I METODE

4.1. Materijal

4.2. Metode

4.2.1. Uzorkovanje posteljica

4.2.2. Imunohistokemijska analiza

4.2.2.1. Priprema za imunohistokemiju

4.2.2.2. Imunohistokemijska obrada posteljica
4.2.3.Imunofluorescencija

4.2.4. StereoloSka kvantitativna analiza

4.2.5. Statisticke metode

11
11
15
16
17
19
21
21
22
24
26
27
28
28
30
30
30
30
31
31
32
33



5. REZULTATI
5.1. Ekspresija proteina SFRP1
5.1.1. Ekspresija proteina SFRP1 u patoloskim terminskim 1 patoloSkim

prijevremeno porodenim posteljicama

5.1.2. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljicama kod prijevremenih poroda bez

pridruzene patologije (kontrolne prijevremene posteljice)

5.1.3. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljicama kod terminskog idiopatskog
zastoja u rastu ploda ( [IUGR)

5.1.4. . Ekspresija proteina SFRP1 u posteljicama kod prijevremeno

porodenog idiopatskog zastoja u rastu ploda (IUGR)

5.1.5. . Ekspresija proteina SFRP1 u terminskim posteljicama kod zastoja
u rastu ploda uz poviseni krvni tlak majke

5.1.6. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljicama kod prijevremenog

poroda uz zastoj u rastu ploda i poviSeni krvni tlak majke

5.1.7. Ekspresija proteina SFRP1 u terminskim posteljicama kod povisenog
krvnog tlaka majke bez zastoja u rastu ploda (djeca eutrofi¢na za dob,
spol i paritet majke)

5.1.8. Ekspresija proteina SFRP1 u prijevremeno porodenim posteljicama
kod poviSenog krvnog tlaka majke bez zastoja u rastu ploda (djeca
eutrofi¢na za gestacijsku dob, spol i1 paritet majke)

5.1.9. Ekspresija proteina SFRP1 u prijevremeno porodenim posteljicama
iz trudno¢a kompliciranih s gestacijskim dijabetesom

5.1.10. Ekspresija proteina SFRP1 u terminskim posteljicama iz

trudnoda s povisenim krvnim tlakom majke i gestacijskim dijabetesom
5.1.11. Ekspresija proteina SFRP1 u prijevremeno porodenim posteljicama
iz trudnoca s povisenim krvnim tlakom majke 1 gestacijskim dijabetesom
5.1.12. Ekspresija proteina SFRP1 u terminskim posteljicama kod zastoja
u rastu ploda uz gestacijsku Secernu bolest

5.1.13. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljicama kod anomalija ploda
5.1.14. Usporedba ekspresije proteina SFRP1 u terminskim patoloskim

posteljicama s terminskim 1 prijevremenim kontrolama

5.1.15. Usporedba ekspresije proteina SFRP1 u prijevremeno porodenim

patoloskim posteljicama s terminskim i prijevremenim kontrolama

34
34

37

40

44

47

52

55

61

65

70

75

78

83
85

88

91



5.2. Ekspresija proteina SFRP3

5.2.1. Ekspresija proteina SFRP3 u patoloskim terminskim i patoloSkim
prijevremeno porodenim posteljicama

5.2.2. Ekspresija proteina SFRP3 u posteljicama kod prijevremenih poroda
bez pridruzene patologije ( kontrolne prijevremeno porodene posteljice)
5.2.3. Ekspresija proteina SFRP3 u posteljicama kod terminskog
idiopatskog TUGR-a

5.2.4. Ekspresija proteina SFRP3 u posteljicama kod prijevremeno
porodenog idiopatskog ITUGR-a

5.2.5. Ekspresija proteina SFRP3 u posteljicama kod prijevremenog
poroda uz IUGR 1 poviseni krvni tlak majke

5.2.6. Ekspresija proteina SFRP3 u terminskim posteljicama kod poviSenog
krvnog tlaka uz eutrofi¢nu djecu

5.2.7. Ekspresija proteina SFRP3 u prijevremeno porodenim posteljicama
kod poviSenog krvnog tlaka uz djecu eutrofi¢nu za gestacijsku dob,

spol 1 paritet majke

5.2.8. Ekspresija proteina SFRP3 u prijevremeno porodenim posteljicama
s gestacijskom Secernom bolesti

5.2.9. Ekspresija proteina SFRP3 u terminskim posteljicama iz trudnoca s
poviSenim krvnim tlakom i gestacijskim dijabetesom

5.2.10. Ekspresija proteina SFRP3 u prijevremeno porodenim posteljicama
iz trudnoca s povisenim krvnim tlakom i gestacijskim dijabetesom
5.2.11. Ekspresija proteina SFRP3 u posteljicama kod anomalija ploda
5.2.12. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u terminskim patoloskim

posteljicama s terminskim i prijevremenim kontrolama

5.2.13. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u prijevremeno porodenim
patoloskim posteljicama s terminskim 1 prijevremenim kontrolama

5.3. Ekspresija proteina TCF1

5.4. Ekspresija proteina ELF5

5.4.1. Ekspresija proteina ELF5 u patoloskim terminskim i patoloskim

prijevremeno porodenim posteljicama

5.4.2. Ekspresija proteina ELF5 u posteljicama kod prijevremenog poroda

bez pridruzene patologije (kontrolne prijevremeno porodene posteljice)

97

98

101

103

105

107

109

111

113

115

117
119

121

124

129

136

137

139



5.4.3. Ekspresija proteina ELF5 u posteljicama kod terminskog
idiopatskog TUGR-a

5.4.4. Ekspresija proteina ELF5 u prijevremeno porodenim posteljicama
uz IUGR 1 poviseni krvni tlak majke

5.4.5. Ekspresija proteina ELFS5 u prijevremeno porodenim posteljicama
kod povisenog krvnog tlaka majke i eutrofi¢ne djece

5.4.6. Ekspresija proteina ELF5 u prijevremeno porodenim posteljicama
iz trudnoca s poviSenim tlakom i gestacijskim dijabetesom

5.4.7. Medusobna usporedba ekspresije proteina ELF5 u posteljicama
iz patoloskih trudnoca te usporedba s terminskim i prijevremenim kontrolama
6. RASPRAVA

6.1. SFRP1 I SFRP3

6.1.1. Prijevemeni porodi

6.1.2. Trudnoce sa zastojem u rastu ploda

6.1.3. Trudnoce s hipertenzivnim poremecajem

6.1.4. Gestacijski dijabetes

6.1.5. Medusobna usporedba analiziranih skupina posteljica

6.1.5.1. Patoloske terminske posteljice

6.1.5.2. Patoloske prijevremeno porodene posteljice

6.1.6. Kako objasniti ovakve rezultate?

6.2. TCF1

6.3. ELF5

7. ZAKLJUCCI

8. SAZETAK

9. SUMMARY

10. POPIS LITERATURE

11. BIOGRAFIJA

140

142

144

146

148
150
151
151
152
153
155
156
156
157
158
166
169
173
174
175
176
196



POPIS OZNAKA I KRATICA

Al
AKT
APC

bHLH

BtrCP

BMI
CamK IT

Cdx2
cGMP
CK-la
CMV
CRIPTO-1
CTB
CTTNB-1

Daaml

DAB
Dkk
DNA
Dvl
ECM
EGF
EGFRI1
ELF5
EMT
Eomes

F/P omjer

Adherentni spojevi (engl. adherens junctions)

Protein kinaza B (PKB); serin/treonin specifi¢na protein kinaza

Protein adenomatozne polipoze kolona, (engl. Adenomatous polyposis coli
protein)

Transkripcijski protein s motivom uzvojnica-petlja-uzvojnica (engl. Basic
helix-loop-helix protein)

Protein koji sadrzi ponavljanje beta transducina (engl. Beta-transducin repeat
containing protein)

Indeks tjelesne mase (engl. Body mass index)

O kalciju/kalmodulinu ovisna kinaza IT (engl. Ca2"/calmodulin-dependent
protein kinase II)

Homeoticki transkripcijski factor (engl. Caudal-type homeodomain)
Ciklicki guanozin monofosfat

Kazein kinaza 1 alfa

Citomegalovirus

Clan obitelji epidermalnog faktora rasta koji imaju specifiénu kripto domenu
Citotrofoblast

Gen koji kodira za beta katenin

Aktivator morfogeneze povezan s Dishevelled proteinom (engl. Dishevelled
associated activator of morphogenesis 1)

3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid

Protein Dickkopf

Deoksiribonukleinska kiselina

Protein Dishevelled

Izvanstani¢ni matriks (engl. Extracellular matrix)

Epidermalni faktor rasta (engl. Epidermal growth factor)

Receptor za epidermalni faktor rasta 1 (engl. Epidermal growth factor receptor)
Transkripcijski fakotr ELF5 (engl. E74-like factor 5)
Epitelno - mezenhimna tranzicija

Gen za T-box transkripcijski faktor Eomesodermin

Fetoplacentalni omjer



ERK
ESRRb

ETS
EVT
FAP
FN 1
FSP1
GATA 33
GBP

GCM1
GSK3p
HAPO
hCG
HELLP Sy

HGF
HIFla
HLA
HMG
ICM
1d2
IGF
Int-1
ITGA
JNK
LDH
LEF
LRP

MAPK
MET

Izvanstani¢no regulirane kinaze

Transkripcijski faktor povezan s estrogenim receptorom (engl. estrogen- related
receptor beta)

Transkripcijski factor ETS (engl.E- twenty six transcription factor)
Ekstravilozni trofoblast

Obiteljska adenomatozna polipoza (engl. Familial adenomatous polyposis)
Gen za fibronektin 1

Protein specifi¢an za fibroblast (engl. Fibroblast specific protein 1)

Protein 3 koji se veze na GATA ponavljanja (engl. GATA binding protein 3)
Protein koji se veze na glikogen sintetazu kinazu 3 beta (engl. GSK-3 binding
protein)

Transkripcijski protein GCM1 (engl.Glial cells missing 1)

Glikogen sintetaza kinaza 3 beta

engl. Hyperglycemia and adverse pregnancy outcome study

Humani korionski gonadotropin

Sindrom HELLP (engl. Haemolysis, elevated liver enzymes, low platelets
syndrome)

Faktor rasta hepatocita (engl. Hepatocyte growth factor)

Faktor koji inducira hipoksiju (engl. Hypoxia inducible factor alpha)
Humani leukocitni antigen (engl. Human leucocyte antigen)

Transkripcijski faktor s HMG (engl. High mobility group)

Embrioblast (engl. Inner cell mass, embryoblast)

Transkripcijski faktor 1d2 (engl. Inhibitor of DNA binding 2)

Inzulinu nalik faktor rasta (engl. Insulin-like growth factor)

Gen za integraciju virusa tumora dojke u glodavaca

Gen za integrin alfa

c-Jun N-terminalna kinaza

Laktat dehidrogenaza

Transkripcijski faktor LEF (engl.Limphoid enhancer factor)

Protein pridruzen lipoproteinu niske gustoce (engl. Low density lipoprotein
receptor related protein)

Protein kinaza aktivirana mitogenom (engl. Mitogen activated protein kinase)

Mezenhimno - epitelna tranzicija



MMP
mTOR
NEMO
NF-AT
NK stanice
Oct4
OGTT
PAI
PAR-1
PCP

PDZ domene
PI3K

PKC

PKG

racl

RGS

Rho

RNA
Rock

Ror
RT-PCR
Ryk

Ser

SFRP

SGA
Snail 2
STAT3

STOX1
TAK-1
TCF

Matriks metaloproteinaze

Signalni put mTOR (engl. Mammalian target of rapamycin)
Transkripcijski faktor NEMO (engl. Nuclear factor essential modulator)
Transkripcijski faktor NF-AT (engl. Nuclear factor of activated T cells)
Stanice prirodni ubojice (engl. Natural killer cells)

Transkripcijski faktor Oct4 (engl. Octamer-binding transcription factor 4)
Oralni test optere¢enja glukozom (engl. Oral glucosae tolerance test)
Inhibitor aktivatora plazminogena

Receptor PAR-1 (engl. Protease — activated receptor 1)

Proces polariteta stanica (engl.Planar cell polarity)

Zajednicka struktura od 80-90 aminokiselina u proteinima PSD-95, Dlg i ZO-1
Phosphatidilinozitol 3 kinaza (engl. Phosphoinozitol 3 kinase)

Protein kinaza C

Protein kinaza ovisna o cGMP (engl. cGMP- dependent protein kinase)
engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Regulator signalizacije G proteina (engl. Regulator of G protein signalling)
Clan proteinske obitelji Rho (engl. Ras homologue gene family member)
Ribonukleninska kiselina

Protein kinaza Rock (engl. Rho-associated coiled-coil containing protein
kinase)

Receptor nalik tirozin kinazi (engl. Tyrosin kinase—like orphan receptor)
Lancana reakcija polimeraze (engl. Real- time polymerase chain reaction)
Tirozin kinaza vezana uz receptor (engl. Related-to-receptor tyrosin kinase)
Aminokiselina Serin

Protein povezan s Frizzled receptorom (engl. Secreted Frizzled- related
protein)

Malen za gestacijsku dob (engl. Small for gestational age)

Protein s motivom cinkovih prstiju Snail 2 (engl. Zinc finger protein Snail)
Transkripcijski faktor STAT3 (engl. Signal transducer and activator of
transcription 3)
Gen za transkripcijski faktor STOX1 (engl. Storkhead box 1)

TGFp—om aktivirana kinaza

Transkripcijski faktor TCF (engl. T-cell specific transcription factor)

10



Tcfap2C

TEADA4
TGC
TGFB3
Thr
TIMP
TNF
TORCH
uPA
uPAR
vCTB
VEGF
Wif-1
Wise
WNT
70-1

Misji homolog humanom transkripcijskom faktoru koji aktivira protein 2C
(TFAP2C) (engl. Transcription factor activator protein 2C)

Transkripcjski faktor 4 s TEA domenom

Gigantske stanice trofoblasta (engl. Trophoblast giant cells)
Transformirajuci faktor rasta beta 3 (engl. Transforming growth factor beta 3)
Aminokiselina treonin

Tkivni inhibitori metaloproteinaza

Faktor nekroze tumora (engl, Tumor necrosis factor)

Toksoplazma, rubela, citomegalovirus, herpes virus

Urokinazni aktivator plazminogena (engl. Urokinase plasminogen activator)
Receptor urokinaznog aktivatora plazminogena

Vilozni citotrofoblast

Vaskularni endotelni faktor rasta (engl. Vascular endothelial growth factor)
Inhibitor signalnog puta Wnt (engl. Wnt-inhibitory factor 1)

Secernirajuci protein Wise (engl. Wnt modulator in surface ectoderm)

Gen za Wnt protein (engl. Wingless gen + intl gen)

Protein stani¢ne adhezije ZO-1 (engl. Zona occludens protein 1)

11



1. UVOD I SVRHA RADA

Posteljica je jedinstveni organ koji sluzi kao mjesto razmjene plinova i hranjivih tvari
izmedu majcine i fetalne cirkulacije, stvara hormone koji djeluju i na majcinu i na fetalnu
fiziologiju te §titi fetus od majcinog imunoloskog sustava (1). Bit stvaranja posteljice je
uspostava krvotoka izmedu majke i ploda. Zbog toga je pravilan razvoj i funkcija posteljice
od presudne vaznosti u razvoju svih sisavaca, pa tako i ljudskog fetusa. Poremecaji razvoja i
funkecije posteljice dovode do poremecaja rasta, fetalnih anomalija, smrti ploda ili bolesti
majke vezanih uz trudnocu. U vecini slu¢ajeva poremecaji koji dovode do komplikacija
trudnode povezani su s razvojem vaskularnog sustava posteljice (2).

Posteljica primata i glodavaca jedinstvena je po tome, $to za raziku od drugih organa,
stanice trofoblasta, a ne endotelne stanice, oblazu krvne zile majke (3). Kod glodavaca te se
stanice nazivaju gigantske stanice trofoblasta (engl. trophoblast giant cells, TGC) i mogu se
nadi na razli¢itim mjestima unutar maj¢inog vaskularnog sustava. Kod ljudi, to su stanice
ekstraviloznog trofoblasta (4).

Fetalne placentarne krvne Zile nalaze se u korionskim resicama koje oplahuje maj¢ina
krv, §to omogucuje razmjenu otopljenih tvari i plinova izmedu majcine i fetalne cirkulacije.
Endotel fetalnih kapilara u korionskim resicama u indirektnom je kontaktu s krvlju majke
preko trofoblasta koji prekriva korionske resice (vilozni trofoblast). Zbog toga se placenta u
ljudi naziva hemokorijalnom (5).

Hemokorijalna cirkulacija omogucuje razmjenu tvari prema potrebama fetusa, ali ga
istovremeno ¢ini osjetljivim na promjene hemodinamskih obiljezja majke kao i na promjene u
svojstvima njezine krvi (npr. hipoksiju, hiperglikemiju, acidozu, toksine i sl.).

Dosadasnja istrazivanja na posteljicama eksperimentalnog modela Stakora pokazuju da
poremecena diferencijacija trofoblasta ima ulogu u nizu promjena kako posteljice tako i fetusa
(6,7,8). Iako se morfoloski razlikuju, posteljice ovjeka i glodavaca sastoje se od slicnih
tipova stanica. Stoga mozemo pretpostaviti da su geni i proteinski produkti tih gena koji su
bitni za diferencijaciju trofoblasta sli¢ni u obje vrste (9). U posljednjih su 10 godina
provedena brojna istrazivanja gena i proteina bitnih za diferencijaciju trofoblasta u misa i
Stakora, dok su sli¢na istrazivanja na humanim posteljicama tek u pocetnim fazama (10,11).

Smatra se da diferencijacija invazivnog trofoblasta ima zajednicke karakteristike s

procesom epitelno-mezenhimne pretvorbe (engl. epitehlial-mesenchymal transition;, EMT)
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koja je ukljucena i u malignu transformaciju (12,13). Tijekom epitelno-mezenhimne pretvorbe
invazivni trofoblast proksimalnog dijela primarnih (usidrenih) resica prolazi niz promjena
koje mu omogucuju postizanje mezenhimnog stani¢nog fenotipa (14,15,16). Smatra se da
taj proces pokre¢u Wnt ligandi i aktivacijski put B -katenin/TCF (engl. T-cell specific
transcription factor) (17). Nakupljanje B -katenina u jezgri ¢esto je u humanim epitelnim
karcinomima, a povecan broj takvih jezgara pojavljuje se i u invazivnom trofoblastu
kompletnih hidatiformih mola (18,19,20). Stoga moZemo pretpostaviti da ¢e pojacana
izrazenost TCF/LEF (engl.lymphoid enhancer factor) u jezgrama stanica invazivnog
trofoblasta ukazati na uspjeSnu EMT tih stanica.

SFRP1 i SFRP3 (engl. secreted frizzled-related protein) su inhibitori Wnt signalnog
puta (21,22). Za sada je neistrazena prostorna i vremenska distribucija SFRP1 1 SFRP3 u
normalnoj placentaciji, a pogotovo u placentama iz patoloskih trudno¢a. Budu¢i da inhibitori
puta koji potice EMT sprjecavaju postizanje mezenhimnog fenotipa stanica invazivnog
trofoblasta, moZemo ocekivati njihovu pojacanu izrazenost u stanjima i/ili bolestima za koje
pretpostavljamo da bi mogle biti uzrokovane neuspjesnom ili nedovoljnom EMT stanica
ekstraviloznog trofoblasta.

Vrlo rano tijekom embrionalnog razvoja stanice se diferenciraju u bududi trofoblast
(trofoektoderm) i embrioblast (engl. inner cell mass;, ICM) aktivirajuci specificne gene
karakteristi¢ne za navedeni tip stanica (23). To su prije svega Cdx2 (engl. caudal —type
homeodomain) kao biljeg buducih stanica trofoblasta i Oct4 (engl. octamer-binding
transcription factor 4) kao biljeg buducih stanica embrioblasta (24). Cdx2 je na pocetku
prisutan u svim stanicama morule, ali se poslije, razvojem blastocela, koncentrira u jezgrama
vanjskih stanica (25). Transkripcijski faktor Oct4 takoder je prvo prisutan u svim stanicama
morule dok je kasnije ograni¢en na ICM te potom na epiblast (26). Smatra se da upravo EIf5
(engl. E74-like factor 5) predstavlja kariku izmedu dvaju transkripcijskih faktora koji
odreduju sudbinu buduc¢ih stanica trofoblasta (27). On je i sam transkripcijski faktor, a djeluje
kao medijator izmedu transkripcijskih faktora Cdx2 i Eomes (28). Tijekom embriogeneze
glodavaca, a na pocetku diferencijacije stanica trofoblasta transkripcijski faktor EIf5 je jedan
od regulacijskih proteina koji nadziru diferencijaciju epitelnih stanica. Kod ljudi, ELF5
regulira ekspresiju proteina SNAIL 2 koji omogucuje stanicama postizanje mezenhimnih
karakteristika (29). Prouc¢avanje njegove ekspresije takoder doprinosi boljem razumijevanju

EMT u ljudskoj posteljici. Dosadasnji rezultati ukazuju da bi njegova upotreba kao biljega
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epitelnog fenotipa stanica trofoblasta takoder omogucila jasniji uvid u etiologiju mnogih

gestacijskih bolesti poput intrauterinog zastoja u rastu i preeklampsije (30).

1.1. RAZVOJ POSTELJICE

1.1.1. Diferencijacija trofoblasta

Oplodnjom jajne stanice nastaje zigota koja zapoCinje prvu etapu embrionalnog
razvoja — brazdanje. Do stadija morule nema razlike u gradi ili funkciji pojedinih blastomera.
Nakon 8-stani¢nog stadija zbiva se kompakcija — proces uspostavljanja stani¢ne polarnosti.
Na blastomerama se formira mikrovilima prekrivena apikalna povrSina te bazolateralna
povrsina preko koje se uspostavljaju veze (engl. gap junctions) s odgovaraju¢im povrSinama
susjednih blastomera, na kojima je izrazen E-kadherin.

Prva diferencijacija u embrionalnom razvoju odvija se tijekom brazdanja u 16 —
stani¢nom zametku kada se pocinju razlikovati vanjske blastomere — prekursori
trofoektodermalnih stanica koje kasnije formiraju trofoblast od unutarnjih blastomera koje
formiraju unutraS$nju stani¢nu masu — embrioblast. Trofoektodermalne stanice imaju
karakteristike epitelnih stanica (31). U stadiju od 32 blastomere trofoektoderm izlucuje
tekuc¢inu u ekstracelularni prostor te nastaje blastocista (32).

Razvoj posteljice zapocinje stvaranjem blastociste i diferencijacijom trofoblasta.
Blastocista je Suplja tvorba s vanjske strane obloZena trofoblastom koji je preteca fetalnog
dijela posteljice, a s unutrasnje strane se na jednom polu (embrionalni pol) nalazi nakupina

stanica, embrioblast, iz kojeg ¢e se razviti zametak i pupkovina (33).

1.1.2. Implantacija

Sestog do sedmog dana nakon oplodnje blastocista se embrionalnim polom
(implantacijski pol) veze za endometrij procesom koji se naziva apozicija. Nakon odbacivanja
zone pelucide blastocista prijanja uz stanice endometrija §to omogucuje da adhezivne i
invazivne trofoektodermalne stanice invadiraju endometrij. Na embrionalnom polu
umnozavaju se stanice trofoblasta i diferenciraju u dvostruki sloj: citotrofoblast, koji nije u
dodiru sa sluznicom maternice i siciciotrofoblast koji nastaje spajanjem susjednih stanica
citotrofoblasta u jedinstvenu strukturu s mnogo jezgara. Sinciciotrofoblast prodire medu
epitelne stanice endometrija stvarajuci prstolike izdanke. Ovaj stadij u razvoju posteljice

naziva se prelakunarni stadij i traje od oplodnje do 8. dana nakon zaceca (33).
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Slijedi lakunarni stadij koji je obiljezen urastanjem sinciciotrofoblasta u kapilare i
venule endometrija. Tijekom tog razdoblja koje traje od 8. do 13. dana nakon oplodnje
blastocista je potpuno ukopana u endometrij a povrSina endometrija se na mjestu implantacije
obnovila i prekrivena je fibrinskim ¢epom. U sinciciotrofoblastu oko 9. dana nastaju Supljine
koje se spajaju tvoredi lakune. Sinciciotrofoblast urasta u kapilare i venule endometrija.
Spajanjem lakuna unutar sinciciotrofoblasta s kapilarama endometrija iz okolice nastaju
sinusoide iz kojih ¢e kasnije nastati intervilozni prostor (33). Nakon implantacije blastocista
izgleda poput vlasaste loptice (engl. hairy ball) jer se na cijeloj njezinoj povrsini nalazi
resiCasti korion (lat. chorion frondosum). 1z dijela resiastog koriona koji se nalazi ispod
implantirane blastociste razvit ¢e se posteljica u uzem smislu, dok ¢e se preostali korion
izdignuti prema materni¢noj Supljini tijekom rasta ploda i postati gladak (/at. chorion leave).
Njegovi se ostaci mogu naci u plodovim ovojima (33).

Istovremeno, nakon implantacije u endometriju se dogadaju promjene kljucne za
formiranje novih krvnih zila i decidualizacija stanica strome. U endometriju se poveéavaju
stanice strome u kojima se nakupljaju glikogen i lipidi. Tako nastaje decidua, endometrij
promijenjen pod utjecajem progesterona, koji oblaze Supljinu maternice. Dio decidue koji se
nalazi ispod zametka naziva se bazalna decidua (lat. decidua basalis) i ona ¢ini maj¢inu
komponentu posteljice. Dio na povrsini zametka je kapsularna decidua (lat. decidua
capsularis), a ona koja oblaZe ostali dio Supljine maternice je parijetalna decidua (/at.
decidua parietalis). Nakon 15. tjedna gestacije kapsularna decidua e srasti s parijetalnom
deciduom na suprotnoj stijenci maternice i tako zatvoriti materni¢nu Supljinu (33).

Za decidualno promijenjen endometrij hvataju se primarne resice (sidrene resice)
koriona. Trofoblast koji ih okruzuje naziva se vilozni trofoblast, a sastoji se od unutarnjeg
sloja citotrofoblasta 1 vanjskog sloja sinciciotrofoblasta. U leZiStu posteljice iz usidrenih resica
u deciduu urastaju stanice koje su po svojim morfoloskim obiljezjima izmedu
sinciciotrofoblasta i citotrofoblasta, te se nazivaju intermedijarni trofoblast. Bududéi da te
stanice ne okruzuju resicu i aktivno infiltriraju deciduu nazivaju se jos i ekstravilozni
trofoblast, X stanice ili migratorni trofoblast . Te stanice u prvom tromjesecju trudnoce
poprimaju invazivne osobine, prodiru kroz vanjski sloj sincicija i infiltriraju deciduu (34, 35).
Zadatak ovog trofoblasta je fizioloska pretvorba spiralnih arteriola u uteroplacentne krvne zile

(36,37,38), sto se dogada u 2 odvojena razdoblja, u dva vala invazije trofoblasta.

1.1.3. Dva vala invazije trofoblasta

15



Prvi val invazije dogada se pocetkom gestacije u dijelovima spiralnih arteriola unutar
decidue. Tijekom drugog vala invazije zahvaceni su dijelovi tih zila u unutrasnjoj treéini

debljine miometrija (33). Drugi val invazije zavrSava s 20 tjedana gestacije.

Unutar prvih 12 tjedana gestacije (39) ekstravilozni cititrofoblast izvana, iz decidue
prodire u lumen i zamjenjuje sve slojeve spiralnih arterija (40). Uz zamjenu endotelnih
stanica stanicama tofoblasta, nestaje i glatki mis§i¢ medije, pa su spiralne arterije ekstremno
dilatirane — fenomen nazvan arterijsko remodeliranje (engl. arterial remodeling) ili fizioloska
pretvorba spiralnih arterija.

Vise je mogucih mehanizama kojima se objaSnjava gubitak 1 zamjena endotela 1
glatkog miSicja spiralnih arterija. Jedna teorija sugerira da se remodeliranje spiralnih arterija
bazira na degradaciji ekstracelularnog matriksa koji lezi ispod endotela i/ili stanica glatkog
miSica Sto dovodi do njihove apoptoze ili promijenjene funkcije.Vise je in vivo 1 in vitro
studija na miSevima pokazalo porast matriks metaloproteinaza (MMP) u stanicama
trofoblasta koje se diferenciraju u gigantske stanice trofoblasta, koje u ljudskoj placenti
odgovaraju ekstraviloznom trofoblastu. (41,42). Sli¢ne studije u humanim placentama
pokazuju gubitak ekstracelularnog matriksa 1 pojavu fibrina koja koincidira s dolaskom
stanica ekstraviloznog trofoblasta u uterus (43). Danas se smatra da degeneracija
ekstracelularnog matriksa moze biti posredovana i uterinim NK stanicama (engl. natural
killer cells), u kojima se stvara viSe proteaza (40). Dokazi izvedeni usporedbom s miSevima
deficijentnim u uterinim NK stanicama ukazuju da upravo te stanice imaju ulogu u
remodeliranju spiralnih arterija. Ovu tezu podupiru nalazi NK stanica oko spiralnih arterija u
humanoj placenti in vivo 1 u studijama in vitro (44, 45). Ranije se smatralo da NK stanice
sprjecavaju prijelaz fetalnih antigena u organizam majke (46). Noviji dokazi ukazuju na
kooperaciju uterinih NK stanica i trofoblasta u regulaciji remodeliranja spiralnih arterija (47).
Stanice trofoblasta mogu takoder inducirati stani¢nu smrt direktnim kontaktom stanice na
stanicu ili izlu¢ivanjem citokina 1 faktora rasta povezanih s apoptozom (48). Osim
degradacije stanicnog matriksa i apoptoze, predlozena je i treca mogucost bazirana na
medustani¢noj komunikaciji izmedu stanica trofoblasta i maj¢inih endotelnih stanica s
kojima se povezuju (1) te funkcioniraju kao jedna jedinica.

U svakom slucaju, fizioloska pretvorba (remodeliranje) spiralnih arterija nastaje
zahvaljujuéi invaziji ekstraviloznog trofoblasta Sto je dokazano nalazima stanica
ekstraviloznog trofoblasta u i oko remodeliranih spiralnih arterija u normalnim trudno¢ama

(49). U prvom valu invazije ekstravilozni invazivni trofoblast dakle okruzuje arterije,
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penetrira u lumen i u njemu se nastavlja umnazati, stvarajuci cepove kojima je svrha
sprjeavanje naglog prodora majcine krvi pod visokim tlakom u okolinu zametka. Tijekom
prvih 8 — 10 tjedana trudnoce kroz njih prolazi samo serum. Dok jo$ ne postoji protok krvi,
invaziju trofoblasta vjerojatno kontroliraju faktori koje izlucuju Zlijezde uterusa, poput
epidemalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor; EGF) i vaskularnog endotelnog
faktora rasta (engl. vascular endothelial growth factor; VEGF). Za te se faktore rasta smatra
da su kljucni za rast 1 razvoj posteljice i embrija u ranom stadiju trudnoce (50).

Nakon uspostavljanja cirkulacije izmedu majke i ploda posteljica se prebacuje s
histiotrofnog na hemotrofni na¢in prehrane (oko 12 tjedna gestacije). Cepovi se postepeno
razlazu $to omoguéuje maj¢inoj krvi ulazak u lakune. Osim toga, cepovi omogucuju razvoj
zametka u sredini s manjim parcijalnim tlakom kisika u odnosu na tkiva majke (51). Visoki
krvni tlak 1 visoki parcijalni tlak kisika u krvi majke nepovoljno utjecu na rani embrionalni
razvoj. Neodgovarajucée stvaranje cepova intermedijarnog ekstraviloznog trofoblasta smatra se
odgovornim za dio neuspjesnih ranih trudnoca.

Kod uspjesne invazije ekstravilozni trofoblast fenotipski se mijenja, zamjenjuje
endotelne stanice, izlucuje fibrinoid (graden od fibrina, sastavnica plazme i bjelancevinaste
tvari) koji zamjenjuje glatke miSi¢ne stanice arterija i elasticna vlakna, pa tako nastaju Siroki
nekontraktilni kanali malog otpora protoku krvi koji vise nisu pod vazomotornom kontrolom
majke. Ovi kanali dovode oksigeniranu krv u sinusoide, a kasnije u intervilozni prostor
(52,53).

Transformacija majc¢inih spiralnih arterija u krvne zile Sirokog promjera osigurava
dopremu hranjivih tvari, smanjenu kontraktilnost i stalni dotok kisika uz nizak tlak do fetusa
u razvoju.

Izmedu 14. 1 20. tjedna trudnoce slijedi drugi val invazije trofoblasta. Intermedijarni se
trofoblast Siri iz decidualnih dijelova spiralnih arteriola u njihove miometralne dijelove i
preoblikuje (remodelira) ih na isti nacin. Stanice intermedijarnog (ekstraviloznog invazivnog)
trofoblasta prodiru u miometralne dijelove spiralnih arteriola izvana iz decidue, a istovremeno
ekstravilozni endovaskularni trofoblast dolazi kroz lumene tih dijelova Zila invadiraju¢i
endotel i miSiéni sloj iznutra. Tako se Sire i miometralni dijelovi spiralnih arteriola te one
postaju postaju uteroplacentne krvne zile (37,38) koje ne mogu mijenjati svoj promjer niti
protok krvi. Prije trudnoée kroz spiralne arterije uterusa protok krvi je 100 ml/min, a u

vrijeme termina 5 puta ve¢i — 500 ml/min (38).
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1.1.4. Razvoj korionskih resica

U ranom viloznom stadiju (13. — 28. dana nakon zacec¢a) unutarnji sloj trofoblasta
(citotrofoblast) urasta u tracke sinciciotrofoblasta koji se nalaze izmedu lakunarnih prostora,
te nastaju primarne resice. Urastanjem strome iz ekstraembrionalnog mezoderma koji
potjece iz hipoblasta primitivne Zumanjéane vreée, u primarne resice, nastaju sekundarne
resice. Trofoblast izluuje vaskularni endotelni faktor rasta pod ¢ijim se utjecajem iz tog
ekstraembrionalnog mezoderma razvijaju krvne kapilare, pa tako nastaju primitivne tercijarne
resice. Tako se formira vaskulosincicijalna ili uteroplacentalna membrana koja se sastoji od 4
sloja: endotel kapilara resice, ekstraembrionalni mezoderm te sloj citotrofoblasta i
sinciciotrofoblasta (33). Citotrofoblast tercijarnih resica se stanjuje nakon 4. mjeseca
gestacije, pa se tako stanjuje razmak izmedu majcine krvi u interviloznim prostorima i fetalne
krvi u zilama resica.

Iz tercijarnih se resica razvijaju mezenhimne resice koje prethode svim ostalim
oblicima postelji¢nih resica (54). One dominiraju u razdoblju do 8. tjedna gestacije, kasnije
im se broj smanjuje iako ih se moze naci i u terminskoj posteljici gdje zauzimaju manje od
1% volumena posteljice. PovrSinu im pokriva debeo sloj trofoblasta, osobito citotrofoblasta .
U ranoj trudno¢i sluze za razmjenu plinova i hranjivih tvari i izlu¢uju hormone, a kasnije su
uglavnom prekursori ostalih oblika resica.

U prva dva tromjesecja trudnoce iz mezenhimnih resica nastaju nezrele intermedijarne
resice kojih je najviSe u razdoblju od 14. do 20. tjedna. Takoder ih se moZze naci u terminskoj
posteljici gdje ¢ine 5-10% volumena posteljice. One postupnim sazrijevanjem postaju
mati¢ne resice koje se pojavljuju takoder oko 8. gestacijskog tjedna. Predstavljaju 20 —25 %
volumena terminske posteljice, te sluze kao mehanicka potpora ostalim resicama i nemaju
znacajniji doprinos u fetomaternalnoj razmjeni (33).

Zrele intermedijarne resice nastaju u treCem tromjesecju takoder iz mezenhimnih
resica. One na koncu postaju terminalne resice (33). Zauzimaju oko 25% volumena terminske
posteljice, te imaju znatnu ulogu u razmjeni nutrijenata izmedu fetusa i majke.

Terminalne resice su krajnji ogranci postelji¢nih resica. Budu¢i da su gradene od
oskudne vezivne strome i sinusoidalnih kapilara koje se nalaze ispod tankog pokrovnog
trofoblasta stvaraju vrlo tanku vaskulosincicijalnu (uteroplacentnu) membranu pa je tako
olakSana izmjena plinova i metabolita izmedu majcine i fetalne krvi. Terminalne resice

zauzimaju oko 45% volumena terminske posteljice (33).
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1.2. MOLEKULARNA OSNOVA DIFERENCIJACIJE I INVAZIJE HUMANOG
EKSTRAVILOZNOG TROFOBLASTA - PREGLED LITERATURE

Diferencijacija proliferirajuceg citotrofoblasta u ekstravilozni trofoblast koji invadira
deciduu i krvne Zile odvija se pod kontrolom niza molekularnih koraka koji su, za sada jos
nedovoljno jasni. To je djelomi¢no zbog toga Sto se diferencijacija ekstraviloznog trofoblasta
in vitro proucava na uzorcima posteljica iz prvog tromjesecja gestacije €ije je prikupljanje
ograni¢eno zbog etickih razloga. Rast izdanaka trofoblasta Cije ¢e se stanice invazivno
promijeniti vjerojatno ukljucuje parakrine faktore koji se otpustaju iz podlezece decidue
poput IGF molekula (engl. insulin-like growth factor) koje poticu proliferaciju viloznog
citotrofoblasta (vCTB) in vitro (55). Eksperimenti su pokazali da su spontani rast i migracija
vCTB u kulturama stanica mogucéi bez seruma, iz ¢ega mozemo zakljuciti da korijalne resice
sadrze vlastite (intrinzi¢ne) molekule potrebne za proces diferencijacije. Tocni mehanizmi
koji kontroliraju taj proces jo$ nisu razjasnjeni. Smatra se da ulogu mogu imati adhezivne
interakcije izmedu L-selektina izrazenog u stanicama trofoblasta i1 njegovih ugljikohidratnih
liganada (56). Razliciti transkripcijski faktori poput HIF1- o (engl. hypoxia inducible factor
alpha) 1 Stox 1 (engl. storkhead box 1) inhibiraju diferencijaciju CTB u ekstravilozni
trofoblast (57). Nasuprot tome, prijenosnik signala i aktivator transkripcije STAT 3 (engl.
signal transducer and activator of transcription 3) potiCe invaziju trofoblasta dok GCM1
(engl. glial cells missing I) poti¢e invaziju trofoblasta ali i inhibira proliferaciju vCTB (58).

Prema navedenom, mozemo pretpostaviti da niz kljuénih regulatornih transkripcijskih
faktora kontrolira prijelaz od jednostavnog umnazanja vCTB prema diferenciranom
ekstraviloznom trofoblastu (59,60). Stvaranje ekstraviloznog trofoblasta popraceno je
postupnom ekspresijom razli¢itih integrina in vivo 1 in vitro (61,62). Medutim, molekularna
osnova po kojoj se aktiviraju integrini u odredenom stadiju diferencijacije nije poznata.
Pretpostavlja se da bi znacajnu ulogu mogao imati dodir s matriksom decidue kao i rast

koncentracije kisika tijekom trudnoce.
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Sve je vise dokaza koji ukazuju da neuspjesna diferencijacija ekstraviloznog
trofoblasta moze doprinijeti razvoju bolesti vezanih uz trudno¢u. Kao mehanizam nastanka
tih bolesti pretpostavlja se slabija invazija trofoblasta i neadekvatna pretvorba spiralnih
arteriola u uteroplacentne krvne Zile. Ekspresija proteina inhibitora vezanja DNA 2 (Id2, engl.
inhibitor of DNA binding 2) koji blokira vezivanje bazi¢nih proteina s domenom uzvojnica-
petlja-uzvojnica (bHLH, engl. helix-loop-helix) i potice diferencijaciju, smanjuje se u
ekstraviloznom trofoblastu normalnih trudnoca, dok mu razina ostaje nepromijenjena u
posteljicama zena s preeklampsijom (63). U istom svjetlu, inhibicija o HIF1- o -ovisnog
TGFB 3 (engl. transforming growth factor beta 3) koji djeluje kao negativni regulator
invazije trofoblasta u in vitro kulturama stanica dobivenih iz posteljicnih resica Zena s
preeklampsijom, ponovno pokrece migraciju, naglaSavajuci ulogu kisika u diferencijaciji
EVT (64, 65). U stanicama trofoblasta dobivenim iz posteljica Zena s preeklampsijom
ostecena je 1 funkcija EVT specifi¢nih gena, pa posljedi¢no i invazija trofoblasta (66).

IstraZivanja regulacije invazije trofoblasta provedena su u veéem broju studija na
razli¢itim tipovima stanica trofoblasta 1 koriokarcinoma. Invazivne stanice trofoblasta
stvaraju niz proteaza (npr. matriks metaloproteinaze (MMP), urokinaza plazminogen
aktivator (uPA), katepsine) za koje se vjeruje da razgraduju proteine ekstracelularnog
matriksa decidue i tako omogucavaju invazivnost stanica. Tkivni inhibitori metaloproteinaza
(TIMP) i inhibitori aktivatora plazminogena (PAI) stvaraju se u stanicama ekstraviloznog
trofoblasta kao i u stanicama decidue kako bi ogranicili dubinu prodora trofoblasta. Za
brojne topive faktore koji se mogu na¢i na liniji feto-maternalnog dodira, a ukljucuju
kemokine, citokine i angiogene faktore, dokazano je da poti¢u pokretljivost trofoblasta na
autokrini ili parakrini nacin (67, 68, 69). Proteini koji se izlucuju stimuliraju sekreciju
matriks metaloproteinaza, osobito gelatinaze MMP-2 i MMP-9. Inhibitorni proteini poput
tumorskog nekrotizirajuéeg faktora (engl. tumor necrosis factor; TNF), Nodal ili
transformirajuceg faktora rasta beta (engl. transforming growth factor ; TGF 3) mogu
ogranicCiti pokretljivost stanica trofoblasta poveéavajuéi stvaranje TIMP i PAI (70, 71, 72).

Zakljucci navedenih studija temelje se na promatranju stanica in vitro, pa ostaje
nejasno imaju li svi zapaZeni ¢imbenici zaista znacajnu ulogu i in vivo. Moguce je da
stani¢ne linije ne iskazuju pravo ponasanje stanica trofoblasta in vivo. Ekspresija gena u
primarnim citotrofoblastima i kulturama ekstraviloznog trofoblasta znacajno se razlikuje u
razli¢itim stani¢nim linijama trofoblasta (73). Na primjer, u imortaliziranim trofoblastnim

stani¢nim linijama opisani su razli¢iti HLA profili, npr HLA-A 1 -B molekule §to ukazuje na
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aberantnu aktivaciju tih gena tijekom imortalizacije (74). In vivo, vilozni citotrofoblast
nema na povrsni izrazene klasicne HLA antigene; ekstravilozni trofoblast izrazava HLA-C, -E
1—G molekule tijekom diferencijacije.

U dostupnoj literaturi opisani su i signalni putevi za koje se smatra da su ukljuceni u
omogucavanje vece pokretljivosti stanica trofoblasta. Brojni faktori rasta (hCG, EGF, HGF
IGF2 ) aktiviraju MAPK kinaze; AKT/mTOR signalni put (engl. mammalian target of
rapamycin) ukljucuje ekstracelularno regulirane kinaze (ERK) i fosfoinozitid 3-kinazu
(PI3K), a prostaglandini djeluju preko Rho-Rock puta (69, 75). Stoga se ¢ini da osim
pojacane aktivnosti TIMP i PAI i smanjena aktivnost signalnih kinaza predstavlja
mehanizam ograniCavanja prodora trofoblasta.

Radovi na posteljicama misjih mutanata opisali su hijerarhiju transkripcijskih faktora
koji su potrebni za pocetno diferenciranje trofoektoderma. Na vrhu kaskade nalazi se TEA
domena transkripcijski factor 4 (TEAD4). On aktivira transkripcijski faktor Cdx2 (76, 77).
Osovina TEAD4-Cdx2 je glavni put diferencijacije trofoblasta kod misa, ali postoje i drugi,
Cdx2 neovisni faktori. Jedan od njih je GATAS3 (engl. GATA binding protein 3) koji takoder
moze direktno aktivirati Cdx2. (78, 79). Cdx2 je potreban za ekspresiju T-box gena Eomes
koji je jednako vazan za normalnu specifikaciju i proliferaciju stanica trofoblastnih linija.
(24, 80). Bez proteina Eomes blastocista se nec¢e implantirati (80).

Ostali transkirpcijski faktori poput EIf5, Tcfap2C (engl. transcription fator activator
protein 2C), Ets2 (engl. E- twenty six transcription factor) i ESRRDb (engl. estrogen-related
receptor beta) vjerojatno dalje reguliraju kaskadu diferencijacije (81, 82, 83,84). U ranom je
razvoju osobito zanimljivo medusobno djelovanje transkripcijskih faktora antagonistickog
djelovanja, naro€ito Cdx2 i Oct4 (85). Oc¢ito da u ranom razvoju blastociste nije znacajno
samo postojanje ili odsutnost nekog faktora, nego relativna nadmo¢ jednog od njih u odnosu
na drugi usmjerava blastomere u smjeru trofoblasta ili embrioblasta (27). To ujedno znaci da
se djelovanje pojedinog transkripcijskog faktora mijenja ovisno o njegovoj relativnoj
izrazenosti u razli¢itim stani¢nim tipovima.

Kad se stanica jednom usmjeri prema odredenoj stani¢noj liniji, slijede epigenetske
modifikacije koje osiguravaju stabilnost odabrane linije. Epigenetska se fiksacija javljau
stadiju kasne blastociste istovremeno s gubitkom plasti¢nosti blastomera (28, 86), a postize se
DNA metilacijom transkripcijskog faktora EIf5. EIf5 je hipometiliran i izraZen u stanicama
trofoblasta gdje ostvaruje pozitivnu povratnu spregu s Cdx2 1 Eomes i tako u¢vr§¢uje razvoj

stanica u smjeru trofoblasta i proliferaciju mati¢nih stanica trofoblasta. Nasuprot tome, EIf5
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je metiliran 1 utisnut u embrioblastu od stadija kasne blastociste pa nadalje, Cime je
onemoguceno da se te stanice razviju u trofoblast (87). Trofoektoderm je opcenito
hipometiliran u odnosu na embrioblast, i takvo se stanje nastavlja i u daljnjem razvoju
posteljice 1 zametka (88, 89). Hipometilacija je klju¢na za normalnu placentaciju. U posteljici
dovodi do aktivacije genoma endogenih retrovirusa, a retotranspozonske sekvence koje od
njh poti¢u osobito su bitne za razvoj posteljice. Najbolji primjer njihove vaznosti su sincitini.
Sincitini (engl. syncytins) su proteini ovojnice endogenih retrovirusa koji su klju¢ni za razvoj
siciciotrofoblasta (90, 91). Izrazenost im je regulirana metilacijom DNA, 1 hipometilirani su u
stanicama trofoblasta u kojima su aktivni (92, 93).

Kako bi se otkrili novi geni i signalni putevi koji kontroliraju diferencijaciju i
invazivnost trofoblasta, provedena je komparativna studija ekspresije gena u stanicama
citotrofoblasta i ekstraviloznog trofoblasta izoliranih iz postelji¢nog tkiva u prvom
tromjesecju trudnoce. Identificirane su 3433 mRNA koje su razlicito izraZene u te dvije
populacije stanica (94). U drugom istrazivanju s manjim brojem proba naden je 991 razlicit
prijepis (95). Jedna od tih mRNA koja je znacajno povisena u diferenciranom
ekstraviloznom trofoblastu prenosi uputu za TCF-4, jedan od vaznih transkripcijskih faktora
Whnt signalnog puta (96). Ovo je jedan od razloga za detaljnije istrazivanje Wnt signalnih

komponenti i uloge tog puta u migraciji i invaziji trofoblasta u ovoj dizertaciji.

1.2.1. WNT signalni put

Wnt signalni put jedan je od nekoliko evolucijski ocuvanih puteva ukljucenih u
embriogenezu. Prijenos signala tim putem kontrolira proliferaciju stanica, razvojne procese i
progresiju tumora. U embrionalno doba kontrolira formiranje rane osovine, udova i
organogenezu (97). U odraslih jedinki Wnt kontrolira regeneraciju tkiva odrzavanjem
mati¢nih stanica, usmjeravanjem u stanic¢ne linije i kona¢nom diferencijacijom (98).
Neadekvatan prijenos signala Wnt putem opisan je kod razlicitih bolesti, npr karcinoma,
dijabetesa i neurodegenerativnih poremecaja (99, 100). Najbolje istrazeni put djelovanja je
kanonski put, no opisani su i nekanonski putevi prijenosa signala poput Wnt/PCP (engl.

planar cell polarity) i Wnt/Ca®" .

1.2.1.1. Sudionici Wnt signalnog puta
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Whnt ligandi, Frizzled receptori i LRP koreceptori

Whnt glikoproteini ¢ine obitelj signalnih molekula. Kod ljudi ih je pronadeno 19.
Molekulska tezina im je oko 40 kDa (101) . Izlu€uju ih razliciti tipovi stanica (102). Sadrze
350-400 aminokiselina, a osobito su bogati aminokiselinom cistein (102). Zbog slabe
topivosti u vodi izlucuju se egzocitoznim vezikulama ili putem lipoproteina (98). Jednom
izluCeni, vezu se s glikozaminoglikanima ekstracelularnog matriksa i ostaju tijesno vezani uz
povrsinu stanice (101).

Prvi opisani ¢lan obitelji je Wntl proto-onkogen koji je homologan genu Wingless
kod vinske musice (lat. Drosophilla melanogaster). Isti je gen mjesto integracije za virus koji
izaziva tumor dojke kod glodavaca (103), te je prvobitno dobio ime int-1. Kombinacijom
dvaju naziva dobiven je termin Wnt.

Wnt ligandi veZu se na frizzled receptore u stanicnoj membrani. Frizzled receptor ima
aminoterminalnu cisteinom bogatu domenu koja vezuje Wnt, sedam transmembranskih
domena 1 kratki citoplazmatski karboksiterminalni rep (104) na koji se mogu vezati PDZ
domene. Pronadeno je 10 frizzled receptora koji zajedno s koreceptorom LRP-5 ili LRP-6
(engl. low density lipoprotein receptor related protein) ¢ine funkcionalnu cjelinu odnosno
receptor za kanonski Wnt signalni put (105).

Smatra se da sloZena meduigra razli¢itih Wnt liganada s frizzled receptorima izaziva

specificne Wnt odgovore u razli¢itim tipovima stanica.

B katenin

B katenin je transkripcijski kofaktor kodiran genom CTNNBI. Prvobitno je otkriven
vezan uz E-kadherin i a-katenin posredujuci tako u spajanju adhezivnih molekula kadherina
uz aktin citoskeleta (106). Sastoji se od srediSnje domene sastavljene od dvanaest
ponavljaju¢ih domena (nazvnih prema armadillo genu vinske musice kod koje su otkriveni) te
amino- i karboksi— terminalnih krajeva (107). Ta ponavljaju¢a domena veze se s razliitim
partnerima, poput kadherina, TCF, APC (engl. adenomatous polyposis coli) te aksina (108,
109). Slobodni terminalni krajevi takoder stvaraju veze, npr s 3 kateninom na amino-
terminalnom kraju, te poticu transkripciju. Osim toga, amino-terminalni kraj sadrzi
aminokiseline serin i treonin koje su klju¢ne za razgradnju f3 katenina.

B katenin je u stanici vezan u tzv. degradacijskom kompleksu kojeg formiraju APC,

aksin i glikogen sintetaza kinaza 3  ( GSK3p ). Defosforilacija komponenti degradacijskog
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kompleksa zaustavlja ubikvitaciju 3 katenina 1 istovremeno smanjuje njegov afinitet vezanja
na aksin i APC. Na taj se nacin 3 katenin otpusta iz destrukcijskog kompleksa (110) te ulazi u

jezgru gdje aktivira transkripcijski faktor TCF (111).

Multiproteinski degradacijski kompleks

Kompleks bjelancevina koji se sastoji od aksina (ili njegovog homologa konduktina),
GSK3B, APC i kazein kinaze 1a (CK-1a) kljucan je za kontrolu stabilnosti B katenina.
Glavna je zadaca tog kompleksa da fosforilira 3 katenin i tako pokrene njegovu razgradnju.
Fosforiliraju se aminokiseline Ser 33, Ser 37, Ser 45 1 Thr 41 J katenina. Prva se fosforilira
Ser 45 pomoc¢u CK-1a a zatim ostale pomo¢u GSK3. Fosforilacija se odvija na aksinu koji
dovodi kinaze i njihov supstrat 3 katenin u doticaj. Fosforilirani § katenin prepoznaje B-trCP
(engl. [-transducin repeat containing protein) s ubikvitin ligazom nakon ¢ijeg djelovanja

slijedi razgradnja u proteosomima (112).

Glikogen sintetaza kinaza 3 B (GSK 3p)

Glikogen sintetaza kinaza 33 (GSK 3p) fosforilira viSe proteina u Wnt signalnom
putu. Fosforilacija 3 katenina ¢ini ga prepoznatljivim 3-TrCP 1 s njim povezanoj E3
ubikvitin ligazi ¢ije djelovanje vodi do razgradnje B katenina u proteosomima. Osim toga

GSK 3 fosforilira APC 1 aksin. Ima 1 druge funkcije izvan Wnt signalnog puta (110,111).

Kazein kinaza 1a (CK-1a)

Za uspjesno djelovanje B-TrCP, B katenin treba biti fosforiliran na 4 mjesta
(aminokiseline Ser 33, Ser 37, Ser 45 1 Thr 41). Ser 45 ne fosforilira GSK 38, ve¢ kazein
kinaza la (CK-1a). Stoga se ona smatra pocetnom kinazom u fosforilaciji B katenina (113),
a nakon njenog djelovanja slijedi fosforilacija pomo¢u GSK 3f3. S druge strane, kazein kinaza
1 potice vezivanje dishevelled proteina GBP (engl. GSK-3 binding protein) te tako
destabilizira destrukcijski kompleks f—katenina. Takoder djeluje i na aksin (113).

APC (engl. adenomatous polyposis coli)
APC gen je vazan tumor supresor gen ¢ija disfunkcija je vezana uz kolorektalni
karcinom. Otkriven je 1991. godine kao ¢lan FAP lokusa (obiteljska adenomatozna polipoza,

engl. familial adenomatous polyposis) (114). Njegov je produkt APC protein, koji je
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sastavljen od 2843 aminokiseline (99). Pokazalo se da APC potice razgradnju 3 katenina ida
je vezan u kompleks s aksinom (115). Negativna regulacija Wnt signalnog puta ujedno je i
njegova najbolje istrazena funkcija. Delecije APC gena u kolorektalnim tumorima rezultiraju
stabilizacijom i nakupljanjem [ katenina te aktivacijom o TCF/B kateninu ovisne
transkripcije ciljnih gena (116). Molekularni mehanizam kojim APC potice destrukciju 3
katenina nije posve jasan budu¢i da su pokusi in vitro pokazali da se razgradnja J3 katenina
moZe izbjeéi pojatanom ekspresijom aksina. Cini se da aktivnost APC ovisi o interakciji s
aksinom (109). Vjerojatna uloga APC je njegova sposobnost vezanja [3 katenina putem viSe
neovisnih veznih domena, pa tako djeluje poput “zamke” za pronalazenje i odstranjivanje 3

katenina iz citoplazme. Isto tako, moguce je da stimulira aktivnost aksina (117).

Aksin

Aksin (engl. axin) 1 njegov homolog konduktin (engl. conductin), nazvan jos 1 aksin2
ili aksil, sadrzi vezne domene za sudionike u razgradnji 3 katenina. To su aminoterminalna
RGS domena (engl. regulator of G-protein signaling) kojom se veze APC (115); zasebne
vezne domene za GSK 3 [ 1 B katenin u sredini proteina (115, 118); C- terminalna DIX
domena kojom se povezuje s dishevelled (118). Na molekularnoj razini aksin zdruzuje sve

komponente potrebne za fosforilaciju f katenina (GSK 38, CK 1a APC 1 3 katenin).

Dishevelled

Protein dishevelled takoder je sudionik Wnt signalnog puta. Kod sisavaca su poznata 3
dishevelled gena. Njihovi produkti aktiviraju kanonski i nekanonski PCP signalni put.
Dishevelled ima tri interakcijska mjesta: N-terminalnu DIX domenu, kojom se veze za aksin,
centralnu PDZ domenu i C- terminalnu DEP domenu, koja je vjerojatno potrebna za
aktivaciju JNK (engl. c-Jun N-terminal kinase) (119). U kanonskom putu prenose signal
aksinu osnosno degradacijskom kompleksu, a u PCP putu djeluju na RhoA/JINK. Uz
Dishevelled se vezu razlicite proteinske molekule od kojih su neke aktivatori, neke
antagonisti, a neke modulatori njegove funkcije. Uz njega se veZu i tri kinaze: kazein kinaza
1 potice vezivanje dishevelled na GBP i tako destabilizira destrukcijski kompleks B-katenina;
kazein kinaza 2 fosforilira dishevelled nakon aktivacije Fizzled receptora; PAR -1 (engl.
protease — activated receptor 1) je kinaza povezana s dishevelled, aktivira se vezivanjem na

Wnht, a potice kanonski put dok istovremeno inhibira nekanonski JNK (120) .
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TCF/LEF (engl. T-cell factor/lymphoid enhancer factor)

TCF i LEF pripadaju obitelji transkripcijskih faktora koji aktiviraju ciljne gene.
Opisana su 4 ¢lana obitelji ( TCF-1, TCF-2, TCF-3 1 LEF-1). Svi ¢lanovi sadrze evolucijski
oCuvane grupe aminokiselina (engl. high mobility group, HMG) kojima se vezu na DNA
molekulu kao monomeri (121). Istovrsna HMG sekvenca unutar DNA omogucava vezanje
razlic¢itih transkripcijskih faktora koji mogu djelovati kao aktivatori ili represori ciljnih gena
(122). Budu¢i da TCF/LEF faktori ne mogu samostalno pokrenuti transkripciju, potreban im
je koaktivator. Prvi otkriveni transkripcijski koativator TCF-u bio je B katenin koji se veze na
TCF preko svojih ponavljaju¢ih domena (123). Oba ( C- i N-) terminalna kraja 3 katenina
omogucuju aktivaciju transkripcije (124). Spajanje LEF-1 s C terminalnim krajem f3
katenina aktivira LEF-1 ovisne promotore na slic¢an nacin (124). TCF/ 3 katenin kompleks
moze se dakle smatrati dvoclanim transkripcijskim faktorom kod kojeg se vezivanje uz DNA

1 aktivacija transkripcije odvijaju djelovanjem dvaju zasebnih bjelancevina.

1.2.1.2. Kanonski put djelovanja Wnt signalnog puta

Najpoznatiji put djelovanja je kanonski put. Njime se regulira stabilnost [3 katenina i
njegov odlazak u jezgru (125). U nestimuliranim stanicama [3 katenin se uglavnom nalazi
vezan uz adhezivnu molekulu epitelnih stanica E- kadherin i o—katenin te tako odrzava
epitelnu strukturu 1 polaritet. Dok nema Wnt signala, 3 katenin se razgraduje pomocu
destrukcijskog kompleksa koji ¢ine APC protein, aksin, CK1la i GSK 3f. B katenin se
fosforilira pomocu enzima glikogen-sintetaze-kinaze 3 f na svom N- terminalnom kraju te
tako inducira vezivanje B-trCP (engl. f—transducin repeat containing protein) i njemu
pridruzene E3 ubikvitin ligaze (engl. E3 ubiquitin ligase). Ovaj proces rezultira
razgradnjom [ katenina u proteosomima (126).

Whnt ligandi vezani za frizzled receptore s LRP-5 ili LRP-6 koreceptorom aktiviraju
citoplazmatski protein Dishevelled , koji razgraduje destrukcijski kompleks, te inhibira
fosforilaciju P katenina koju vr§i GSK 3 8 (127). Stoga se [ katenin nakuplja u citoplazmi.
Aktivni, nefosforilirani katenin ulazi u jezgru i veze se s transkripcijskim faktorima TCF i
LEF te tako omogucuje prepisivanje ciljnih gena (125, 128).

TCF/LEF ne pokrecu transkripciju bez koaktivatora ili korepresora. Vezivanjem 3
katenina transkripcijski faktori TCF/LEF mogu aktivirati brojne gene ukljucene u razvojne

procese, stani¢ni ciklus, diferencijaciju 1 stani¢nu invaziju. Neki od njih su: ciklin D1,
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protoonkogeni c-myc i c-jun, MMP, signalni put Notch, receptor urokinaznog aktivatora
plazminogena (uPAR) i mnogi drugi ukljuc¢eni u Wnt signalni put. Axin, TCF ili Frizzled
receptori Cesto se umnazaju mehanizmom pozitivne povratne sprege nakon aktivacije
signalnog puta Wnt ligandom.

Djelovanje TCF/LEF ogleda se i na drugim regulatornim transkripcijskim faktorima
npr. Cdx proteinima, vaznima u po¢etnom usmjeravanju stanica u liniju trofoblasta (129).

Kompleksi TCF/B katenin mogu i umanjiti prepisivanje nekih gena. 3 katenin se
moze povezivati i s drugim transkripcijskim faktorima (osim TCF/LEF) poput receptora za
steroidne hormone, no opet ovisno o Wnt aktivaciji (130).

Antagonisti Wnt signalnog puta

Prijenos Wnt signala moze biti blokiran izlu¢enim antagonistima (njih 11) svrstanim u
dvije skupine (125):

l. Negativni regulatori Wnt signalnog puta su SFRP (engl. secreted frizzled
related protens) 1 Wif-1 (engl. Wnt-inhibitory factor -1). Vrlo su sli¢ni Frizzled receptorima i
natjecu se s njima za vezivanje Wnt liganada. Vezu se direktno na Wnt protein i tako
spreCavaju aktivaciju receptora.

2. Antagonisti se vezu za LRP koreceptore 1 tako blokiraju aktivaciju Wnt
signalnog puta. Ovdje ubrajamo protein Dkk1 (engl. Dickkopf 1) 1njegova tri homologa, te

protein Wise (engl. Wnt modulator in surface ectoderm).

1.2.1.3. Nekanonski putevi djelovanja Wnt signalnog puta

Whnt ligandi pokrecu i nekanonske puteve, neovisne o 3 kateninu. Najbolje su istrazeni
Wnt/Ca>" i Wnt/PCP put (125, 131). Pokreéu ih Wnt5a i Wnt11 vezivanjem na Frizzled
receptore koji aktiviraju Dishevelled (Dvl) neovisno o LRP-5 ili -6 koreceptoru (132).
Wnt/PCP put je prvobitno otkriven u raznim razvojnim procesima vinske musice. Znacajan je
za razvoj embrionalnih tkiva i organa, a poremecaji u prijenosu signala ovog puta poti¢u
metastaziranje raznih tipova karcinoma (133). Na stani¢noj razini regulira polarnost stanica
putem organizacije citoskeleta. Vezanje liganda na receptor pokrece Dishevelled koji stvara
kompleks s Daaml (engl. disheveled-associated activator of morphogenesis ). Daam1
aktivira mali G protein Rho. Rho aktivira ROCK (engl. Rho-associated kinase) enzim koji
fosforilira serine i treonine u citoskeletu. Dishevelled stvara komplekse i s racl (engl. Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1) , koji aktivira Jun kinazu (JNK) i potice

polimerizaciju aktina (132).
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Wnt/Ca®" signalni put inhibira djelovanje o cGMP-ovisne protein kinaze (engl. cGMP-
dependent protein kinase; PKG) . Ona u nestimuliranim stanicama blokira otpustanje iona
kalcija, aktivira fosfolipazu C i povisuje razinu inozitol trifosfata. Rezultat je otpuStanje
kalcijevih iona iz endoplazmatskog retikuluma (134). PoviSena razina kalcija u citoplazmi
potice aktivnost protein kinaze C (PKC), kalcij/kalmodulin ovisne kinaze II (CamKII) i
kalcineurina. Tim se na¢inom u jezgri potic¢e djelovanje nuklearnih faktora, poput nuklearnog
faktora aktiviranih T stanica (NF-AT, engl. nuclear factor of activated T cells) (135). Osim
toga, nakupljanje Ca*" nakon stimulacije Wnt5 ligandom inducira TGF- pom aktiviranu
kinazu (TAK-1) 1 NEMO (engl. nemo-like kinase) koje blokiraju TCF fosforilirajuci ga 1
tako antagoniziraju kanonski WNT signalni put (136).Djelovanje Wnt5 izrazito ovisi o vrsti
receptora: vezivanje na Frizzled receptore 2,3,5,i 6 inducira Ca®" signalni put, ali isti ligand
moze pokrenuti i kanonski signalni put ukoliko se veze na Frizzled receptor 41 LRP (137).
Neke su studije pokazale da se razli¢itt Wnt ligandi mogu vezati i na receptor tirozin kinase
Ryk (engl. related-to-receptor tyrosin kinase) i Ror2 (engl. tyrosine kinase-like orphan
receptor) te tako poticati razvojne procese neovisno o Frizzled receptorima ili aktivirati
druge signalne puteve poput ERK ili PI3K/AKT/mTOR (138). Ocito je da Wnt ligandi i
razli¢iti kanonski 1 nekanonski receptori ¢ine kompleksnu regulacijsku mrezu s

preklapanjima izmedu razli¢itih signalnih puteva.

1.2.1.4. Wnt signalni put u tkivu posteljice

U preimplantacijskom razdoblju mi§je blastociste zamijeceno je visSe Wnt liganada,
frizzled receptora 1 Dishevelled proteina (139, 140). Vise je radova na knock-out miSevima,
kojima su izbac¢ena iz funkcije oba alela za katenin, (141, 142) pokazalo da kanonski put nije
bitan za samo formiranje blastociste, ali je zato neophodan za njezinu adheziju i implantaciju.
Drugi radovi ukazuju na mogucu ulogu Wnt kanonskog puta u drugih vrsta sisavaca (papkari)
(143), te nekanonskog Wnt/Ca”" puta (144).Takoder se pokazalo da inhibicija uz pomo¢ Dkk1
ili SFRP2 smanjuje stopu implantacije (142, 145) Uloga Wnt signalnog puta u ranom razvoju
trofoblasta miSeva ispitivana je izlaganjem embrionalnih mati¢nih stanica Wnt3a ligandima.
Wnt3a inducirao je stvaranje maticnih stanica trofoektoderma koje su imale sposobnost
razvoja u ostale linije mi§jeg torofblasta jer je aktivirani LEF-1 inducirao Cdx-2, klju¢ni
regulator rane diferencijacije trofoblasta (146, 147). Istrazivanja na knock-out misevima

pokazala su daljnju ulogu komponenti Wnt signalnog puta u fuziji koriona i alantoisa, razvoju
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labirinta i angiogenezi posteljice (148, 149) te neadekvatnom formiranju sinciciotrofoblasta
(150).

Razvoj ljudskog trofoblasta uglavnom se promatra na modelima koriokarcinoma i
imortaliziranim stani¢nim linijama trofoblasta. Invazivna svojstva stanica trofoblasta se gube
na kraju trudnoce pa se stoga pokretljivost stanica i diferencijacija mati¢nih stanica u
ekstravilozni trofoblast istrazivala u posteljicama iz prvog tromjesecja, u kulturi stanica
korionskih resica i/ili izoliranih citotrofoblasta (75). Stapanje stanica trofoblasta moze se
proucavati i na izoliranim terminskim citotrofoblastima (151).

Ispitivanjem takvih kultura i stani¢nih linija dobiveni su dokazi o autokrinom
djelovanju Wnt signalnog puta za vrijeme proliferacije i invazije trofoblasta (12).
Semikvantitativnim RT-PCR (lancana reakcija polimeraze) pokazalo se da je u posteljici
prvog tromjesecja izrazeno 14 od 19 Wnt liganada, te 8 od 10 frizzled receptora (152).
Vecina otkrivenih mRNA nalazila se u viloznom citotrofoblastu. Istovremeno postojanje
kanonskih i nekanonskih Wnt liganada ukazuje na djelovanje vise razlicitih signalnih puteva
u ranom razvoju trofoblasta. Razina Wntl, 7b, 10a i 10b pada nakon prvog tromjesecja Sto
upucuje na njihovu ulogu u trofoblastu tijekom rane trudnoce (152). Frizzled receptori (Fzd)
2 14 nadeni su u mezenhimnim stanicama resica, dok su Fzd 1, 3, 5, 6,,7 1 10 izrazeni u
stanicama citotrofoblasta.

Wnt4 se stvara u citotrofoblastu kao i u stanicama ekstraviloznog trofoblasta i
vjerojatno doprinosi decidualizaciji endometrija kanonskim signalnim putem (153). Wnt5a
moze djelovati nekanonskim signalnim putem jer ne inducira prepisivanje ovisno o TCF/B-
kateninu nego mu je djelovanje antagonisti¢no kanonskom putu (152). Progesteron stimulira
izrazenost Wntl 1, liganda nekanonskog puta, S$to je dokazano u pokusima s
ovariektomiranim miSicama. Wnt4 i Wnt7b, ligandi kanonskog puta potaknuti su
estrogenom $§to vjerojatno utjece na implantaciju i decidualizaciju (154).Ova tri liganda su
medu najjace izraZenima u stanicama citotrofoblasta. Ekspresija Wnt7b pada u vrijeme
formiranja ekstraviloznog trofoblasta. Budu¢i da je Wnt7b nezamjenjiv za razvoj misje
posteljice, moZze se pretpostaviti da homolog u ljudskoj posteljici takoder ima vaznu ulogu
(155). Jednako tako, i Wntl0a, Wnt10b, Fzd5 i Fzd10 jako su izraZeni u citotrofoblastu, ali
uglavnom nedostaju u eksraviloznom trofoblastu ili fibroblastima posteljice. MoZe se stoga
zakljuciti da su ovi ligandi i receptori uglavnom povezani s ranim razvojem stanica
trofoblasta. Glavni frizzled receptor u ekstraviloznom trofoblastu je Fzd6, koji djeluje unutar

kanonskog 1 nekanonskog signalnog puta (156, 157). Razlic¢iti Wnt ligandi 1 receptori u
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stanicama citotrofoblasta i ekstraviloznog trofoblasta ukazuju na regulaciju ovisnu o dobi
trudnoée (158).To bi znacilo da specifi¢ne kombinacije Wnt liganada kontroliraju postepene
korake u razvoju trofoblasta 1 njegove funkcije.

Whnt ligandi izlu€eni iz stanica ekstraviloznog trofoblasta mogli bi biti primarni
regulatori ekspresije decidualnih Wnt signalnih komponenti, jer mnogi geni stanica decidue
mogu biti potaknuti sustavom B-katenin/TCF (159). Osim toga, stimulacija stanica
citotrofoblasta Wnt ligandima pojacava invazivnost citotrofoblasta i poti¢e migraciju u
kulturama eksplantiranih korijalnih resica na mediju s kolagenom. Iste se pojave (invazivnost
1 migracija) mogu inhibirati nakon tretmana s rekombiniranim Dkk1 (18, 160). Jedan od
mogucih nac¢ina kojima Wnt signalni put povecava invazivnost stanica moglo bi biti
djelovanje MMP-2 koja je povisena u supernatantu kulture stanica trofoblasta nakon Wnt
stimulacije, a 1 opisana je kao produkt ciljnog gena za TCF/f katenin (160, 161). Aktivacija
sustavom TCF/ 3 katenin potice proliferaciju i pojacavanjem izraZenosti regulatora stani¢nog
ciklusa ciklina D1 (18). Iako u proliferiraju¢em citotrofoblastu nema TCF-4, kanonski put
moze biti aktivan pomoc¢u TCF-3 koji je podjednako prisutan u stanicama citotrofoblasta i
ekstraviloznog trofoblasta do 6. tjedna gestacije (18).

Epigenetska istrazivanja aktivnosti Wnt signalnog puta ukazala su na vaznu ulogu ovih
mehanizama u regulaciji ekspresije gena posteljice i trofoblasta. Geni koji kodiraju
antagoniste, odnosno negativne regulatore signalnog puta poput APC proteina i SFRP2
hipermetilirani su u trofoblastu (za razliku od drugih stanica, npr postelji¢nih fibroblasta ili
leukocita) (162, 163). Ovakav nalaz takoder ukazuje na mogucu ulogu Wnt signalnog puta u

placentaciji.

Iako do sada niti jedan pojedina¢ni Wnt niti Fzd nije istraZivan u kontekstu invazije 1
diferencijacije humanog trofoblasta, nalazi dobiveni u mi§joj posteljici 1 drugim Wnt ovisnim
sustavima navode na hipotezu o njihovoj mogucoj ulozi u tim zbivanjima. Podaci iz literature

upucuju na ulogu kanonskog Wnt signalnog puta u proliferaciji i invaziji trofoblasta.

1.3. Epitelno - mezenhimna tranzicija (EMT)

Karakteristike epitelnih stanica su medusobna adhezija pomoc¢u medustani¢nih
spojeva, adhezija na izvanstani¢nu tvar ili ekstracelularni matriks (ECM) na bazalnoj povrsini
1 apiko-bazalna polarizacija. Zbog tih su svojstava stanice poredane u sloj (164). Kohezija

medu stanicama ovisi 0 medudjelovanju adhezivnih molekula kadherina, koje se vezu
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pomocu adaptorskih proteina poput katenina i vinkulina za aktinski citoskelet. Osim tih
spojeva, (engl. adherens junctions, AJ) stanice su povezane tijesnim spojevima obiljeZzenim
molekulama poput ZO-1 (engl. zona occludens protein) 1 okludina. Spojevi nemaju samo
strukturnu ulogu, ve¢ sluze kao mjesta prijenosa signala medu stanicama (165). U mnogim
epitelnim tkivima adhezija medu stanicama omoguéena je i pomoc¢u dezmosoma te razli¢itih
veznih molekula (plakoglobin, plakofilin) (166). Povezanost s ECM omogucuju prema
bazalnoj povrsini transmembranski receptori nazvani integrini.

Nasuprot tome, mezenhimne stanice imaju slabije izrazene adhezivne molekule (npr.
E- kadherin 1 ZO-1 vinkulin) na membrani. Vezane su uz intersticijski ECM putem
integrina na bilo kojem dijelu stani¢ne povrsSine te nemaju apiko-bazalnu polarnost nego su
izduzene i multipolarne (167). Zbog tih karakteristika stanice nisu organizirane u sloj,
uronjene su u ECM 1 mogu ispoljiti migratorni 1 invazivni potencijal (168).

Epitelne stanice mogu poprimiti karakteristike mezenhimnih stanica procesom
nazvanim epitelno - mezenhimna tranzicija (EMT). Moguc¢ je i obrnuti smjer preobrazbe —
ponovno poprimanje epitelnih karakteristika, mezenhimno - epitelna tranzicija (MET).

Unato¢ invazivnom ponaSanju stanica trofoblasta, njihova invazija je u normalnim
okolnostima ograni¢ena i vremenski i prostorno. Ekstravilozni trofoblast stvara proteaze, ali i
integrine (61, 62). EGF receptor 1 (EGFR1) koji je pokazatelj proliferativne aktivnosti
trofoblasta i integrin a6, pokazatelj polariziranog epitela smanjene su aktivnosti tijekom
diferencijacije ekstraviloznog trofoblasta (169). Odredivanjem promjena razine mRNA koja
prepisuje gene ukljucene u invaziju i diferencijaciju EVT nadeno je da su integrin a6 i
EGFR1 jako izrazeni u citotrofoblastu, a jedva prisutni u ekstraviloznom trofoblastu (95). U
ekstraviloznom trofoblastu zato su jako aktivni geni za integrin ol (ITGA1), integrin a5
(ITGA5S) i fibronektin 1 (FN1) koji poti¢u migraciju stanica. Osim toga, IGF-2, FN-1, MMP-
2, Notch2, uPAR, i Snaill koji su proizvodi ciljnih gena za TCF/f katenin takoder su
poviSeni u stanicama ekstraviloznog trofoblasta, uz istovremeno povecanje aktivnosti TCF-4.
Navedeni geni kontroliraju pokretljivost stanica trofoblasta (67, 170, 171). Mozemo zakljuciti
da aktivnost 3 kateninai pojacana izrazenost TCF-4 u ekstraviloznom trofoblastu potice
aktivnost gena koji omogucuju migraciju stanica i njihovo invazivno ponasanje.

Epitelno - mezenhimna tranzicija (EMT) je proces u kojem epitelne stanice gube svoju
polarnost 1 po€inju nalikovati fibroblastima — dobivaju sposobnost migracije i invazije. Ovaj
je proces dobro poznat u invaziji karcinomskih stanica i stvaranju metastaza (172). Obrnut

smjer tranzicije je takoder mogu¢ — karcinomske stance ponovno poprimaju epitelne
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karakteristike kako bi se omogucila proliferacija stanica udaljenih metastaza (mezenhimno -
epitelna tranzicija, MET) (173). Analiza ekspresije gena pokazala je da se EMT javljaiu
stanicama invazivnog trofoblasta koje su se prestale umnozavati ¢ime omogucuju
diferencijaciju. Pokazan je porast mRNA povezanih s EMT poput transkripata za Snail,
ITGAS, ITGAB1, MMP-2, FSP1 (fibroblast specifi¢ni protein 1), dok je istovremeno
smanjena aktivnost gena odgovornih za adheziju epitelnih stanica. Takoder je opisan prolazni
gubitak adhezivnih proteina membrane poput membranskog [3 katenina i E —kadherina u zoni
invazije primarnih (usidrenih) resica (174).

Pojacana aktivnost Wnt signalnog puta, izrazen TCF/LEF i aktivnost B katenina u

jezgri takoder su karakteristicni za EMT (175).

1.3.1. EIf5 i Snail

Prva uloga transkripcijskog faktora Elf 5 je usmjeravanje blastomera u smjeru
stani¢nih linija trofoblasta djelovanjem na gene maticnih stanica trofoblasta Cdx2 1 Eomes.
Njegova je izrazenost epigenetski regulirana. U ljudskoj posteljici prisutan je tijekom cijele
trudnoce, no najizrazeniji je u ranoj trudnoci, istovremeno s izrazeno$¢u proteina Cdx2 (30).

Transkripcijski faktor EIf 5 (engl. E74 —like factor 5), nazvan jo$ i ESE-2 pripada
obitelji Ets (engl. E twenty-six) transkripcijskih faktora (176, 177) koja upravlja Sirokim
spektrom bioloskih procesa. U zdravim tkivima oni doprinose fizioloskom razvoju i
diferencijaciji stanica, no mogu djelovati i kao onkogeni i kao tumor supresori (177, 178).
Eksperimenti na miSevima, modelima karcinoma dojke i uzorcima tkiva pacijentica pokazali
su jedinstvenu ulogu EIf 5 u sprjeCavanju EMT i metastaziranja tumora (179).

Transkripcijski faktor Elf 5 zaustavlja EMT direktnim sprjeCavanjem transkripcije
proteina Snail 2, koji je poznati pokretac epitelno - mezenhimne tranzicije (179). Snail prijeci
transkripciju stani¢nih adhezivnih molekula poput E —kadherina (180). Represijom proteina
Snail2, EIf5 moze preusmjeriti tranziciju u obrnutom, dakle MET smjeru te tako odrZati

epitelni fenotip ciljnih stanica.

1.4. Wnt signalni put i EMT u bolestima vezanim uz trudnocu
Promjene u izraZenosti gena i epigenetske modifikacije komponenti Wnt signalnog
puta opisane su u razliitim bolestima vezanim uz trudnoc¢u. Kod hidatiformne mole naden je

vedi broj P katenin pozitivnih jegara u ekstraviloznom trofoblastu u usporedbi s normalnim

32



tkivom, $to navodi na zakljucak da je u invazivnom tkivu pojacana ekspresija Wnt signalnog
puta (18). U stanicama koriokarcinoma, geni koji kodiraju za APC i SFRP2 su
hipermetilirani, Sto ukazuje da inaktivacija inhibitora Wnt signalnog puta doprinosi nastanku
ili malignom razvoju stanica (162, 163). Inhibitor Dkk1 nedostaje u stanicama
koriokarcinoma, a ponovno aktiviranje njegovog gena zaustavlja stanic¢ni rast i inducira
apoptozu (181). Gubitak Dkk1 mogu¢ je razlog proliferacije stanica tumora.

Znacaj Wnt signalnog puta u invaziji 1 migraciji stanica opisan je kod tumorskih
stanica: glioma (182), metastaza karcinoma dojke u mozgu (182), progresivnog
kolorektalnog karcinoma (183), endometralnog karcinoma (184) itd. Moze se dakle reci da
je Wnt signalni put uklju¢en u prijelaz epitelnog fenotipa stanica prema mezenhimnom
fenotipu. U tumorima EMT omogucuje Sirenje tumorskih stanica, a u trudno¢i invaziju
trofoblasta.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da se Wnt ligandi i Frizzled receptori mogu
pronaci u tkivu humanih posteljica (152) a pojacana ekpresija TCF3/4 i1 B katenina u jezgri
invazivnog trofoblasta u ranim fazama placentacije (18). Isto tako, pokazalo se da dodavanje
Wnt3a u kulturu stanica humanih trofoblasta inducira izlu¢ivanje MMP2 koja moze pomo¢i u
migraciji 1 invaziji trofoblasta (12). Dodavanje inhibitora Wnt signalnog puta Dkk1
rezultiralo je slabijom migracijom i invazijom (18). Kod pacijentica s preeklampsijom, Dkk1
1 SFRP4 su poviseni dok su Wnt2 i 3 katenin snizeni (185, 186). Dakle, smanjena aktivnost
Wnt signalnog puta zbog povisene razine inhibitora mogla bi doprinositi poremecaju
placentacije i plitkoj invaziji trofoblasta koja se nalazi u toj bolesti. PoviSena razina Dkk1
nadena je 1 u pacijentica s ponavljanim pobacajima (187). Zanimljivo je da infekcija
citomegalovirusom, koji se smatra uzroénikom spontanih pobacaja i prijevremenog poroda
smanjuje proliferaciju i invaziju trofoblasta na¢inom koji ukljucuje inhibiciju Wnt signalnog
puta. Virusna infekcija trofoblasta mijenja lokalizaciju 8 katenina i potie njegovu
razgradnju (188).

Nepotpuna invazija ekstraviloznog trofoblasta, poremecaj remodeliranja krvnih zila i
ekspresije CTB gena karakteristike su razliCite patologije trudnoce poput preeklampsije ili

teSkog zastoja rasta (189, 190).

1.4.1. Zastoj rasta
Intrauterini zastoj rasta ploda medicinski je problem jer povisuje stopu

novorodenackog mortaliteta i morbiditeta (191). Osim toga, pokazalo se da djeca rodena s
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niskom porodajnom tezinom u odrasloj dobi ¢es¢e obolijevaju od Secerne bolesti,
ateroskleroze i poremecaja respiracijskog i kardiovaskularnog sustava, S$to se pripisuje
fetalnom programiranju (192). Fetalni je rast uvjetovan brojnim faktorima, od genetskih do
okolisnih, koje modulira posteljica (genetski potencijal rasta pojedinog fetusa koji ukljucuje 1
rasu i spol; fetalni hormoni i faktori rasta, dostupnost glukoze, aminokiselina i lipida;
okolisni faktori -nadmorska visina, toksini, pusenje; socijalni status te bolesti majke u
trudnoci 1 bolesti vezane s trudnocom) (193, 194).

Po porodu, izmjerena tezina novorodenceta usporeduje se s ocekivanom rodnom
masom za gestacijsku dob, spol djeteta 1 paritet majke. Krivulje, odnosno tablice rasta
karakteristi¢ne su za odredenu populaciju, tako da se kod nas primjenjuju vrijednosti tezine
novorodencadi izmjerene u Klinici za zenske bolesti i porode u Zagrebu 1982. godine (195).
Djeca ¢ija je rodna masa manja od 10. centile za gestacijsku dob, spol i paritet majke
nazivaju se malenom za gestacijsku dob (engl. small for gestational age, SGA). Nomalna za
gestacijsku dob su djeca rodne mase izmedu 10. i 90. centile, dok su ona iznad 90. centile
velika za gestacijsku dob. Najlosiji perinatalni ishod imaju djeca ispod 3. centile, dakle ispod
dviju standardnih devijacija za gestacijsku dob, spol i paritet majke (195). Klinicki se zastoj
rasta dijeli na asimetri¢ni i simetri¢ni, rani i1 kasni. Kod simetri¢nog zastoja ravnomjerno su
smanjeni svi djetetovi biometrijski pokazatelji.

Kod asimetricnog zastoja u rastu smanjeno je masno tkivo ploda, te je smanjen opseg
abdomena dok su ostali pokazatelji (biparijetalni promjer, opseg glave, dujina femura)
primjerene veli¢ine. Ovaj oblik zastoja naj¢es¢e nastaje zbog nedostatne funkcije posteljice.

Rani zastoj rasta nastupa prije 32. tjedna gestacije i ¢esto je uzrokovan kromosomskim
anomalijama, infekcijama ili ranom insuficijencijom posteljice. Kasni zastoj nastupa u
zadnjem tromjesecju trudnoce, takoder zbog nedostatne posteljicne fukcije (196).

Razlozi insuficijencije posteljice traZe se u najranijem razdoblju trudnoce, kod
poremecaja prilikom implantacije ili razvoja posteljice (diferencijacije trofoblasta, preobrazbe
spiralnih arterija, razvoja i vaskularizacije posteljicnih resica ) (196). Premda je ve¢ odavno
uocena jaka povezanost izmedu funkcije posteljice i fetalnog rasta (197), kompleksna
regulacija proliferacije i diferencijacije trofoblasta jos je nedovoljno poznata. Studije na
knock-out miSevima pokazale su vaznu ulogu Wnt signalnog puta u razvoju posteljice (9-12)
Sto ukazuje na mogucéu povezanost poremecenog prijenosa signala tim putem i

proliferacije/diferencijacije trofoblasta i fetusa (5, 155,198,199).
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Oko 70% djece s rodnom masom ispod 10. centile potpuno je zdravo. Do sada nisu
pronadeni razlozi koji bi objasnili slabiji rast takve djece, te se njihovo stanje naziva
idiopatskim zastojem u rastu (196). Kod slijede¢ih 20 % djece postoji klinicki prepoznat
razlog, od strane majke, ploda, posteljice ili kombinacijom navedenog . Ova je skupina
klini¢ki najugrozenija, jer je u podlozi zastoja rasta nedostatna funkcija posteljice koja se
moze prenatalno utvrditi ultrazvu¢nim i Doppler mjerenjima te u odredenim okolnostima
kardiotokografskim (CTG) zapisom. Preostalih 10% cCine djeca s kromosomskim
anomalijama, poremecajima razvoja organa (npr. renalna ageneza) i poremecajima razvoja
(npr. mikromelija) (196). U tu skupinu ubrajamo i djelovanje infekcija (npr rubeole,
citomegalovirusa) te toksi¢nih u¢inaka iz okoline (nikotin, alkohol, toksini) koji

onemogucuju fetusu da ostvari svoj genetski potencijal rasta (196).

1.4.2. Gestacijska hipertenzija, preeklampsija, eklampsija, HELLP

Porast krvnog tlaka iznad 140/90 mm Hg u drugom tromjese¢ju trudnoée (nakon 20.
tjedna gestacije) kod trudnice koja ranije nije bolovala od hipertenzije, i ¢iji se tlak
normalizira najkasnije 12 tjedana nakon poroda naziva se gestacijska hipertenzija. Pridruzi li
se poviSenom tlaku proteinurija iznad 0,3 g na dan, govorimo o preeklampsiji. Preeklampsija
je Cesto popracena edemima i zastojem u rastu ploda. Javlja se u oko 3-10% trudnoc¢a (200).
Eklampsija se klini¢ki manifestira klonicko-tonickim gréevima uz poremecaj svijesti, a
HELLP sindrom (engl. haemolysis, elevated liver enzymes, low platelets syndrome) padom
broja trombocita na manje od 100 000/mm’, povisenjem LDH, transaminaza i bilirubina uz
klinicke simptome poput glavobolje ili poremecaja vida 1 boli u epigastriju.

Za posteljice pacijentica s hipertenzivnim poremec¢ajem nastalim u trudnoc¢i
karakteristi¢ni su plitka invazija ekstraviloznog trofoblasta, neadekvatna pretvorba spiralnih
arterija 1 hipoksija (33).

Pretpostavlja se da uzroci insuficijencije posteljice leze u neadekvatnoj funkciji
trofoblasta (201). Do sada su opisani pojacana proliferacija progenitorskih stanica viloznog
citotrofoblasta i pojacana apoptoza terminalno diferenciranog sinciciotrofoblasta. Ove
promjene dovode do stanjivanja sincicijskog sloja i pojave sincicijskih ¢vorica (202, 203).
Smatra se da je oStecenje resica uzrok slabije prokrvljenosti odnosno oksigenacije krvi

interviloznog prostora (204). Za postizanje optimalne prokrvljenosti posteljice potrebna je

35



uspjesna pretvorba spiralnih arterija invazijom ekstraviloznog trofoblasta, koji je, da bi
mogao obaviti tu zada¢u morao poprimiti karakteristike mezenhimnih stanica, odnosno proc¢i
epitelno - mezenhimnu tranziciju. Za proces EMT karakteristicno je smanjenje izrazenosti
adhezivnih molekula E kadherina S§to je dokazano u tkivu normalnih posteljica (205). U
hipertenzivnim poremecajima ekstravilozni trofoblast ne uspijeva smanjiti stvaranje E —
kadherina tijekom invazije prstolikih izdanaka u deciduu (206, 207). Izrazenost E-kadherina
regulirana je Wnt signalnim putem 1/ili transkripcijskim faktorom Snail (208,209).
Transkripcija proteina Snail, koji potice EMT, pod kontrolom je viSe signalnih puteva (69) i
faktora (ukljuCujuéi EIf5), no post-transkripcijska regulacija ovisi o GSK-3, ¢lanu Wnt
signalnog puta i HIF-1a (210, 211).

Nepravilan razvoj posteljice dalje vodi do pretjeranog majc¢inog upalnog odgovora
koji je u podlozi poremecene funkcije endotela i pojaane reaktivnosti vaskularnog sustava u
preeklampsiji (212). Brojni se patofizioloski procesi istrazuju kao moguéi uzroci upalnog
odgovora u preeklampsiji, npr neprilagodenost maj¢inog imunoloSkog sustava, pretjerana
apoptoza trofoblasta i pojacano otpustanje mikrovezikula trofoblasta u maj¢inu cirkulaciju
(212,213, 214).

Cesta je povezanost hipertenzije i dijabetesa u trudnoéi (215). Inzulinska rezistencija
znatno se povecava u trecem tromjesecju trudnoce, dakle u vrijeme pojave gestacijske
hipertenzije i preeklampsije, pa je mogucée da im je patofizioloski mehanizam dijelom
zajednicki. Gestacijska hipetenzija i preeklampsija povezane su s inzulinskom rezistencijom
(216, 217). Kao moguci nacini utjecaja izulinske rezistencije na krvni tlak navode se
aktivacija simpatikusa, retencija natrija i disfunkcija endotela (215, 217). Prethodna oSte¢enja
endotela spiralnih arterija kod dijabetesa ili kroni¢ne hipertenzije mogla bi Ciniti podlogu za
poremecenu migraciju trofoblasta, no kada se radi o gestacijskoj hipertenziji i gestacijskom
dijabetesu, mehanizam njihove povezanosti nije jasan. Opisan je utjecaj povisene razine
inzulina (218), leptina (219) i izoprostana (220) na invazivnu sposobnost trofoblasta.

Razvoj posteljice u najvecoj mjeri zavrSava na kraju drugog tromjesecja trudnoce,
dok se kasnije samo povecava vec stvorena masa posteljicnog tkiva. Stoga ne ¢udi pojava
bolesti povezanih s neadekvatnim razvojem posteljice upravo nakon tog razdoblja.
Poremecaji koji nastaju u prvom i drugom tromjesecju i koji dovode do promjena u tkivu
posteljice odrazavaju se kasnije na fetalni rast (221). Svrha je ove dizertacije pokazati upravo

tu povezanost.
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2. HIPOTEZA

Posteljice iz patoloSkih trudnoca zbog poremecene epitelno-mezenhimne tranzicije
imaju jace izrazene markere epitelnog fenotipa (SFRP1, SFRP3 i ELF 5), a manje izraZen

transkripcijski faktor (TCF1) nego posteljice iz normalnih trudnoca.
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3. CILJEVI RADA

OPCI CILJ:
Istraziti izrazenost proteinskih biljega Wnt signalnog puta karakteristi¢nih za diferencijaciju
trofoblasta (SFRP1, SFRP3, TCF1) i izraZenost transkripcijskog faktora ELF5 u normalnoj 1

patoloskoj trudno¢i.

SPECIFICNI CILJEVI:

l. Utvrditi postoje li razlike u imunohistokemijskoj izrazenosti SFRP1, SFRP3, TCF1 i
ELFS5 faktora izmedu normalnih posteljica razliite gestacijske dobi.

2. Utvrditi postoje li razlike u imunohistokemijskoj izrazenosti SFRP1, SFRP3, TCF1 i
ELFS5 faktora izmedu posteljica iz normalnih i patoloskih trudnoca .

3. Utvrditi postoji li korelacija izraZenosti navedenih biljega s klinickim parametrima
(specifi¢na patologija, gestacijska dob, tezina posteljice i ploda, fetoplacentni omjer, dob

trudnice)

Cilj ovoga rada je doprinijeti boljem razumijevanju bolesti vezanih uz trudnoc¢u. Zbog
toga smo istrazili razlike u ekspresiji biljega epitelnog fenotipa (SFRP1, SFRP3, ELF5) i
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mezenhimnog fenotipa (TCF1) izmedu normalnih posteljica i posteljica iz patoloskih
trudnoca, te izmedu terminskih i prijevremeno porodenih posteljica.
Smatramo da je promijenjena odnosno neadekvatna diferencijacija stanica trofoblasta

u podlozi patoloske trudnoce.

4. MATERIJAL I METODE

4.1. MATERIJAL

Materijal na kojemu je provedeno istrazivanje su uzorci posteljica prikupljeni na
Klinici za zenske bolesti i porode KB Merkur,. Studiju je odobrilo Sredisnje eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (Ur.Br. 380-59/12-302/88 Klasa
641-01/12-02) 1 Eticko povjerenstvo KB Merkur Odlukom od 22.9.2011. Prikupljene su
posteljice iz patoloskih i normalnih trudnoc¢a. Rodilje su usmeno i pismeno upoznate sa
svrhom i postupkom istrazivanja te su dale informirani pristanak.

Kontrolnu skupinu terminskih posteljica ¢ini 25 posteljica iz trudnoc¢a koje su protekle
bez komplikacijai porodene su u terminu (38 — 42. tjedan gestacije).

Kontrolnu skupinu prijevremeno porodenih posteljica €ini 8 posteljica (31 — 3677
tjedana gestacije). U tih 8 trudnoca koje su zavrsile prijevremenim porodom nije bilo nikakve
klinicki evidentne patologije od strane majke ili ploda. Takoder nije bilo niti patohistoloski
verificiranih patoloSkih promjena niti infekcije posteljice. Posteljice iz ove skupine posluzile
su kao kontrolna skupina uparena po dobi s prijevremeno porodenim posteljicama iz

ispitivanih patoloskih trudnoca.
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Ispitivanu skupinu sa¢injava 90 posteljica iz patoloskih trudnoéa; 57 je terminskih, a
33 su prijevremeno porodene. Kako se radi o heterogenoj skupini (zastoj u rastu ploda,
poviSeni tlak majke, gestacijski dijabetes) unutar koje postoji i kombinacija patoloskih
¢imbenika, ispitivana skupina rasclanjena je na podskupine kako bi se detaljnije istrazio
utjecaj razlictih patoloskih zbivanja na posteljicu.

Unutar ispitivane skupine dobivena je 51 posteljica nakon rodenja novorodenceta s
intrauterinim zastojem u rastu (engl intrauterine growth restriction, IUGR). Zastoj u rastu
definiran je kao rodna masa manja od 10. centile za dob trudnoce, spol djeteta i paritet majke
prema nacionalnim tablicama definiranim 1988. godine (195, 196). Terminskih je posteljica
iz trudnoca sa zastojem u rastu ploda 35, a 16 ih je porodeno prije termina.

U 25 terminskih 1 7 prijevremeno porodenih trudnoca nije bilo dodatne patologije
osim usporenog rasta, te je ta skupina nazvana idiopatski [IUGR (222, 223).

Kod 5 terminskih i 9 prijevremeno porodenih posteljica fetalni zastoj u rastu poprac¢en
je s poviSenim tlakom majke.

Takoder je ispitano i 5 terminskih posteljica sa zastojem u rastu i gestacijskim
dijabetesom.

Slijedeéa podskupina od 24 patoloske posteljice dobivena je iz trudno¢a kompliciranih
povisenim tlakom. Povisen tlak definiran je prema kriterijima American College of
Obstetricians and Gynecologists iz 2002. godine (224). 14 je terminskih, a 10 prijevremeno
porodenih posteljica. Iz ovih su trudnoéa porodena djeca primjerene rodne mase za dob,
spol 1 paritet majke.

Terminskih posteljica iz trudno¢a kompliciranih samo povisenim tlakom majke bilo je
9, a prijevremeno porodenih 5.

Osim poviSenog tlaka, kod 10 trudnica naden je i gestacijski dijabetes (5 je rodilo na
termin, a 5 prijevremeno). Dijagnoza gestacijskog dijabetesa postavljena je prema kriterijima
HAPO studije (engl. Hyperglycemia and adverse pregnancy outcome study) iz 1995. godine
(225).

Posteljice iz trudnoca s poviSenim tlakom 1 zastojem u rastu ( 5 terminskih i 9
prijevremeno porodenih) spomenute su ranije.

Posebnu podskupinu ¢ini 8 posteljica djece s kongenitalnim anomalijama.

Zasebno je analizirano i 7 prijevremeno porodenih posteljica iz trudno¢a kompliciranih

samo gestacijskim dijabetesom.
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Kriteriji uklju¢ivanja u studiju su zastoj u rastu ploda otkriven serijskim UZV
mjerenjima (najmanje 2) s procjenom tjelesne tezine ispod 10. centile za dob trudnoce, spol
ploda i paritet majke, a potvrden mjerenjem rodne mase novorodenceta na porodu; povisen
tlak trudnice iznad 140/90 mm Hg koji se pojavio prvi put nakon 20. tjedna trudnoce u
pacijentice koja ranije nije bolovala od hipertenzije (gestacijska hipertenzija); poviseni tlak uz
proteinuriju vecu od 0,3 g/24 sata ili 0,3 g/l u uzorku urina (preeklampsija); poviseni tlak,
proteinurija i klinicka slika toni¢ko-kloni¢nih gréeva s ili bez poremecaja svijesti
(eklampsija); trombociti manji od 100 000/mm3, porast bilirubina, transaminaza i LDH s ili
bez povisenog tlaka i proteinurije (HELLP sindrom; engl. Hemolysis, elevated liver enzymes,
low platelets syndrome); kongenitalna malformacija ploda.

Kiriteriji isklju¢ivanja iz studije za patoloske trudnoce kao i za kontrole bili su:
viSeplodna trudnoca, puSenje majke, intrauterine virusne infekcije (TORCH, parvoB19),
korioamnionitis, kroni¢na hipertenzija, nakalemljena preeklampsija, autoimune bolesti majke.

Makroskopska i patohistoloska analiza tkiva posteljice potvrdila je promjene u skladu
s dijagnozom kod patoloskih trudnoc¢a, odnosno uredan nalaz u normalnim trudno¢ama.
Posteljice na kojima su patohistoloski nadeni znakovi infekcije iskljucene su iz studije bez

obzira na pripadnost ispitivanoj ili kontrolnoj skupini.

4.2. METODE

4.2.1. Uzorkovanje posteljica

Nakon poroda posteljice su poslane na patohostolosku analizu, $to je uobicajen
postupak na Klinici za Zenske bolesti 1 porode u slucaju patoloskih trudnoca. Isto je u€injeno
1 s posteljicama iz kontrolnih skupina. Cijelom dubinom tkiva posteljice (od fetalne do
maternalne strane) izrezan je disk oko 5 cm od pupcane vrpce. Tkivo je zatim rutinskim

laboratorijskim tehnikama uklopljeno u parafinske blokove.

4.2.2. Imunohistokemijska analiza

Uzorci pohranjeni u parafinskom bloku analizirani su imunohistokemijskim
metodama.. Imunohistokemijska analiza koriStena je da bi se ustanovile razine ekspresije i
stani¢na lokalizacija proteina SFRP1, SFRP3, TCF1 i ELFS5. Parafinski uklopljeni rezovi
uzoraka debljine 4-um postavljeni su na silanizirana predmetna stakla (DakoCytomation,

Denmark). Rezovi su imunohistokemijski bojani metodom biotin—avidin— streptavidin
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peroksidazom iz hrena (engl. horseradish; DAKO No.K0679). KoriStena su primarna
poliklonska protutijela: SFRP1 (engl. rabbit polyclonal anti-human; Clone: sc-13939, Santa
Cruz Biotechnology, USA, dilution 1:200), SFRP3 (engl. rabbit polyclonal anti-human; clone:
sc-13941, Santa Cruz Biotechnology, USA, dilution 1:200), monoklonsko protutijelo TCF1
(engl. mouse monoclonal anti-human; Clone: sc-101170, Santa Cruz Biotechnology, USA,
dilution 1:50) te primarno poliklonalno protutijelo EIf5 (engl. goat polyclonal anti-human;

Clone sc-9645 Santa Cruz Biotechnology, USA, dilution 1:200).

4.2.2.1. Priprema za imunohistokemiju

Prije imunohistokemijskog bojanja potrebno je deparafinirati i rehidrirati tkivo Sto se
postiZze provodenjem uzoraka kroz niz ksilola u trajanju od dva puta po 5 minuta, apsolutnog i
96% alkohola u trajanju od dva puta po 3 minute, te vode u trajanju od 30 sekundi.
Deparafinizirani i rehidrirani rezovi uzoraka zagrijavani su u Dako Target Retrieval Solution
(Dako Corporation, USA) u mikrovalnoj pe¢nici 5 min. na 800 W zbog demaskiranja epitopa.
Preparati su zatim tretirani s otopinom metanola i 3% H202 5 min, radi inaktivacije
endogene peroksidaze. Slijedi ispiranje u puferu PBSu, te uklanjanje nespecifi¢nog vezanja sa

misjim serumom u vlaznoj komori kroz 30 min na sobnoj temperaturi.

4. 2.2.2. Imunohistokemijska obrada posteljica

Uzorci su nakon opisane pripreme tretirani optimalno razrijedenim primarnim
protutijelom (SFRP1, SFRP3, TCF1) preko no¢i na temperaturi od 4°C. Nakon inkubacije
uzorci su tri puta ispirani u puferu PBS. Za detekciju primarnog protutijela koristili smo
Dako REAL Envision detection system (DakoCytomation, Carpinteria, USA). Primarno
poliklonalno protutijelo EIf5 inkubirali smo preko no¢i na temperaturi od 4°C. Primarno
protutijelo isprali smo PBS puferom, nakapali otopinom za povezivanje (biotinylated link
universal, DAKO, K0690), 30 min, isprali i nakapali Streptavidin-HRP (DAKO, K0690) 30
min. Na kraju smo cijeli proces vizualizirali, u trajanju od 10 minuta, supstrat-kromogen
otopinom u kojoj kao supstrat sluze koncentrirani Tris-HCI pufer i 0,8% otopina vodikovog
peroksida, a kao kromogen 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB). Navedena otopina
se ispire destiliranom vodom. Primjena ovog supstrat-kromogen kompleksa rezultira
nastajanjem netopivog smedeg precipitata na antigenskom mjestu.

Zatim slijedi kontrastiranje hemalaunom. Uzorci se 2 minute boje u

hemalaunu, koji se onda ispere destiliranom vodom. Nakon toga se uzorci 20 minuta ispiru u
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vodovodnoj i 5 minuta u destiliranoj vodi, te se dehidraraju provodenjem kroz uzlazni niz
etilnog alkohola (96%EtOH, 100% EtOH ) i ksilol u kojem se preparati izbistre. Obrada
zavrSava poklapanjem pokrovnim stakalcem i medijem za pokrivanje koji se koristi u
rutinskoj histoloSkoj dijagnostici. Negativna kontrola tijekom eksperimenta bio je uzorak koji

nismo inkubirali s primarnim antitijelom tijekom imunohistokemije.

4.2.3. Imunofluorescencija

Predigestijska priprema preparata za imunofluorescenciju ista je kao i kod
imunohistokemije. Parafinske rezove posteljica debljine 4 pm, deparafinirali smo inkubacijom
u termostatu kroz no¢ na temperaturi 56°C-60°C uz dodatno provodenje kroz red ksilola
slijede¢eg dana. Rehidriraciju preparata postgli smo provodenjem kroz silazni niz etilnog
alkohola (100%EtOH, 96%EtOH, 70%EtOH) i ispranjem u destilranoj vodi, a zatim TBS
puferu. Za demaskiranje antigena koristili smo citratni pufer (pH 6,0) u kojem smo kuhali
preparate u vodenoj kupelji 30 min na temperaturi od 95°C-100°C. Da bi smo izbjegli
nespecifi¢no bojanje pozadine, na ohladene preparate nakapali smo blocking peroksidazu,
inkubirali 5 min 1 isprali TBS puferom. Razrijedeno primarno protutijelo EIf5 (EIf-5 (N-20):
sc-9645 Santa Cruz) u omjeru 1:200 pl s otopinom za razrijedivanje protutijela (DAKO,
S2022) inkubirali smo kroz no¢ u tamnoj posudi na 4°C. Nakon $to smo TBS puferom isprali
preparate, nakapali smo na preparate sekundarno flourescentno obiljezeno protutijelo u
razrjedenju 1:200 pl (Alexa 488; Invitroge,) 1 inkubirali 2h. Medij za pokrivanje koji sadrzi
boju DAPI (diamidino-2-fenolindol) i boji jezgre plavom bojom, stavljali smo nakon ispiranja
sekundarnog protijela TBS puferom i poklopili pokrovnim stakalcem. Dobivene signale

analizirali smo 1 fotografirali fluorescentnim mikroskopom Olympus 70XS.

4.2.4. Stereoloska kvantitativna analiza

Za stereolosku analizu koriSten je binokularni svjetlosni mikroskop “Nikon Alphaphot”.
Rezovi su analizirani pomoc¢u Weibelovog mnogonamjenskog testnog sustava s 42 tocke za
testiranje (226), pri povecanju od 400x, te je ukupna duljina testnih linija (Lt) iznosila 1,008
mm, a testna povrsina (At) 0,0837 mm2 za svako analizirano mikroskopsko polje.

Veli¢ina uzorka, tj. broj vidnih polja na kojima smo proveli mjerenje odredena je nakon
analize uzorka na 10 polja i uz 95%-tni interval povjerenja prema, formuli:

N =(200/y * s/x)2
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gdje je ,,n“ broj polja koje treba analizirati, x je aritmeti¢ka sredina orijentacijskog
uzorka, s je standardna devijacija orijentacijskog uzorka i y je dopusteno odstupanje od
rezultata aritmeticke sredine (226). Izracunati broj ,,n* predstavlja broj testnih polja koje treba
stereoloski analizirati pri 95% intervalu povjerenja, da rezultat ne bi odstupao od vrijednosti
prosjeka za vise od 10%.

Pomoc¢u Weibelovog mnogonamjenskoga testnoga sistema brojale su se SFRP1,
SFRP3, TCF1 1 EIf5 pozitivne stanice trofoblasta u bazalnoj decidui i postelji¢nim resicama,
nakon ¢ega je slijedilo izraCunavanje volumenske gustoce. Volumenska gusto¢a (Vv) je
relativna stereoloska varijabla koja pokazuje koliki dio sveukupnog prostora zauzima
proucavana faza ili koliki je postotak proucavane faze u jedinici volumena (226). Volumenska
gustoca je bez dimenzije. Volumenska gustoca (Vv) je izraunata prema formuli:

Vv= P{/Pt
Pf = broj pogodaka testnih tocaka na proucavanu fazu
Pt = broj svih testnih to¢aka unutar testnog polja
Takoder, pomo¢u Weibelovog mnogonamjenskog testnog sistema brojale su se
TCF1 pozitivne stanice u bazalnoj decidui 1 postelji¢nim resicama, nakon ¢ega je slijedilo
izracunavanje numericke gustoce. Numeric¢ka gustoc¢a (Nv) je relativna stereoloska varijabla
koja nam daje podatak o broju &estica u jedinici prostora (mm’) (226, 227). Broj profila
Cestica u ravnini presjeka (NA) je razmjeran produktu njihove numeric¢ke gustoce (Nv) i
njihovog prosjecnog tangentnog promjera D (227) Sto se vidi iz jednadzbe:
NA=Nv+D
1z nje mozemo izraziti numeri¢ku gustocu:
Nv=NA/D

Nakon §to su prebrojeni profili ¢estica (N) na testnom arealu (At) izraunat je njihov

kvocijent NA=N/At, te uvrsten u prethodnu formulu, pa se dobiva slijedece:
Nv=N/AtD

Prosjecni tangentni promjer izracunat je pomocu Elipse 3D programa i on za 100

stanica iznosi D=0,0054 mm, a povrSina testnog areala 0,0837 mm?. Koristeéi ove vrijednosti

izraCunata je numericka gustoca pozitivnih stanica u posteljici.

4.2.5. Statisticke metode
U statisti¢koj obradi dobivenih podataka koristila se srednja vrijednost, standardna

pogreska i Studentov t-test u uvjetima normalne raspodjele ili Mann Whitney test ako to nije
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bio slucaj. Priznata je kao znacajna razlika na razini stupnja vjerojatnosti od p<0,05.
Distribucija podataka testirana je pomoc¢u Kolmogorov-Smirnov testa, Lilliefors testa i
Shapiro-Wilks W-testa. Razlike u volumenskoj gusto¢i SFRP1, SFRP3, TCF1 1 ELFS -
pozitivnih stanica u istraZivanim skupinama analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post
hoc Dunn-ovim testom. Za statisticku analizu koriSten je program GraphPad Prism 5.01

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

S. REZULTATI

Ekspresiju proteina SFRP1, SFRP3, TCF1 1 ELFS istrazivali smo u kontrolnim
terminskim 1 kontrolnim prijevremeno porodenim posteljicama te je usporedili s
posteljicama iz terminskih odnosno prijevremeno porodenih patoloskih trudnoc¢a. Zatim smo
kontrolne terminske i prijevremeno porodene posteljice usporedili medusobno kako bismo
utvrdili razlike izmedu normalnih posteljica razlicite gestacijske dobi. Potom smo ispitivanu
skupinu patoloskih posteljica podijelili u podskupine kako bismo istrazili utjecaj specificne

patologije na izrazenost ispitivanih biljega.

5.1. Ekspresija proteina SFRP1

Ekspresiju proteina SFRP1 istrazivali smo u kontrolnim terminskim 1 kontrolnim

prijevremeno porodenim posteljicama te u slijede¢im patoloskim stanjima:
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1. Terminski idiopatski ITUGR

2. Idiopatski prijevremeno porodeni [IUGR

3. IUGR uz poviSeni krvni tlak u terminskim trudno¢ama

4. IUGR uz poviSeni krvni tlak u prijevremenim porodima

5. PoviSeni krvni tlak uz eutrofi¢nu djecu — terminski porodi

6. PoviSeni krvni tlak uz eutrofi¢nu djecu - prijevremeno porodeni

7. Prijevremeno porodeni s gestacijskim dijabetesom

8.PoviSeni krvni tlak uz gestacijsku Sec¢ernu bolest— terminski i prijevremeni

9.IUGR uz gestacijski dijabetes - terminski

10.Anomalije ploda

Svi klinicki parametri koje smo pratili kod pacijentica u kontrolnoj skupini terminskih

odnosno prijevremenih poroda navedeni su u Tablicama 1 i 2. Od dvadeset i pet pacijentica

ukljucenih u studiju, koje su rodile u terminu, cetiri su radale tre¢i put dok su sve ostale bile

prvorotkinje ili drugorotkinje. Samo dvije su imale carski rez dok su se preostale porodile

vaginalno. U kontrolnoj skupini prijevremeno porodenih bilo je 8 zdravih pacijentica koje su

rodile zdravu djecu primjerene tezine za dob trudnoée, spol i paritet majke. Sest rodlja bile su

prvorotkinje, jedna drugorotkinja, a jedna je rodila treéi put. Cetiri su rodile carskim rezom a

cetiri vaginalno. U Tablici 3 prikazali smo prosjecnu tjelesnu duljinu i teZinu zdrave djece kao

1 prosjec¢nu masu posteljice te fetoplacentalni omjer.

Tablica 1. Klinicki podaci o trudnicama uklju¢enim u terminsku (n=25) i prijevremenu (n=8)
kontrolnu skupinu istrazivanja (srednja vrijednost + standardna greska).
(TV= tjelesna visina; TT= tjelesna tezina; BMI= indeks tjelesne mase (engl.body mass index))

Dob TV majke
(cm)
Terminska 28,8+0,87 168,2+0,94
kontrola
Prijevremena 28+2,12 167,4+1,93
kontrola

TT majke  Prirast TT  BMI BMI prije
kod poroda trudnoce
(kg)

76,3£1,81  16,16+£0,85 26,95+0,57 21,26+0,48
72,75€2,22 11,3840,68 26,03+£0,97 21,9440,83
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Tablica 2. Rezultati OGTT-a, krvnog tlaka te prosjecna gestacijska dob u zdravoj trudno¢i
(srednja vrijednost + standardna greska). OGTT = oralni test optere¢enja glukozom; RR krvni
tlak

OGTT0' OGTT 60" OGTT Gestacijska RR RR
120' dob sistolicki dijastolicki
Terminska 4,39+0,08 5,23+0,17  5,63+0,31 39+3/7 117,8+1,83 74+1,16
kontrola
Prijevremena 4,514+0,24 8,57+0,27 5,56+£0,44 34 +2/7 123,1+£2,1  79,384+2.4
kontrola

Tablica 3. Klinicki parametri zdrave terminske (n=25) i prijevremeno rodene (n=8)
novorodencadi. (srednja vrijednost + standardna greska). TT= tjelesna teZina; F/P omjer =
fetoplacentalni omjer

TT ploda (g) Duljina ploda Masa posteljica (g)  F/P omjer
(cm)
Terminska 3488+73 50,84+0,24 613,2+40,68 6,19+0,38
kontrola
Prijevremena 2583+293.,4 46,88+1,2 467,5+£39,94 5,21+£0,41
kontrola

Ekspresija proteina SFRP1 izrazena je u citoplazmi decidualnih stanica (Slika 1A) te

u korionskim resicama (Slika 1B).
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Slika 1. Ekspresija proteina SFRP1 u decidui (A) i u resicama kontrolnih terminskih

posteljica (B).(DAB, kontrastirano hemalaunom).

5.1.1. Ekspresija proteina SFRP1 u patoloSkim terminskim i patolo§kim prijevremeno

porodenim posteljicama

Usporedili smo ekspresiju proteina SFRP 1 u kontrolnim terminskim posteljicama

(n=25) s ekspresijom u terminskim posteljicama iz patoloskih trudno¢a ( n=57).
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Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u deicidui i u korionskim resicama.

Statisticki znacajno izraZeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u terminskim

posteljicama iz patoloskih trudnoca u usporedbi s terminskim kontrolama kako u decidui tako

1 u korionskim resicama. Takoder smo usporedili cjelokupnu ekspresiju ovog proteina u obje

skupine posteljica te dobili statisticki znacajno vecu ekspresiju u patoloskim posteljicama.

Navedene rezultate smo izracunali pomocu Kuskal Wallis ANOVA a post hoc testiranje je

nacinjeno Dunnovim post hoc testom. Rezultate smo prikazali u Tablici 4 i na Slici 2.

Tablica 4.. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm") u terminskim kontrolnim

posteljicama 1 terminskim posteljicama iz patoloskih trudnoca

Volumenska gustoca

Kontrola (terminska)

Terminske posteljice iz

p vrijednost

(Vv; mm") patoloskih trudnoca

Decidua 0.1625+0.005954 0.2381+0.004771 <0,0001
Korionske resice 0.1408+0.006168 0.2174+0.005649 <0.0001
Ukupna ekspresija 0.1506+0.004358 0.2258+0.003908 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)

analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 2. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm®) u decidui i korionskim
resicama te ukupna ekspresija u kontrolnim terminskim posteljicama i terminskim
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posteljicama iz patoloskih trudnoca (K TERM dec=terminske kontrole decidua; K TERM
res= terminske kontrole resice; K TERM uk= ukupna ekspresija u terminskim kontrolama; T
PAT dec= terminska pstologija decidua; T PAT res= terminska patologija resice; T PAT uk=
ukupna ekspresija u terminskim patoloskim posteljicama)

Jednako tako, usporedili smo kontrolne prijevremeno porodene posteljice (n=8) s
prijevremeno porodenim posteljicama iz patoloskih trudnoca (n = 33)

Nije bilo statisti¢ki znac¢ajne razlike u ekspresiji SFRP1 antigena izmedu
prijevremeno porodenih kontrolnih posteljica i prijevremenih posteljica iz patoloskih
trudnoc¢a ni u decidui niti u korionskim resicama. Usporedili smo i cjelokupnu ekspresiju
ovog proteina u obje skupine posteljica te takoder nismo dobili statisticki znacajnu razliku
medu skupinama. Navedene rezultate smo izra¢unali pomocu Kuskal Wallis ANOVA a post

hoc testiranje je nacinjeno Dunnovim post hoc testom. Rezultate smo prikazali u Tablici 5 1 na

Slici 3.

Tablica 5. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm”) u kontrolnim prijevremeno
porodenim posteljicama i posteljicama iz prijevremeno porodenih patoloskih trudnoca

Volumenska gusto¢a | Kontrola (prijevremena) | Prijevremene posteljice p vrijednost
(Vv; mm”) iz patoloskih trudnoca

Decidua 0.2336+0.009750 0.2215+0.006035 ns
Korionske resice 0.1926+0.009558 0.1915+0.005027 ns
Ukupna ekspresija 0,2085+0.007196 0.2045+0.003932 ns

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. ( ns = nesignifikantno, p > 0,9999)
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Slika 3. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm”) u decidui i korionskim
resicama te ukupna ekspresija u kontrolnim prijevremeno porodenim posteljicama i
prijevremeno porodenim posteljicama iz patoloskih trudnoc¢a (PP K dec= prijevremene
kontrole decidua; PP K res= prijevremene kontrole resice; PP K uk= ukupna ekspresija u
prijevremenim kontrolama; PP PAT dec= prijevremena patologija decidua; PP PAT res=
prijevremena patologija resice; PP PAT uk= ukupna ekspresija u prijevremenim patoloskim
posteljicama)
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5.1.2. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljicama kod prijevremenih poroda bez

pridruZene patologije (kontrolne prijevremene posteljice)

U skupini prijevremenih poroda bez druge patologije sakupili smo osam posteljica. Ovu

skupinu koristili smo kao kontrolnu skupinu prijevremenih poroda za usporedbu s

prijevremeno porodenim posteljicama iz patoloskih trudnoca. Klinicki parametri rodilja,

tjelesna tezina i duljina prijevremeno rodene djece kao i mase posteljica prikazani su u Tablici

6.

Tablica 6 . Klinic¢ki podaci majki 1 djece kod prijevremenih poroda bez pridruzene patologije.
(Kontrolna skupina prijevremenih poroda)

Normalne (kontrolne) | Normalne (kontrolne) p
terminske trudnoce prijevremeno porodene | yrijednost
(n=25) trudnoce (n=8)
Dob majke 28,8+0,87 284212 0,7419
Paritet 1,5600,15 1,375+0,26 0,6234
Graviditet
1,640+0,16 1,75+0,25
Tjelesna visina majke (cm) | 168,2+0,94 167,4+1,93 0,5134
Tjelesna tezina majke kod | 76,3+1,81 72,75+2,22
poroda (kg) 0,3671
Prirast tjelesne teZine (kg) 16,16+0,85 11,38+0,68 0,0018
BMI 26,95+0,57 26,03+0,97 0,4889
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 21,94+0,83 0,5426
OGTT 0’ 4,39+0,08 4,51+0,24 0,5038
OGTT 60' 5,23+0,17 8,57+0,27 0,1
OGTT 120" 5,63+0,31 5,56+0,44 0,7128
Trajanje gestacije 39+3/7 34 +2/7
(raspon 38"7-41"%7y | (raspon 31-36"7) p<0,0001
Sistolicki krvni tlak 117,8+1,83 123,1+2,1 0,0953
Dijastolicki krvni tlak 74+1,16 79,38+2.4 0,0583
Tjelesna tezina ploda (g) 3488+73 258342934 0,0071
Tjelesna duljina ploda (cm) | 50,84+0,24 46,88+1,2 0,0039
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 467,5+39,94 0,0254
Fetoplacentalni omjer 6,19+0,38 5,21+0,41 0,0711
Spol djeteta
Musko 14 4
Zensko 11 4
Nacin poroda
Carski rez 2 4
Vaginalni porod 23 4

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)

analizirane su Mann Whitney testom.Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Tjelesna tezina djeteta, duljina djeteta i1 teZina posteljice statisti¢ki su znacajno veci u
kontrolnim terminskim trudno¢ama u usporedbi s istim parametrima dobivenim nakon
prijevremenih poroda (Mann Whitney test; p<0,05). Takoder je statisticki znacajna razlika u
trajanju gestacije u usporedivanim skupinama.

Klini¢ki parametri trudnica te statisticki znacajne razlike izmedu terminske kontrolne
skupine 1 zdravih prijevremenih rodilja (kontrolne skupine prijevremenih poroda) prikazani su
u istoj tablici. Statisticki znacajna razlika nadena je samo kod prirasta tjelesne tezine, $to je
oc¢ekivano jer je u skupini prijevremeno porodenih rodilja trudnoca trajala kra¢e. U svim
ostalim promatranim parametrima nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu trudnica kontrolne
terminske skupine 1 onih koje su rodile prije vremena.

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u deicidui i u korionskim resicama.
Statisti¢ki znacajno izrazeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u posteljicama kod
prijevremenog poroda u usporedbi s normalnim terminskim posteljicama kako u decidui tako
1 u korionskim resicama. Takoder smo usporedili cjelokupnu ekspresiju ovog proteina u obje
skupine posteljica te dobili statisticki znacajno vecu ekspresiju u prijevremeno porodenim
posteljicama. Navedene rezultate smo izra¢unali pomoc¢u Kuskal Wallis ANOVA a post hoc

testiranje je nacinjeno Dunnovim post hoc testom.

Tablica 7. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm”) u normalnim terminskim i
prijevremeno porodenim posteljicama.

Volumenska gusto¢a | Normalne (kontrolne) Normalne (kontrolne) | p vrijednost
(Vv; mm") terminske posteljice prijevremeno porodene

posteljice
Decidua 0.1625+0.005954 0.2336+0.009750 <0,0001
Korionske resice 0.1408+0.006168 0.1926+0.009558 <0.0001
Ukupna ekspresija 0.1506+0.004358 0.2085+0.007196 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)

analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 4. Ekspresija proteina SFRP1 u decidui 1 korionskim resicama kontrolnih terminskih
posteljica 1 posteljica iz prijevremenih poroda bez druge pridruZene patologije (K T dec =
terminske kontrole decidua; K T res= terminske kontrole resice; PP K dec= prijevremeno
porodene kontrole decidua; PP K res= prijevremeno porodene kontrole resice)
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Slika 5.Ukupna ekspresija proteina SFRP1 u kontrolnim terminskim posteljicama (K T uk) i

posteljicama iz prijevremenih poroda bez druge pridruzene patologije (PP K uk)
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Ekspresiju proteina SFRP1 uocili smo u citoplazmi decidualnih stanica teu

korionskim resicama (Slika 6).

Slika 6. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljici iz prijevremenog poroda bez druge pridruzene
patologije. (DAB, kontrastirano hemalaunom).
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5.1.3. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljicama kod terminskog idiopatskog zastoja u

rastu ploda (IUGR)

U skupini idiopatskog zastoja u rastu sakupili smo dvadeset i pet terminskih posteljica.

Klini¢ki parametri rodilja te tjelesna tezina i duljina rodene djece kao i tezina posteljica

prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. Klini¢ki parametri majki i djece kod terminskog idiopatskog IUGR-a.

Kontrola(terminska) Terminski idiopatski | p
(n=25) IUGR vrijednost
(n=25)

Dob majke 28,8+0,87 30,64+1,29 0,1890
Paritet 1,56+0,15 1,88+0,31 0,6928
Graviditet 1,64+0,16 2,28+0,42 0,5592
Tjelesna visina majke (cm) | 168,2+0,94 164,8+1,19 0,0439
Tjelesna tezina majke kod 76,3+1,81 70,92+2,21
poroda (kg) 0,0487
Prirast tjelesne teZine (kg) 16,16+0,85 12,68+1,03 0,0172
BMI 26,95+0,57 26,1+0,77 0,1935
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 21,43+0,73 0,6825
OGTT 0' 4,39+0,08 4,59+0,08 0,0662
OGTT 60' 5,23+0,17 6,72+1,06 0,3429
OGTT 120 5,63+0,31 5,17+0,42 0,3639
Trajanje gestacije 39+3/7 38+6/7

(raspon 387~ 4177) (raspon 37 740"y
Sistolicki krvni tlak 117,8+1,83 122,0+1,28 0,0666
Dijastolicki krvni tlak 74+1,16 74,6+1,22 0,5513
Tjelesna tezina ploda (g) 3488+73 2407+34,11 <0,0001
Tjelesna duljina ploda (cm) | 50,84+0,24 46,48+0,34 <0,0001
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 382+13,9 <0,0001
Fetoplacentalni omjer 6,19+0,38 6,48+0,22 0,5221
Spol djeteta
Musko 14 8
Zensko 11 17
Nacin poroda
Carski rez 2 14
Vaginani porod 23 11

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Tjelesna tezina djece i duljina djece kao i masa posteljice statisti¢ki su znacajno vece u
kontrolnim terminskim trudno¢ama u usporedbi s istim parametrima dobivenim kod

terminskog idiopatskog IUGR-a (Mann Whitney test; p<0,05).
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Statisti¢ki znacajno veca je i tjelesna visina majke, tjelesna tezina majke kod poroda i
prirast tjelesne tezine majke u kontrolnoj skupini nego u skupini trudnica koje su rodile djecu
s idiopatskim IUGR.

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u decidui i u korionskim resicama.
Statisti¢ki znacajno izrazeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u posteljicama kod
terminskog idiopatskog IUGR-a u usporedbi s terminskim kontrolama kako u decidui tako i u

korionskim resicama (Tablica 9).

Tablica 9. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u posteljicama kod
idiopatskog terminskog IUGR-a te kontrolama.

Volumenska gusto¢a | Kontrola (terminska) Terminski idiopatski p vrijednost
(Vv; mm") IUGR

Decidua 0.1625+0.005954 0.2278+0.008855 <0,0001
Korionske resice 0.1408+0.006168 0.2287+0.01082 <0,0001
Cijela posteljica 0.1506+0.004358 0.2307+0.007257 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Navedene rezultate smo izra¢unali pomoc¢u Kruskal Wallis ANOVA s post hoc
Dunnovim testom 1 prikazali na Slici 7. Takoder smo usporedili cjelokupnu ekspresiju ovog
proteina u obje vrste posteljica te dobili statisticki znacajno vecu ekspresiju u patoloskim

uzorcima (Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom; p<0,05) (Slika 8).
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Slika 7. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm®) u decidui i korionskim
resicama kontrolnih terminskih posteljica i terminskih posteljica iz trudnoca s
idiopatskim zastojem u rastu ploda (IUGR). (K T dec=terminske kontrole decidua; K T
res= terminske kontrole resice; T IUGR id dec= terminski idiopatski [IUGR decidua; T
ITUGR id res= terminski idiopatski [IUGR resice)

SFRP1

Slika 8. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u terminskim
kontrolnim posteljicama (K T uk) 1 u terminskim posteljicama iz trudnoc¢a s idiopatskim
zastojem u rastu ploda (IUGR) (T IUGR id uk).
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5.1.4. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljicama kod prijevremeno porodenog

idiopatskog zastoja u rastu ploda (IUGR)

U skupini idiopatskog zastoja u rastu porodenih prije termina sakupili smo sedam

posteljica. Klinicki parametri rodilja te tjelesna tezina i duljina rodene djece kao i tezina

posteljica prikazani su u Tablici 101 11.

Tablica 10. Klini¢ki parametri majki i djece kod prijevremeno porodenog idiopatskog [UGR-
a. Usporedba s kontrolnom skupinom terminskih posteljica.

Kontrola (terminska) Prijevremeno p vrijednost
(n=25) porodeni idiopatski
IUGR (n=7)

Dob majke 28,8+0,87 32,29+3,71 0,4120
Paritet 1,56+0,15 1,42+0,4286 0,3788
Graviditet 1,64+0,16 2,28+0,42 0,7384
Tjelesna visina majke (cm) | 168,2+0,94 163,0+2,13 0,0295
Tjelesna tezina majke kod 76,3+1,81 70,00+3,88
poroda (kg) 0,2364
Prirast tjelesne tezine (kg) 16,16+0,85 13,43+2,26 0,1138
BMI 26,95+0,57 26,34+1,36 0,8521
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 21,34+1,34 0,8152
OGTT 0' 4,39+0,08 4,42+0,2 0,8459
OGTT 60' 5,23+0,17 5,2+0,01
OGTT 120' 5,63+0,31 4,73+0,36 0,1146
Trajanje gestacije 3977 3477

(raspon 3 8741 b (raspon 32-36" ! b
Sistolic¢ki krvni tlak 117,8+1,83 126,4+3,57 0,0358
Dijastoli¢ki krvni tlak 74+1,16 78,57£3,4 0,2129
Tjelesna tezina ploda (g) 3488+73 1653+85,57 p<0,0001
Tjelesna duljina ploda (cm) | 50,84+0,24 42,29+0,64 p<0,0001
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 254,3+24,67 p<0,0001
Fetoplacentarni omjer 6,19+0,38 6,89+0,77 0,5023
Spol djeteta
Musko 14 5
Zensko 11 2
Nacin poroda
Carski rez 2 7
Vaginalni porod 23 0

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Tablica 11. Klinicki parametri majki i djece kod prijevremeno porodenog idiopatskog IUGR-

a. Usporedba s kontrolnom skupinom prijevremenih poroda.

Kontrolna skupina Prijevremeno p vrijednost

(prijevremeni porodi) porodeni idiopatski

(n=8) IUGR (n=7)
Dob majke 28+2,12 32,29+3,71 0,4821
Paritet 1,375+0,26 1,4240,4286 >(0,9999
Graviditet 1,75+0,25 2,28+0,42 0,9371
Tjelesna visina majke (cm) | 167,4+1,93 163,0+£2,13 0,1591
Tjelesna tezina majke kod 72,75+2,22 70,00+3,88
poroda (kg) 0,6315
Prirast tjelesne teZine (kg) 11,38+0,68 13,43+2,26 0,8892
BMI 26,03+0,97 26,34+1,36 0,9319
BMI prije trudnoce 21,94+0,83 21,34+1,34 0,5534
OGTT 0' 4,51+0,24 4,42+0,2 0,8857
OGTT 60' 8,57+0,27 5,2+0,01 0,1714
OGTT 120 5,56+0,44 4,73+0,36 0,1714
Trajanje gestacije 34 +2/7 3477

(raspon 3 1-36" b (raspon 32-36""7)
Sistolicki krvni tlak 123,1+£2,1 126,4+3,57 0,4255
Dijastolicki krvni tlak 79,38+2.,4 78,57+£3,4 0,8741
Tjelesna tezina ploda (g) 258342934 1653+85,57 0,0047
Tjelesna duljina ploda (cm) | 46,88+1,2 42,29+0,64 0,0075
Masa posteljica (g) 467,5+39,94 254,3+24.67 0,0005
Fetoplacentalni omjer 5,21+0,41 6,89+0,77 0,0939
Spol djeteta
Musko 4 5
Zensko 4 2
Nacin poroda
Carski rez 4 7
Vaginalni porod 4 0

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statistic¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Tjelesna tezina djece i duljina djece kao i masa posteljice statisti¢ki su znacajno vece u
terminskim kontrolnim trudno¢ama u usporedbi s istim parametrima dobivenim kod
prijevremeno porodenog idiopatskog IUGR-a (Mann Whitney test; p<0,05).

Statistic¢ki je znacajno veca tjelesna visina majke u skupini kontrolnih terminskih
posteljica te sistolicki tlak majke (iako se prema kriterijima ne radi hipertenziji) u skupini

trudnica koje su prije termina rodile djecu s idiopatskim [UGR.

60



Budu¢i da se radi o prijevremenim porodima, skupina sa zastojem u rastu ploda
usporedena je sa skupinom prijevremeno rodene djece eutrofi¢ne za gestacijsku dob. U
ispitivanoj skupini tjelesna tezina, tjelesna duljina djece i masa posteljice statisticki se
znacajno razlikuju u odnosu na kontrolnu skupinu prijevremeno rodene djece. Ostali klini¢ki
parametri ne pokazuju statisticki znacajnu razliku medu tim dvjema skupinama.

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo u korionskim resicama. Statisti¢ki znac¢ajno
izrazeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u posteljicama kod prijevremeno porodenog
idiopatskog IUGR-a u usporedbi s terminskim kontrolama (Kruskal Wallis ANOVA s post
hoc Dunnovim testom; p<0,05) (Tablica 12) i prikazali na Slici 9. Takoder smo usporedili
cjelokupnu ekspresiju ovog proteina u obje skupine posteljica te dobili statisticki znac¢ajno
vecu ekspresiju u patoloskim uzorcima (Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim

testom; p<0,05) (Slika 10).

Tablica 12. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mmO) u posteljicama kod
prijevremeno porodenog idiopatskog IUGR-a 1 terminskim kontrolama.

Volumenska gustoca

Kontrola (terminska)

Prijevremeni idiopatski

p vrijednost

(Vv; mm") IUGR
Korionske resice 0.1408+0.006168 0.1796+0.007750 0,0209
Ukupna ekspresija 0.1506+0.004358 0.1869+0.008267 0,0101

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

U usporedbi s prijevremeno porodenim kontrolama nije bilo statisticki znacajne razlike

u ekspresiji SFRP1 antigena niti ukupno niti zasebno u korionskim resicama izmedu obiju

skupina.

Tablica 13. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mmO) u posteljicama kod
prijevremeno porodenog idiopatskog IUGR-a i prijevremenim kontrolama.

Volumenska gustoca Kontrola Prijevrement p vrijednost
(Vv; mm”) (prijevremena) idiopatski [IUGR

Korionske resice 0.1926+0.009558 0,1796+0.007750 ns
Ukupna ekspresija 0.2085+0.007196 0.1869+0.008267 0,5516
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Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns = >0,9999, nesignifikantno)
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Slika 9. Ekspresija proteina SFRP1 u korionskim resicama terminskih kontrolnih posteljica
(K T res), prijevremeno porodenih kontrolnih posteljica (PP K res) te prijevremeno porodenih
posteljica iz trudnoéa s idiopatskim zastojem u rastu ploda (PP IUGR id res).
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Slika 10. Ukupna ekspresija proteina SFRP1 u terminskim kontrolnim posteljicama (K T
uk), prijevremeno porodenim kontrolnim posteljicma (PP K uk) te prijevremeno porodenim
posteljicama iz trudnoca s idiopatskim zastojem u rastu ploda (PP IUGR id uk).
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Ekspresija proteina SFRP1 bila je izraZena je u citoplazmi decidualnih stanica teu

korionskim resicama (Slika 11),u citoplazmi viloznog sinciciotrofoblasta, citotrofoblasta i

ekstraviloznih intermedijarnih trofoblasta.

Slika 11.Ekspresija proteina SFRP1 u posteljici kod prijevremenog poroda uz [IUGR
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5.1.5. Ekspresija proteina SFRP1 u terminskim posteljicama kod zastoja u rastu ploda

uz poviSeni krvni tlak majke

U skupini s intrauterinim zastojem u rastu uz poviseni krvni tlak majke sakupili smo pet

posteljica. Klinicki parametri rodilja te tjelesna tezina i duljina rodene djece kao i tezina

posteljica prikazani su u Tablici 14.

Tablica 14. Klinicki parametri kod majki i djece kod [UGR-a uz poviseni krvni tlak majke

Kontrola IUGR/RR p vrijednost

(terminska) (terminski)

(n=25) (n=5)
Dob majke 28.,8+0,87 31,5+2,99 0,3808
Paritet 1,538+ 1,25+0,25 0,5469
Graviditet 1,615+ 1,25+0,25 0,5362
Tjelesna visina majke 168,2+0,94 164,8+1,84
(cm) 0,1605
Tjelesna tezina majke kod | 76,3+1,81 79,25+5,15
poroda (kg) 0,6576
Prirast tjelesne tezine (kg) | 16,16+0,85 12,542,9 0,2669
BMI 26,95+0,57 29,1+1,28 0,2236
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 24,53+1,53 0,0530
OGTT 0' 4,39+0,08 4,324+0,35 0,8481
OGTT 60 5,23+0,17 - -
OGTT 120' 5,63+0,31 7,24+0,87 0,1165
Trajanje gestacije 39+3/7 38

(raspon 38717411 b (raspon 37797.38" 7
Sistolicki krvni tlak 117,8+1,83 167,5+4,79 p<0,0001
Dijastolicki krvni tlak 74+1,16 106,3+£10,68 0,0004
Tjelesna tezina ploda (g) | 3488+73 2393+37,05 p<0,001
Tjelesna duzina ploda 50,84+0,24 47,7+0,63
(cm) 0,0017
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 407,5+€12,5 p<0,001
Fetoplacentarni omjer 6,19+0,38 5,88+0,16 0,6984
Spol djeteta
Musko 14 2
Zensko 11 3
Nacin poroda
Carski rez 2 4
Vaginalni porod 23 1

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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U patoloskim trudno¢ama zabiljezili smo statisticki znac¢ajno povecanje sistolickog i
dijastolickog krvnog tlaka u odnosu na kontrolu (Mann Whitney test; p<0,05). Djeca su bila
statisticki manje tezine i duljine kao 1 manje mase posteljica u odnosu na kontrolu (Mann
Whitney test; p<0,05).

U ostalim klinickim parametrima nije bilo statisti¢ki znacajne razike medu trudnicama
ispitivanih skupina.

Analizirali smo ukupnu ekspresiju SFRP1 proteina u posteljicama iz trudnoca sa
zastojem rastu uz poviSeni tlak te zasebnu u korionskim resicama tih posteljica. Statisticki
znacajno izrazeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u korionskim resicama patoloskih

posteljica u usporedbi s terminskim kontrolama (tablica 15).

Tablica 15.Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm’) u posteljicama kod
terminskog IUGR-a uz poviseni krvni tlak majke (IUGR/RR) te terminskim kontrolama.

Volumenska gusto¢a | Kontrola (terminska) Terminski [UGR/RR p vrijednost
(Vv; mm")

Korionske resice 0.1408+0.006168 0.1976+0.009316 0,0258

Cijela posteljica 0.1506+0.004358 0.1965+0.009563 0,0907

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Navedene rezultate smo izracunali pomocu Kruskal Wallis ANOVA s post hoc
Dunnovim testom 1 prikazali na Slici 12. U obje vrste uzoraka dobili smo vecu ekspresiju
SFRP1 proteina u patoloskim posteljicama nego u kontrolnim no razlika je bila statistic¢ki

znacajna samo u korionskim resicama. (Kruskal Wallis ANOVA p<0,05).
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Slika 12. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm’) u korionskim resicama te
ukupna ekspresija u posteljicama kod terminskog zastoja u rastu ploda uz poviseni krvni tlak
majke 1 u terminskim kontrolama.

(KT res = terminska kontrola resice; KT uk= terminska kontrola ukupno; T IUGR RR res=
terminski IUGR s poviSenim tlakom resice; T IUGR RR uk = terminski IUGR s poviSenim
tlakom ukupno)
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5.1.6. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljicama kod prijevremenog poroda uz zastoj u

rastu ploda i poviSeni krvni tlak majke

U skupini prijevremenog poroda uz IUGR i poviseni krvni tlak majke sakupili smo

devet posteljica. Klinicki parametri rodilja te tjelesna tezina i duljina rodene djece kao i

tezina posteljica prikazani su u Tablici 161 17..

Tablica 16. Klinicki parametri majki i djece kod prijevremenih poroda uz IUGR i povisen
krvni tlak u usporedbi s terminskim kontrolama

Kontrola (terminska) | Prijevremeni p vrijednost
(n=25) porod/IUGR/RR
(n=9)

Dob majke 28,8+0,87 29,33+1,65 0,6642
Paritet 1,538 1,11+0,11 0,1491
Graviditet 1,615 1,33+0,24 0,2349
Tjelesna visina majke (cm) | 168,2+0,94 163,3+1,33 0,0058
Tjelesna tezina majke kod 76,3+1,81 81+4,42
poroda (kg) 0,4585
Prirast tjelesne tezine (kg) 16,16+0,85 9,67+0,85 p< 0,0001
BMI 26,95+0,57 30,37+1,57 0,0612
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 26,69+1,51 0,0009
OGTT 0' 4,39+0,08 4,5+0,16 0,5810
OGTT 60' 5,23+0,17 4,45+0,05 0,2000
OGTT 120' 5,63+0,31 6,0+0,44 0,8349
Trajanje gestacije 39+3/7 34 +3/7

(raspon 38717411 7y | (raspon 3072736 7
Sistolicki krvni tlak 117,8+1,83 177,8+6,83 p< 0,0001
Dijastolicki krvni tlak 74+1,16 112,8+4,18 p< 0,0001
Tjelesna tezina ploda (g) 3488+73 1726+183 p<0,0001
Tjelesna visina ploda (cm) | 50,84+0,24 42+1,68 p< 0,0001
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 305,6+29,91 p< 0,0001
Fetoplacentalni omjer 6,19+0,38 5,66+0,38 0,2386
Spol djeteta
Musko 14 6
Zensko 11 3
Nacin poroda
Carski rez 2 9
Vaginalni porod 23 0

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.

Tjelesna tezina i duljina djece te masa posteljica statisti¢ki su znacajno vece u

kontrolnim terminskim trudno¢ama u usporedbi s istim parametrima dobivenim kod




prijevremenog IUGR-a uz povisen krvni tlak (Mann Whitney test; p<0,05). Sistolicki i

dijastolicki krvni tlak bili su statisti¢ki znacajno veci u patoloskim trudno¢ama u odnosu na

kontrolne zdrave (Mann Whitney test; p<0,05). Statisticki se znacajno razlikuju i visina 1

prirast tjelesne tezine majki (Mann Whitney test; p<0,05).

Tablica 17. Klinicki parametri majki i djece kod prijevremenih poroda uz IUGR i poviseni

krvni tlak u usporedbi s kontrolnom supinom prijevremeno rodene djece

Kontrolna skupina | Prijevremeni p vrijednost

(prijevremeni porod/ITUGR/RR

porodi) (n=9)

(N=8)
Dob majke 28 +02,12 29,33+1,65 0,4976
Paritet 1,375+0,26 1,11+0,11 0,4529
Graviditet 1,75+0,25 1,33+0,24 0,2349
Tjelesna visina majke (cm) | 167,4+1,93 163,3+1,33 0,1323
Tjelesna tezina majke kod 72,75+2,22 81+4,42
poroda (kg) 0,3314
Prirast tjelesne teZine (kg) 11,38+0,68 9,67+0,85 0,2068
BMI 26,03+0,97 30,37£1,57 0,0439
BMI prije trudnoce 21,94+0,83 26,69+1,51 0,0194
OGTT 0' 4,51+0,24 4,5+0,16 0,8571
OGTT 60' 8,567+0,27 4,45+0,05 0,1000
OGTT 120 5,56+0,44 6,0+0,44 0,8571
Trajanje gestacije 34 +2/7 34 +3/7

(raspon 3 1-36" "y | (raspon 3077 36"7)
Sistolicki krvni tlak 123,1+2,1 177,8+6,83 p< 0,0001
Dijastolicki krvni tlak 79+2.,4 112,8+4,18 p<0,0001
Tjelesna tezina ploda (g) 25834293 4 1726+183 0,0360
Tjelesna visina ploda (cm) | 46,88+1,2 42+1,68 0,0697
Masa posteljica (g) 467,5+39,94 305,6+29,91 0,0034
Fetoplacentalni omjer 5,21+0,41 5,66+0,38 0,3623
Spol djeteta
Musko 4 6
Zensko 4 3
Nacin poroda
Carski rez 4 9
Vaginalni porod 4 0

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statistic¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)

analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Tjelesna tezina djece te masa posteljica statisticki su znacajno vece u kontrolnim

prijevremeno porodenim trudno¢ama u usporedbi s istim parametrima dobivenim kod

prijevremenog IUGR-a uz povisen krvni tlak majke (Mann Whitney test; p<0,05). Tjelesna




duljina ploda nije statisticki znacajno razlicita, vjerojatno jer se radi o asimetricnom zastoju u
rastu. Sistolicki i dijastolicki krvni tlak bili su statisticki znacajno veéi u patoloskim
trudnoc¢ama u odnosu na kontrolne zdrave trudnice.(Mann Whitney test; p<0,05).Takoder su
trudnice u skupini a poviSenim tlakom 1 IUGR imale statisti¢ki znacajno veci indeks tjelesne
mase (BMI) na porodu i prije trudno¢e (Mann Whitney test; p<0,05).

Ekspresiju SFRP1 proteina u decidui i u korionskim resicama prijevremeno porodenih
posteljica s IUGR 1 poviSenim tlakom usporedili smo s kontrolnom skupinom terminskih
posteljica. Statisticki znacajno izraZeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u
posteljicama kod prijevremeno porodenih [UGR-a s tlakom u usporedbi s terminskim

kontrolama kako u decidui tako i u korionskim resicama (Tablica 18).

Tablica 18. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm”) u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudno¢a s IUGR 1 poviSenim tlakom te u terminskim kontrolama.

Volumenska gusto¢a | Kontrola (terminska) Prijevremeni IUGR uz | p vrijednost
(Vv; mm°) poviseni tlak

Decidua 0.1625+0.005954 0.1908+0.009464 0,0233
Korionske resice 0.1408+0.006168 0.2029+0.009017 0,0001
Cijela posteljica 0.1506+0.004358 0.1935+0.007116 0,0010

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Navedene rezultate smo prikazali na Slici 13. Takoder smo usporedili cjelokupnu
ekspresiju ovog proteina u obje vrste posteljica te dobili statisticki znacajno vecu ekspresiju u
patoloskim uzorcima (Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom; p<0,05) (Slika
14).
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Slika 13. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mmO) u decidui i1 korionskim
resicama posteljica iz prijevremenih poroda kompliciranih [UGR-om i poviSenim krvnim
tlakom majke te u terminskim kontrolama. (KT dec = terminska kontrola decidua; KT res =
terminska kontrola resice; PP IUGR RR dec= prijevremeno porodeni [UGR s poviSenim
tlakom decidua; PP IUGR RR res = prijevremeno porodeni IUGR s poviSenim tlakom resice)

Takoder smo usporedili cjelokupnu ekspresiju ovog proteina u obje skupine posteljica te
dobili statisticki znac¢ajno vecu ekspresiju u patoloskim uzorcima (Kruskal Wallis ANOVA s

post hoc Dunnovim testom; p<0,05). Dobivene rezultate prikazali smo na Slici 14.
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Slika 14. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u posteljicama iz
prijevremenih poroda kompliciranih [UGR-om i povisenim krvnim tlakom (PP I[UGR RR uk)
te u terminskim kontrolama (KT uk).
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Ekspresiju SFRP1 proteina u decidui i u korionskim resicama prijevremeno porodenih
posteljica s IUGR i poviSenim tlakom usporedili smo s kontrolnom skupinom prijevremeno
porodenih posteljica. U decidui, korionskim resicama niti u ukupnoj ekspresiji antigena u
cijeloj patoloskoj posteljici nije bilo statisticki znacajne razlike medu ispitivanim skupinama

(Tablica 19). Dobivene rezultate prikazali smo na Slici 15 i Slici 16.

Tablica 19. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm’) u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudno¢a s IUGR 1 poviSenim tlakom te u prijevremenim
kontrolama.

Volumenska gusto¢a | Kontrola (prijevremena) | Prijevremeni IUGR uz p vrijednost
(Vv; mm”) poviseni tlak

Decidua 0.2336+0.009750 0.1908+0.009464 0,1016
Korionske resice 0.1926+0.009558 0.2029+0.009017 ns
Cijela posteljica 0.2085+0.007196 0.1935+0.007116 ns

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns = >0,9999, nesignifikantno)
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Slika 15. Prikaz volumenske gustoce SFRP1 antigena (Vv, mmO) u decidui i1 korionskim
resicama posteljica iz prijevremenih poroda kompliciranih [UGR-om i povi§enim krvnim
tlakom te u prijevremenim kontrolama (PP K dec = prijevremena kontrola decidua; PP K res
= prijevremena kontrola resice; PP IUGR RR dec= prijevremeno porodeni [IUGR s povisenim
tlakom decidua; PP IUGR RR res = prijevremeno porodeni IUGR s poviSenim tlakom resice)
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Slika 16. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u posteljicama iz

prijevremenih poroda kompliciranih [UGR-om 1 poviSenim krvnim tlakom (PP IUGR RR uk)

te u prijevremenim kontrolama (PP K uk)

Ekspresija proteina SFRP1 bila je izrazena je u citoplazmi decidualnih stanica teu

korionskim resicama (Slika 17),u citoplazmi viloznog sinciciotrofoblasta i citotrofoblasta.
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Slika 17.Ekspresija proteina SFRP1 u posteljcama kod prijevremenih poroda uz IUGR i
povisen krvni tlak (DAB, kontrastirano hemalaunom)
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5.1.7. Ekspresija proteina SFRP1 u terminskim posteljicama kod poviSenog krvnog

tlaka majke bez zastoja u rastu ploda (djeca eutrofi¢na za dob, spol i paritet majke)

U terminskoj skupini s poviSenim krvnim tlakom, a bez zastoja u rastu ploda sakupili

smo devet posteljica. Klinicki parametri rodilja te tjelesna tezina i duljina rodene djece kao i

tezina posteljica prikazani su u Tablici 20.

Tablica 20. Klinicki parametri majki i djece kod povisenog krvnog tlaka majke i eutroficne

djece rodene u terminu

Kontrola (terminska) | RR/ eutrofi¢ni p vrijednost
(n=25) (terminski)
(n=9)

Dob majke 28,8+0,87 32,33+1,69 0,0758
Paritet 1,560+0,1536 1,667+0,44 0,7928
Graviditet 1,640+0,1621 1,778+0,55 0,6472
Tjelesna visina majke (cm) | 168,2+0,94 169,8+2,40 0,8523
Tjelesna tezina majke kod 76,3+1,81 106,2+3,69
poroda (kg) <0,0001
Prirast tjelesne tezine (kg) 16,16+0,85 14,00+1,91 0,4102
BMI 26,95+0,57 36,92+1,42 p<0,0001
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 32,02+1,45 p< 0,0001
OGTT 0' 4,39+0,08 4,94+0,14 0,0044
OGTT 60' 5,23+0,17 8,66+ 0,75 0,0357
OGTT 120' 5,63+0,31 7,29+0,60 0,0452
Trajanje gestacije 39+3/7 38 +2/7 0,0649

(raspon 38717411 7y | (raspon 3771740 b
Sistolicki krvni tlak 117,8+1,83 157,2+3,02 p<0,0001
Dijastolicki krvni tlak 74+1,16 106,1+£2,32 p< 0,0001
Tjelesna tezina ploda (g) 3488+73 3220+54,34 0,0166
Tjelesna duljina ploda (cm) | 50,84+0,24 50,00+0,62 0,3002
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 482,5+32,50 0,0321
Fetoplacentalni omjer 6,19+0,38 6,82+0,48 0,4443
Spol djeteta
Musko 14 5
Zensko 11 4
Nacin poroda
Carski rez 2 6
Vaginalni porod 23 3

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.

U patoloskim trudno¢ama zabiljezili smo statisticki znac¢ajno povecanje sistolickog i

dijastolickog krvnog tlaka u odnosu na kontrolu (Mann Whitney test; p<0,05). Djeca su bila




statisticki manje tezine kao i mase posteljica u odnosu na kontrolu (Mann Whitney test;
p<0,05). Majke s patoloskom trudo¢om imale su statisti¢ki znacajno ve¢ tjelesnu tezinu i BMI
na porodu, kao i BMI prije trudno¢e u odnosu na kontrolnu skupinu trudnica. Takoder je u
skupini s patoloskom trudnocom statisticki znacajna razlika u OGTT testu na taSte te nakon
60 1 120 min u odnosu na kontrolu iako se prema HAPO studiji (engl. Hyperglycemia and
adverse perinatal outcome) (225) ne ubrajaju u gestacijski dijabetes (Mann Whitney test;
p<0,05).

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u decidui i u korionskim resicama.
Statisti¢ki znacajno izrazeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u posteljicama kod
povisenog krvnog tlaka majke uz eutrofi¢nu djecu u usporedbi s kontrolama kako u decidui
tako 1 u korionskim resicama (Tablica 21). Navedene rezultate smo izraCunali pomocu

Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom 1 prikazali na Slikama 181 19.

Tablica21. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm’) u terminskim posteljicama
iz trudnoca s povisenim tlakom i eutroficnom djecom te kontrolama.

Volumenska Kontrola (terminska) | RR bez IUGR p vrijednost
gustoca (Vv; mm") (terminski)

Decidua 0.1625+0.005954 0,2443+0.007069 <0,0001
Korionske resice 0.1408+0.006168 0.2091+0.009731 <0,0001
Cijela posteljica 0.1506+0.004358 0.2232+0.006622 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Takoder smo usporedili cjelokupnu ekspresiju ovog proteina u obje vrste posteljica te
dobili statisticki znac¢ajno vecu ekspresiju u patoloskim uzorcima (Kruskal Wallis ANOVA s

post hoc Dunnovim testom; p<0,05).
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Slika 18. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u decidui i korionskim
resicama terminskih posteljica iz trudnoc¢a s povisenim krvnim tlakom majke i eutroficnom
djecom te u terminskim kontrolama. (TK dec = terminske konrole decidua; TK res =
terminske kontrole resice; T RR dec = terminski poviSeni tlak decidua; T RR res= terminski
poviseni tlak resice)
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Slika 19. Prikaz ukupne volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm") u posteljicama iz
trudnoca s poviSenim krvnim tlakom majke i eutroficnom djecom (T RR uk) te u terminskim
kontrolama (T K uk).
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Ekspresiju proteina SFRP1 nasli smo u citoplazmi viloznog sinciciotrofoblasta,
citotrofoblasta i ekstraviloznih intermedijarnih trofoblasta te u citoplazmi stanica decidue

(slika 20).

Slika 20. Ekspresija proteina SFRP1 u decidui (A) i korionskim resicama (B) u terminskim
posteljicama s poviSenim krvnim tlakom bez zastoja u rastu. (DAB, kontrastirano
hemalaunom)
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5.1.8. Ekspresija proteina SFRP1 u prijevremeno porodenim posteljicama kod
povisenog krvnog tlaka majke bez zastoja u rastu ploda (djeca eutrofi¢na za gestacijsku

dob, spol i paritet majke)

U skupini prijevremeno rodene djece eutrofi¢ne za gestacijsku dob, spol i partitet majke
iz trudnoca s povisenim krvnim tlakom majke, sakupili smo pet posteljica. Klini¢ki parametri
rodilja te tjelesna tezina i duljina rodene djece kao i tezina posteljica prikazani su u Tablici 22

123.

Tablica 22. Klinicki parametri majki i djece kod povisenog krvnog tlaka majke i eutroficne
prijevremeno rodene djece — usporedba s terminskom kontrolnom skupinom

Kontrola (terminska) | RR/ eutrofi¢ni p vrijednost
(n=25) (prijevrementi)
(n=5)
Dob majke 28,8+0,87 35,40+2,36 0,0074
Paritet 1,560+0,1536 1,8+0,37 0,5744
Graviditet 1,640+0,1621 2,2+0,37 0,2134
Tjelesna visina majke (cm) | 168,2+0,94 163,4+2,11 0,0524
Tjelesna tezina majke kod 76,3+1,81 83,2+7,64
poroda (kg) 0,5067
Prirast tjelesne tezine (kg) 16,16+0,85 10,8+1,71 0,0193
BMI 26,95+0,57 31,2+2.91 0,139
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 27,142,85 0,0048
OGTT 0' 4,39+0,08 4,74+0,19 0,0057
OGTT 60' 5,23+0,17 - -
OGTT 120' 5,63+0,31 7,35+0,62 0,0487
Trajanje gestacije 39+3/7 34+4/7 p<0,0001
(raspon 3 8741 7y | (raspon 317 736" 7
Sistolicki krvni tlak 117,8+1,83 170+14,83 p<0,0001
Dijastolicki krvni tlak 74+1,16 116+8,12 p< 0,0001
Tjelesna tezina ploda (g) 3488+73 2522+337,7 0,0056
Tjelesna duljina ploda (cm) | 50,84+0,24 46,00+2,45 0,0109
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 512,0+63,91 0,4217
Fetoplacentalni omjer 6,19+0,38 4,95+0,36 0,0789
Spol djeteta
Musko 14 5
Zensko 11 0
Nacin poroda
Carski rez 2 4
Vaginalni porod 23 1

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)

analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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U patoloskim prijevremeno porodenim trudnocama zabiljezili smo statisti¢ki znacajno
povecanje sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka u odnosu na kontrolu (Mann Whitney test
p<0,05). Djeca su bila statisticki manje teZine i duljine u odnosu na terminsku kontrolu
(Mann Whitney test; p<0,05), kao rezultat razlike u gestacijskoj dobi koja je takoder
statisticki znacajna. Majke s patoloskom trudo¢om imale su statisticki znac¢ajno veci prirast
tjelesne tezine i BMI na porodu, te stariju zivotnu dob u odnosu na kontrolnu skupinu

trudnica. Takoder je u skupini s patoloSkom trudnocom statisti¢ki znacajna razlika u OGTT

2

testu na taste te nakon 120 min u odnosu na kontrolu iako se prema HAPO studiji ne ubrajaju

u gestacijski dijabetes (Mann Whitney test; p<0,05).

Tablica 23. Klinicki parametri majki i djece kod povisenog krvnog tlaka majke i eutroficne

prijevremeno rodene djece — usporedba s kontrolnom skupinom prijevremenih poroda

Kontrola RR/ eutrofi¢ni p vrijednost
(prijevremena) (prijevrementi)
(n=8) (n=5)
Dob majke 28 £02,12 35,404+2,36 0,0373
Paritet 1,375+0,26 1,8+0,37 0,4343
Graviditet 1,7540,25 2,24+0,37 0,4545
Tjelesna visina majke (cm) | 167,4+1,93 163,4+2,11 0,3030
Tjelesna tezina majke kod 72,75+2,22 83,2+7,64
poroda (kg) 0,2020
Prirast tjelesne teZine (kg) 11,38+0,68 10,8+1,71 0,9169
BMI 26,03+0,97 31,2+2 .91 0,0435
BMI prije trudnoce 21,94+0,83 27,1£2,85 0,0598
OGTT 0’ 4,51+0,24 4,74+0,19 0,021
OGTT 60' 8,567+0,27 - -
OGTT 120" 5,56+0,44 7,35+0,62 0,041
Trajanje gestacije 34 +2/7 34+4/7 0,4988
(raspon 31-3 6" "y | (raspon 31773 6" b)
Sistolicki krvni tlak 123,1+2,1 170+14,83 0,0016
Dijastolicki krvni tlak 79+2.,4 116+8,12 0,0008
Tjelesna tezina ploda (g) 2583+293,4 2522+337,7 >0,9999
Tjelesna duljina ploda (cm) | 46,88+1,2 46,00+£2,45 0,8355
Masa posteljica (g) 467,5+39,94 512,0+63,91 0,8648
Fetoplacentalni omjer 5,21+0,41 4,95+0,36 >(,9999
Spol djeteta
Musko 4 5
Zensko 4 0
Nacin poroda
Carski rez 4 4
Vaginalni porod 4 1

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statistic¢ki znaCajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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U patoloskim prijevremeno porodenim trudno¢ama zabiljezili smo statisti¢ki znacajno
povecanje sistolickog 1 dijastolickog krvnog tlaka u odnosu na prijevremenu kontrolnu
skupinu (Mann Whitney test; p<0,05). Djeca nisu bila manje tezine niti duljine u odnosu na
prijevremenu kontrolu (Mann Whitney test; p<0,05). Majke s patoloskom trudo¢om imale su
statisticki znacajno ve¢i BMI na porodu, te stariju zivotnu dob u odnosu na kontrolnu skupinu
trudnica. Takoder je u skupini s patoloskom trudnocom statisti¢ki znacajna razlika u OGTT
testu na taste te nakon 120 min u odnosu na kontrolu iako se prema HAPO studiji ne ubrajaju
u gestacijski dijabetes (Mann Whitney test; p<0,05)

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u deicidui i u korionskim resicama.
Statisticki znacajno izraZeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u prijevremeno
porodenim posteljicama kod poviSenog krvnog tlaka uz eutrofi¢nu djecu u usporedbi s
terminskim kontrolama kako u decidui tako i u korionskim resicama (Tablica 24). Takoder
smo analizirali ukupnu ekspresiju SFRP 1 u posteljici i nasli statisti¢ki znacajno vecu
ekspresiju u patoloSkim posteljicama (tablica 24). Navedene rezultate smo izracunali pomocu
Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom i prikazali na Slikama 21 1 22.
Usporedujuci s kontrolnom skupinom prijevremenih poroda, razlike nije bilo niti u decidui,
niti u korionskim resicama, ni u ukupnoj ekspresiji antigena u posteljici. Rezultati su

prikazani u Tablici 25 te na Slikama 211 22.

Tablica 24.Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm”) u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudnoc¢a s poviSenim tlakom i eutroficnom djecom (RR) te
terminskim kontrolama.

Volumenska Kontrola (terminska) | RR (prijevremeni) p vrijednost
gustoéa (Vv; mm”)

Decidua 0.1625+0.005954 0,1887+0.008889 0,0372
Korionske resice 0.1408+0.006168 0.1891+0.007462 0,0001
Cijela posteljica 0.1506+0.004358 0.1995+0.006622 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Tablica 25. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm”) u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudnoca s povisenim tlakom i eutroficnom djecom (RR) te
prijevremenim kontrolama.

Volumenska Kontrola RR (prijevrement) p vrijednost
gustoca (Vv; mm") (prijevremena)

Decidua 0.2336+0.009750 0,1887+0.008889 0,1668
Korionske resice 0.1926+0.009558 0.1891+0.007462 ns
Cijela posteljica 0.2085+0.007196 0.1995+0.006622 ns

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns = >0,9999, nesignifikantno)
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Slika 21. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mmO) u decidui i korionskim
resicama prijevremeno porodenih posteljica iz trudnoéa s povisenim krvnim tlakom majke 1
eutroficnom djecom te u terminskim i prijevremenim kontrolama. (TK dec = terminske
konrole decidua; TK res = terminske kontrole resice; PP RR dec = prijevremeno porodeni
poviSeni tlak decidua; PP RR res= prijevremeno porodeni poviseni tlak resice; PP K dec=
prijevremena kontrola decidua; PP K res= prijevremena kontrola resice)
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Slika 22. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm0) u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudnoca s povisenim krvnim tlakom i eutroficnom djecom (PP RR
uk) te u terminskim (KT uk) i prijevremenim kontrolama (PP K uk).
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5.1.9. Ekspresija proteina SFRP1 u prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoca

kompliciranih s gestacijskim dijabetesom

U skupini prijevremenih poroda trudnoc¢a kompliciranih gestacijskim dijabetesom

sakupili smo sedam prijevremeno porodenih posteljica. Klinicki parametri rodilja te tjelesna

tezina 1 duljina rodene djece kao 1 tezina posteljica prikazani su u Tablici 26.

Tablica 26. Klinicki parametri majki i djece iz prijevremeno porodenih trudnoca
kompliciranih s gestacijskim dijabetesom— usporedba s terminskom kotrolnom skupinom

Kontrola (terminska) | Gestacijski dijabetes | p vrijednost
(n=25) (prijevrement)
(n=7)

Dob majke 28,8+0,87 28,71+1,3 0,8310
Paritet 1,560+0,1536 1,8+0,37 0,8342
Graviditet 1,640+0,1621 1,429+0,20 0,6985
Tjelesna visina majke (cm) | 168,2+0,94 1,429+0,20 0,2734
Tjelesna tezina majke kod 76,3+1,81 72,43+3,74
poroda (kg) 0,4007
Prirast tjelesne tezine (kg) 16,16+0,85 10,14+0,8 0,0001
BMI 26,95+0,57 26,80+1,31 0,7295
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 23,01+1,24 0,2107
OGTT 0' 4,39+0,08 5,37+0,33 0,0017
OGTT 60' 5,23+0,17 10,32+0,55 0,0357
OGTT 120' 5,63+0,31 9,03+0,94 0,0004
Trajanje gestacije 39+3/7 34+4/7 p<0,0001

(raspon 3 g7 41 "y | (raspon 33727.36" 7
Sistolicki krvni tlak 117,8+1,83 120,0+4,36 0,7271
Dijastolicki krvni tlak 74+1,16 75,7143,69 0,6062
Tjelesna tezina ploda (g) 3488+73 2670+174,0 0,0001
Tjelesna duljina ploda (cm) | 50,84+0,24 47,86+0,8 0,0028
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 504,3+52,371 0,2452
Fetoplacentalni omjer 6,19+0,38 5,56+0,57 0,2690
Spol djeteta
Musko 14 4
Zensko 11 3
Nacin poroda
Carski rez 2 1
Vaginalni porod 23 6

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.

U patoloskim prijevremeno porodenim trudnocama zabiljezili smo statisti¢ki znacajno
vece vrijednosti glukoze u krvi (GUK) u OGTT testu nataste, nakon 60 i nakon 120 min u

odnosu na kontrolnu terminsku skupinu (Mann Whitney test; p<0,05). Djeca su bila statistic¢ki
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manje tezine i duljine u odnosu na terminsku kontrolu (Mann Whitney test; p<0,05), kao
rezultat razlike u gestacijskoj dobi koja je takoder statisticki znac¢ajna. Majke s patoloSkom

trudocom imale su statisticki zna¢ajno manji prirast tjelesne tezine §to je ocekivano obzirom

na krace trajanje trudnoc¢e u odnosu na kontrolnu skupinu trudnica (Mann Whitney test;

p<0,05) .

Tablica 27. Klinicki parametri majki i djece iz prijevremeno porodenih trudnoca

kompliciranih s gestacijskim dijabetesom — usporedba s prijevremeno porodenom kotrolnom

skupinom
Kontrola Gestacijski dijabetes | p vrijednost
(prijevremena) (prijevrement)
(n=8) (n=7)
Dob majke 28 £02,12 28,71+1,3 0,7542
Paritet 1,375+0,26 1,8+0,37 0,8434
Graviditet 1,75+0,25 1,429+0,20 0,5051
Tjelesna visina majke (cm) | 167,4+1,93 1,429+0,20 0,3739
Tjelesna tezina majke kod 72,75+2,22 72,43+3,74
poroda (kg) 0,7975
Prirast tjelesne tezine (kg) 11,38+0,68 10,14+0,8 0,3478
BMI 26,03+0,97 26,80+1,31 0,7091
BMI prije trudnoce 21,94+0,83 23,01+1,24 0,5927
OGTT 0' 4,51+0,24 5,37+0,33 0,0857
OGTT 60 8,567+0,27 10,32+0,55 0,0436
OGTT 120 5,56+0,44 9,03+0,94 0,0143
Trajanje gestacije 34 +2/7 34+4/7 0,4205
(raspon 3 1-36" "y | (raspon 33727.36" 7
Sistoli¢ki krvni tlak 123,1£2,1 120,0+4,36 0,4319
Dijastoli¢ki krvni tlak 79+2.4 75,7143,69 0,4803
Tjelesna tezina ploda (g) 2583+293.,4 2670+£174,0 0,8683
Tjelesna duljina ploda (cm) | 46,88+1,2 47,86+0,8 0,8059
Masa posteljica (g) 467,5+39,94 504,3+52,371 0,6733
Fetoplacentalni omjer 5,21+0,41 5,56+0,57 0,5556
Spol djeteta
Musko 4 4
Zensko 4 3
Nacin poroda
SC 4 1
Vag 4 6

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.

U patoloskim prijevremeno porodenim trudno¢ama zabiljezili smo statisti¢ki znacajno

vecu vrijednosti GUK u OGTT testu nakon 60 i 120 min u odnosu na kontrolnu prijevremeno




porodenu skupinu, a sve su pacijentice u ispitivanoj skupini klasificirane kao gestacijski

dijabetes prema HAPO studiji. (Mann Whitney test; p<0,05).

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u deicidui i u korionskim resicama.

Statisticki znacajno izraZeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u prijevremeno

porodenim posteljicama s gestacijskim dijabetesom u usporedbi s terminskim kontrolama u

decidui dok u korionskim resicama razlika nije bila statisticki znacajna. Statisticki je znacajno

veca i ukupna ekspresija SFRP1 antigena u ispitivanoj skupini posteljica u usporedbi s

terminskim kontrolama (Tablica 28).Navedene rezultate smo izraCunali pomocu Kruskal

Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom i prikazali na Slikama 23 i 24.

Nasuprot tome, usporedujuci s kontrolnom skupinom prijevremenih poroda, nasli smo

statisti¢ki znac¢ajno manju ekspresiju inhbitora Wnt signalnog puta u korionskim resicama u

posteljicama rodilja s gestacijskim dijabetesom u odnosu na prijevremene kontrolne

posteljice, dok razlike nije bilo ukupno niti zasebno u decidui. Rezultati su prikazani u

Tablici 29 te na Slikama 23 1 24.

Tablica 28.Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm”) u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudnoca s gestacijskim dijabetesom i eutroficnom djecom te
terminskim kontrolama.

Volumenska Kontrola (terminska) | Gestacijski dijabetes p vrijednost
gustoéa (Vv; mm”) (prijevrementi)

Decidua 0.1625+0.005954 0,2320+0.009042 < 10,0001
Korionske resice 0.1408+0.006168 0.1418+0.007168 ns
Cijela posteljica 0.1506+0.004358 0.1848+0.007384 0,0022

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns =>0,9999, nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisticki

znacajne.

Tablica 29. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm’) u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudnoca gestacijskim dijabetesom i eutroficnom djecom te
prijevremenim kontrolama.

Volumenska Kontrola Gestacijski dijabetes p vrijednost
gustoéa (Vv; mm’) | (prijevremena) (prijevremeni)

Decidua 0.2336+0.009750 0,2320+0.009042 ns
Korionske resice 0.1926+0.009558 0.1418+0.007168 0,0017
Cijela posteljica 0.2085+0.007196 0.1848+0.007384 ns
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Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns =>0,9999, nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisticki
znacajne.
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Slika 23. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm®) u decidui i korionskim
resicama prijevremeno porodenih posteljica iz trudnoca s gestacijskim dijabetesom 1
eutroficnom djecom te terminskim i prijevremenim kontrolama. (TK dec = terminske konrole
decidua; TK res = terminske kontrole resice; PP GD dec = prijevremeno porodeni gestacijski
dijabetes decidua; PP GD res= prijevremeno porodeni gestacijski dijabetes resice; PP K dec=
prijevremena kontrola decidua; PP K res= prijevremena kontrola resice)
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Slika 24. Prikaz ukupne volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm’) u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudnoca s gestacijskim dijabetesom i eutroficnom djecom (PP
GD uk) te terminskim (T K uk) i prijevremenim kontrolama (PP K uk).

Ekspresija proteina SFRP1 bila je izraZena je u citoplazmi decidualnih stanica teu

korionskim resicama (Slika 25),u citoplazmi viloznog sinciciotrofoblasta i citotrofoblasta.

Slika 25. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljici uz gestacijski dijabetes
(DAB, kontrastirano hemalaunom).
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5.1.10. Ekspresija proteina SFRP1 u terminskim posteljicama iz trudnoéa s poviSenim

krvnim tlakom majke i gestacijskim dijabetesom

U skupini povisenog krvnog tlaka uz gestacijsku Secernu bolest sakupili smo pet

terminskih posteljica. Klinicki parametri rodilja te tjelesna tezina i duljina rodene djece kao 1

tezina posteljica prikazani su u Tablici 30.

Tablica 30. Klinicki parametri majki i djece kod terminskih poroda trudnoca s poviSenim
krvnim tlakom majke 1 gestacijskim dijabetesom (RR uz GD) - usporedba s terminskom

kontrolnom skupinom

Kontrola (terminska) | RR uz GD p vrijednost
(n=25) (terminski)
(n=5)

Dob majke 28,8+0,87 34,60+2,04 0,0176
Paritet 1,560+0,1536 2,00+0,77 0,8397
Graviditet 1,640+0,1621 2,20+0,97 >(0,9999
Tjelesna visina majke (cm) | 168,2+0,94 168,8+2,58 >0,9999
Tjelesna tezina majke kod 76,3+1,81 102,6+4,51
poroda (kg) <0,0001
Prirast tjelesne teZine (kg) 16,16+0,85 12,40+2,84 0,2195
BMI 26,95+0,57 35,98+1,22 <0,0001
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 31,64+1,72 <0,0001
OGTT 0' 4,39+0,08 5,38+0,2 0,0002
OGTT 60' 5,23+0,17 10,05+0,81 0,0071
OGTT 120 5,63+0,31 8,86+0,85 0,0021
Trajanje gestacije 39+3/7 38+6/7 0,0641

(raspon 38""7-41 2 "y | (raspon 38"° 739" b
Sistolicki krvni tlak 117,8+1,83 15743,00 <0,0001
Dijastolicki krvni tlak 74+1,16 107+3,74 <0,0001
Tjelesna tezina ploda (g) 3488+73 3226+47,39 0,0548
Tjelesna duljina ploda (cm) | 50,84+0,24 50,6+0,6 0,6253
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 496+50,56 0,1537
Fetoplacentalni omjer 6,19+0,38 6,77+0,69 0.6656
Spol djeteta
Musko 14 4
Zensko 11 1
Nacin poroda
Carski rez 2 3
Vaginalni porod 23 2

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisticki znaCajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Dob trudnice, tjelesna teZzina majke kod poroda, BMI na porodu i prije trudnoce

statisticki su znacajno veéi u ispitivanoj skupini u odnosu na kontrolnu. (Mann Whitney test;
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p<0,05). Takoder je u patoloskoj skupini statisticki znacajno povisSen GUK na taste te nakon
601 120 min u OGTT testu, kao 1 vrijednosti krvnog tlaka u odnosu na kontrolnu skupinu
terminskih trudnica (Mann Whitney test; p<0,05).

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u deicidui 1 u korionskim resicama,
kao 1 ukupnu ekspresiju u posteljici. Statisti¢ki znacajno izrazeniju ekspresiju ovog antigena
izmjerili smo u decidui i korionskim resicama patoloskih posteljica u odnosu na kontrolnu
skupinu terminskih posteljica. Statisti¢ki je znacajno veca i ukupna ekspresija SFRP1 u
posteljicama s povisenim tlakom 1 gestacijskom Secernom bolesti u odnosu na kontrolnu
terminsku skupinu. (Tablica 31).. Navedene rezultate smo izra¢unali pomoc¢u Kruskal Wallis

ANOVA s post hoc Dunnovim testom i prikazali na Slikama 26 1 27.

Tablica 31. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u terminskim
posteljicama iz trudnoca s povisenim tlakom majke i gestacijskim dijabetesom (RR uz GD) te
u terminskim kontrolama.

Volumenska gustoca Kontrola (terminska) RR uz GD (terminski) | p vrijednost
(Vv; mm")

Decidua 0,1625+0,005954 0,2606+0,008831 <0,0001
Korionske resice 0,1408+0,006168 0,2302+0,01095 < 10,0001
Cijela posteljica 0,1506+0,004358 0,2439+0,007874 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 26. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u decidui i korionskim resicama
terminskih kontrolnih posteljica te terminskih posteljica iz trudnoc¢a s poviSenim tlakom i
gestacijskim dijabetesom. (KT dec= terminske kontrole decidua; KT res= terminske kontrole
resice; RR GD T dec= terminski poviSeni tlak s gestacijskim dijabetesom decidua; RR GD T res=
terminski poviSeni tlak s gestacijskim dijabetesom resice)
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Slika 27. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u terminskim
posteljicama iz trudnoca s poviSenim tlakom i gestacijskim dijabetesom ( RR GD T uk) i
kontrolnim terminskim posteljicama (KT uk).
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5.1.11. Ekspresija proteina SFRP1 u prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoc¢a

s poviSenim krvnim tlakom majke i gestacijskim dijabetesom

U skupini povisenog krvnog tlaka majke uz gestacijsku Sec¢ernu bolest sakupili smo pet

prijevremeno porodenih posteljica. Klinicki parametri rodilja te tjelesna tezina i duljina

rodene djece kao 1 tezina posteljica prikazani su u Tablici 32.

Tablica 32. Klinicki parametri majki i djece kod prijevremenih poroda iz trudnoca s

poviSenim krvnim tlakom majke 1 gestacijskim dijabetesom (RR uz GD) - usporedba s

terminskom kontrolnom skupinom

Kontrola (terminska) | RR uz GD p vrijednost
(n=25) (prijevrementi)
(n=5)

Dob majke 28,8+0,87 32,8+1,46 0,0491
Paritet 1,560+0,1536 1,2+0,2 0,4752
Graviditet 1,640+0,1621 1,6+0,4 >0,9999
Tjelesna visina majke (cm) | 168,2+0,94 165,6+1,03 0,1373
Tjelesna tezina majke kod 76,3+1,81 90,4+5,83
poroda (kg) 0,0196
Prirast tjelesne teZine (kg) 16,16+0,85 11,2+£2,9 0,1182
BMI 26,95+0,57 33,0242,43 0,0054
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 28,98+2,83 0,0007
OGTT 0' 4,39+0,08 5,16+0,21 0,0014
OGTT 60' 5,23+0,17 10,1+0,56 <0,0001
OGTT 120 5,63+0,31 8,56+0,35 <0,0001
Trajanje gestacije 39+3/7 33+6/7 <0,0001

(raspon 3 g7 41" "y | (raspon 30" 67 36" b
Sistolicki krvni tlak 117,8+1,83 15644 <0,0001
Dijastolicki krvni tlak 74+1,16 10644 <0,0001
Tjelesna tezina ploda (g) 3488+73 2246+398,5 0,0044
Tjelesna duljina ploda (cm) | 50,84+0,24 46,5+1,71 0,0191
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 374+71,6 0,0159
Fetoplacentalni omjer 6,19+0,38 6,09+0,68 0,8362
Spol djeteta
Musko 14 2
Zensko 11 3
Nacin poroda
Carski rez 2 5
Vaginalni porod 23 0

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Dob trudnice, tjelesna teZina majke kod poroda, BMI na porodu i prije trudnoce

statisticki su znacajno veéi u ispitivanoj skupini u odnosu na terminsku kontrolnu skupinu.
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(Mann Whitney test; p<0,05). Takoder je u patoloskoj skupini statisticki znacajno visi GUK
na taste te nakon 60 i 120 min u OGTT testu, kao i vrijednosti krvnog tlaka u odnosu na
kontrolnu skupinu terminskih trudnica (Mann Whitney test; p<0,05). Takoder je statisticki
znacajna razlika u tezini 1 duljini djece i masi posteljice, Sto je sukladno statisticki znacajnoj
razlici u gestacijskoj dobi izmedu kontrolne terminske skupine i prijevremeno porodene djece
iz trudnoca s tlakom i gestacijskom Se¢ernom bolesti. Rezultati su dobiveni Mann Whitney
testom; p<0,05.

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u deicidui 1 u korionskim resicama,
kao 1 ukupnu ekspresiju u posteljici. Statisti¢ki znacajno izrazeniju ekspresiju ovog antigena
izmjerili smo u decidui i korionskim resicama patoloskih posteljica u odnosu na kontrolnu
skupinu terminskih posteljica. Statisticki je znacajno veca i ukupna ekspresija SFRP1 u
posteljicama s povisenim tlakom 1 gestacijskom Secernom bolesti u odnosu na kontrolnu
terminsku skupinu. (Tablica 33). Navedene rezultate smo izracunali pomoc¢u Kruskal Wallis

ANOVA s post hoc Dunnovim testom i prikazali na Slikama 28 i 29.

Tablica 33. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudnoca s povisenim tlakom i gestacijskim dijabetesom (RR uz
GD) te u terminskim kontrolama.

Volumenska gusto¢a | Kontrola (terminska) RR uz GD p vrijednost
(Vv; mm") (prijevrement)

Decidua 0,1625+0,005954 0,2749+0,01296 <0,0001
Korionske resice 0,1408+0,006168 0,2345+0,01141 <0,0001
Cijela posteljica 0,1506+0,004358 0,2464+0,009618 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

91




Tablica 34. Klinicki parametri majki i djece kod prijevremenih poroda iz trudnoca s

povisenim krvnim tlakom i gestacijskim dijabetesom (RR uz GD) - usporedba s kontrolnom

skupinom prijevremenih poroda

Kontrola RR uz GD p vrijednost
(prijevremena) (prijevrement)
(n=8) (n=5)
Dob majke 28 £02,12 32,8+1,46 0,0995
Paritet 1,375+0,26 1,2+0,2 0,8368
Graviditet 1,75+0,25 1,6+0,4 0,6348
Tjelesna visina majke (cm) | 167,4+1,93 165,6+1,03 0,7591
Tjelesna tezina majke kod 72,75+2,22 90,4+5,83
poroda (kg) 0,0023
Prirast tjelesne tezine (kg) 11,38+0,68 11,2429 0,2844
BMI 26,03+0,97 33,02+2,43 0,0016
BMI prije trudnoce 21,94+0,83 28,98+2,83 0,0171
OGTT 0' 4,51+0,24 5,16+0,21 0,0476
OGTT 60' 8,567+0,27 10,140,56 0,2
OGTT 120' 5,56+0,44 8,56+0,35 0,0159
Trajanje gestacije 34 +2/7 33+6/7 0,8858
(raspon 3 1-36" "y | (raspon 30" 67 36" b
Sistolicki krvni tlak 123,1£2,1 156+4 0,0016
Dijastolicki krvni tlak 79+2,4 106+4 0,0008
Tjelesna tezina ploda (g) 2583+293.,4 2246+398,5 0,6277
Tjelesna duljina ploda (cm) | 46,88+1,2 46,5+1,71 0,7429
Masa posteljica (g) 467,5+39,94 374+71,6 0,0971
Fetoplacentalni omjer 5,21+0,41 6,09+0,68 0,3543
Spol djeteta
Musko 4 2
Zensko 4 3
Nacin poroda
Carski rez 4 5
Vaginalni porod 4 0

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)

analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.

Tjelesna tezina majke kod poroda, BMI na porodu i prije trudnoce statisticki su
znacajno veci u ispitivanoj skupini u odnosu na kontrolnu prijevremeno porodenu skupinu
(Mann Whitney test; p<0,05). Takoder je u patoloskoj skupini statisticki znacajno povisen
GUK na taste te nakon 120 min u OGTT testu, kao 1 vrijednosti krvnog tlaka u odnosu na
kontrolnu skupinu prijevremeno porodenih trudnica (Mann Whitney test; p<0,05). Tjelesna
tezina i duljina djece te masa posteljice nisu statisti¢ki znacajno razliciti, ve¢ su primjereni
gestacijskoj dobi u obje skupine prijevremeno porodene djece. Rezultati su dobiveni Mann

Whitney testom; p<0,05.
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Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u deicidui i u korionskim resicama,
kao 1 ukupnu ekspresiju u posteljici. Izrazeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u
decidui i korionskim resicama patoloskih posteljica u odnosu na kontrolnu skupinu
prijevremeno porodenih posteljica, no razlika nije bila statisticki zna€ajna. Jednako tako, veca
je 1 ukupna ekspresija SFRP1 u posteljicama s poviSenim tlakom i gestacijskom Se¢ernom
bolesti u odnosu na kontrolnu prijevremeno porodenu skupinu, no razlika nije statisticki
znacajna. (Tablica 35). Navedene rezultate smo izracunali pomocu Kruskal Wallis ANOVA

s post hoc Dunnovim testom i prikazali na Slikama 28 i 29.

Tablica 35. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm”) u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudnoca s povisenim tlakom i gestacijskim dijabetesom (RR uz
GD) te u prijevremenim kontrolama.

Volumenska gusto¢a | Kontrola RR uz GD p vrijednost
(Vv; mm") (prijevremena) (prijevrement)

Decidua 0.2336+0.009750 0,2749+0,01296 0,4267
Korionske resice 0.1926+0.009558 0,2345+0,01141 0,1303
Cijela posteljica 0.2085+0.007196 0,2464+0,009618 0,1050

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom.
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Slika 28. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mmO) u decidui i korionskim
resicama prijevremeno porodenih posteljica iz trudnoéa s povisenim tlakom i gestacijskim
dijabetesom i kontrolnim terminskim 1 prijevremeno porodenim posteljicama.

(KT dec= terminska kontrola decidua; PP K dec= prijevremena kontrola decidua; RR GD PP
d= prijevremeno porodeni tlak s gestacijskim dijabetesom decidua; KT res= terminska
kontrola resice; PP K res= prijevremena kontrola resice; RR GD PP r= prijevremeno porodeni
tlak s gestacijskim dijabetesom resice)
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Slika 29. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mmO) u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudnoca s povisenim tlakom i gestacijskim dijabetesom (RRGD
PP uk) i kontrolnim terminskim (KT uk) i prijevremeno porodenim posteljicama (PP K uk).
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5.1.12. Ekspresija proteina SFRP1 u terminskim posteljicama kod zastoja u rastu ploda

uz gestacijsku Secernu bolest

U skupini sa zastojem u rastu uz gestacijsku Sec¢ernu bolest sakupili smo pet posteljica.

Klini¢ki parametri rodilja te tjelesna tezina i duljina rodene djece kao i tezina posteljica

prikazani su u Tablici 36.

Tablica 36. Klinicki parametri majki i djece kod zastoja u rastu uz gestacijski dijabetes

(IUGR uz GD)

Kontrola (terminska) IUGR uz GD p vrijednost

(n=25) (terminski)

(n=5)

Dob majke 28,8+0,87 27,8+3,09 0,7366
Paritet 1,560+0,1536 140 0,1454
Graviditet 1,640+0,1621 1,2+0,2 0,3644
Tjelesna visina majke (cm) | 168,2+0,94 166+1,97 0,4553
Tjelesna tezina majke kod 76,3+1,81 77,6£7,1
poroda (kg) 0,9470
Prirast tjelesne tezine (kg) 16,16+0,85 11,75+2,69 0,1443
BMI 26,95+0,57 28+2,06 0,7969
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 24,54+3,15 0,2711
OGTT 0' 4,39+0,08 5,26+0,2 0,0003
OGTT 60 5,23+0,17 10,14+0,8 0.0119
OGTT 120' 5,63+0,31 6,73£0,53 0,1246
Trajanje gestacije 39+3/7 38 +2/7 0,0071

(raspon 38717411 "y | (raspon 37 — 40" b
Sistolic¢ki krvni tlak 117,8+1,83 129+5,1 0,0414
Dijastolicki krvni tlak 74+1,16 74+4 0,7271
Tjelesna tezina ploda (g) 3488+73 2434+86,98 <0,0001
Tjelesna duljina ploda (cm) | 50,84+0,24 47,2+0,92 0,0005
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 374+21,12 0,0002
Fetoplacentalni omjer 6,19+0,38 6,73+0,54 0,3410
Spol djeteta
Musko 14 0
Zensko 11 5
Nacin poroda
Carski rez 2 3
Vaginalni porod 23 2

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)

analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.

U patoloskim trudno¢ama zabiljezili smo statisticki znac¢ajno povecanje sistolickog

krvnog tlaka u odnosu na kontrolu (Mann Whitney test; p<0,05) iako se prema vrijednostima

tlaka pacijentice ne klasificiraju kao hipertenzija. Takoder je statisticki znacajna razlika




nadena u OGTT testu na taste i nakon 60 min. Tjelesna tezina i duljina djece kao i masa
posteljice statisticki su znacajno veée u kontrolnim trudno¢ama u usporedbi s istim
parametrima dobivenim kod gestacijske Secerne bolesti uz zatoj u rastu ploda (Mann Whitney
test; p<0,05).

Analizirali smo ukupnu ekspresiju SFRP1 proteina u posteljici te zasebno u
korionskim resicama. Statisticki znacajno izrazeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u
terminskim posteljicama iz trudno¢a s IUGR uz getacijski dijabetes u usporedbi s
terminskim kontrolama kako u korionskim resicama tako i ukupno u posteljici. (Tablica 37).
Navedene rezultate smo izraCunali pomocu Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim

testom 1 prikazali na Slici 30.

Tablica 37. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u terminskim
posteljicama iz trudnoca sa zastojem u rastu ploda uz gestacijsku Se¢ernu bolest (IUGR uz
GD) i terminskim kontrolama.

Volumenska gusto¢a | Kontrola IUGR uz GD p vrijednost
(Vv; mm") (terminska) (terminski)

Korionske resice 0,1366+0.0068 0,1866+0.009319 0,0204
Ukupna ekspresija 0,1432+0.0048 0,1980+0.0092 0,0054

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 30. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) te volumenske
gustoce u korionskim resicama u terminskim posteljicama iz trudnoc¢a sa zastojem u rastu
ploda uz gestacijski dijabetes te u kontrolnoj skupini terminskih posteljica. (KT res=
terminska kontrola resice; [IUGRGD res= terminski zastoj u rastu s gestacijskim dijabetesom
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resice; KT uk= terminska kontrola ukupno; IUGRGD uk= terminski zastoj u rastu s
gestacijskim dijabetesom ukupno)

5.1.13. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljicama kod anomalija ploda

U skupini anomalija ploda sakupili smo osam posteljica. U Cetiri slucaja radilo se o

anomalijama mokraénog sustava (lijevostrani multicisti¢ni bubreg, bilateralna hidronefroza,

te dva puta ageneza bubrega), dva slucaja bili su kompleksne sréane greske, jednom

ventrikulomegalija i jednom jedna umbilikalna arterija (engl. single umbilical artery).

Klini¢ki parametri rodilja te tjelesna tezina i duljina rodene djece kao i tezina posteljica

prikazani su u Tablici 38.

Tablica 38. Klinicki parametri majki i djece kod anomalija ploda

Kontrola (terminska) | Anomalije p vrijednost
(n=26) (n=8)
Dob majke 28,8+0,87 26,5+1,46 0,2562
Paritet 1,560+0,1536 1,250+0,16 0,4023
Graviditet 1,640+0,1621 1,625+0,26 >0,9999
Tjelesna visina majke (cm) | 168,2+0,94 165,1+£2,78 0.2724
Tjelesna tezina majke kod 76,3+1,81 79,57+8,47
poroda (kg) 0.9378
Prirast tjelesne teZine (kg) 16,16+0,85 14,71+1,89 0.5370
BMI 26,95+0,57 25,68+4,55 0.7950
BMI prije trudnoce 21,26+0,48 20,9+3,95 0.7494
OGTT 0' 4,39+0,08 4,72+0,24 0.1261
OGTT 60 5,23+0,17 8,6
OGTT 120 5,63+0,31 6,02+0,72 0.5644
Trajanje gestacije 39+3/7 38 +4/7 0,0482
(Raspon 3877-41"%") | (Raspon 38"%7-41""""
Sistoli¢ki krvni tlak 117,8+1,83 123,8+5,24 0.3074
Dijastolicki krvni tlak 74+1,16 80,0+4,63 0.1777
Tjelesna tezina ploda (g) 3488+73 2891+216,8 0,0080
Tjelesna duljina ploda (cm) | 50,84+0,24 47,83+1,58 0.0352
Masa posteljica (g) 613,2+40,68 472,9+34,62 0,0245
Fetoplacentalni omjer 6,19+0,38 6+0,29 0.5320
Spol djeteta
Musko 14 4
Zensko 11 4
Nacin poroda
Carski rez 2 3
Vaginalni porod 23 5

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znaCajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Tjelesna tezina djeteta i duljina djeteta kao i masa posteljica statisticki su znacajno veée
u kontrolnim trudno¢ama u usporedbi s istim parametrima dobivenim kod anomalija ploda
(Mann Whitney test; p<0,05).

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u deicidui i u korionskim resicama.
Statisti¢ki znacajno izrazeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u posteljicama kod
anomalija ploda u usporedbi s kontrolama kako u decidui tako i u korionskim resicama
(Tablica 39). Navedene rezultate smo izracunali pomocu Kruskal Wallis ANOVA s post hoc
Dunnovim testom 1 prikazali na Slikama 31 1 32.

Takoder smo usporedili cjelokupnu ekspresiju ovog proteina u obje vrste posteljica te
dobili statisticki znac¢ajno vecu ekspresiju u patoloskim uzorcima (Kruskal Wallis ANOVA s

post hoc Dunnovim testom; p > 0,05)

Tablica 39. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm”) u posteljicama djece s
anomalijom i u terminskim kontrolama.

Volumenska gusto¢a | Kontrola (terminska) anomalija p vrijednost
(Vv; mm")

Decidua 0,1625+0,005954 0.2075+0.0078 0,005
Korionske resice 0,1408+0,006168 0.1728+0.00798 0,0168
Cijela posteljica 0,1506+0,004358 0.1865+0.0059 0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 31. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u decidui i korionskim
resicama posteljica kod anomalija ploda i u terminskim kontrolama. (KT dec= terminska
kontrola decidua; KT res= terminska kontrola resice)
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Slika 32. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mm”) u posteljicama kod
anomalija ploda ( anaomalije uk) 1 u terminskim kontrolama (KT uk= terminske kontrole
ukupno).

Ekspresija proteina SFRP1 bila je izraZena je u citoplazmi decidualnih stanica te u

korionskim resicama (Slika 33),u citoplazmi viloznog sinciciotrofoblasta i citotrofoblasta.

Slika 33. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljici s anomalijom ploda (DAB, kontrastirano
hemalaunom).
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5.1.14. Usporedba ekspresije proteina SFRP1 u terminskim patoloskim posteljicama s

terminskim i prijevremenim kontrolama

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u deicidui 1 u korionskim resicama,
kao 1 ukupnu ekspresiju u posteljici, te usporedili medusobno terminsku patologiju s
terminskim i prijevremenim kontrolama.

Rezultate smo prikazali u Tablici 40, 41 1 42 1 Slikama 34, 35 1 36.

Tablica 40. Usporedba ekspresije proteina SFRP1 u decidui terminskih patoloskih posteljica
s terminskim i prijevremenim kontrolama

decidua Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost
Terminski idiopatski [UGR <0,0001 ns
Terminski tlak <0,0001 ns
Terminski tlak i dijabetes <0,0001 0,4438
Anomalije 0,005 0,9657

Statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane su Kruskal Wallis ANOVA, s post hoc Dunnovim testom. (ns = >0,9999,
nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 34. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm”) u decidui posteljica iz
patoloskih trudnoca te u terminskim i prijevremenim kontrolama (KT dec= terminske
kontrole decidua; T IUGR id dec= terminski idiopatski [IUGR decidua; T RR dec= terminski
tlak decidua; T RR GD dec= terminski tlak s gestacijskim dijabetesom decidua; PP K dec=
prijevremene kontrole decidua)
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Tablica 41. Usporedba ekspresije proteina SFRP1 u korionskim resicama terminskih
patoloskih posteljica s terminskim i prijevremenim kontrolama

korionske resice Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost
Terminski idiopatski [UGR <0,0001 0,2472
Terminski IUGR s tlakom 0,0258 ns
Terminski tlak <0,0001 ns
Terminski tlak i dijabetes <0,0001 0,1803
Terminski IUGR i dijabetes 0,0204 ns
Anomalije 0,0168 ns

Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane suKruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns=>0,9999,
nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 35. Prikaz volumenske gustoée SFRP1 antigena (Vv, mm”) u korionskim resicama
posteljica iz patoloskih trudnoc¢a te u terminskim i prijevremenim kontrolama. (KT res=
terminske kontrole resice; T IUGR id res= terminski idiopatski IUGR resice; T IUGR RR
res= terminski IUGR s povisenim tlakom resice; T RR res= terminski tlak resice; RR GD T
res= terminski tlak s gestacijskim dijabetesom resice; IUGR GD T res=terminski zastoj u
rastu s gestacijskim dijabetesom resice; PP K res= prijevremene kontrole resice)

101




Tablica 42. Usporedba ukupne ekspresije proteina SFRP1 u terminskim patoloskim
posteljicama s terminskim i prijevremenim kontrolama

Ukupna ekspresija Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost

Terminski idiopatski [IUGR <0,0001 0,8930
Terminski IUGR s tlakom 0,0907 ns

Terminski tlak <0,0001 ns

Terminski tlak i dijabetes <0,0001 ns

Terminski IUGR i dijabetes 0,0054 0,3882
Anomalije <0,0001 ns

Statisti¢ki znaCajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns=>0,9999,
nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 36. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP1 antigena (Vv, mmO) u posteljicama iz
patoloskih trudnoca te u terminskim i prijevremenim kontrolama. (KT uk= terminske
kontrole ukupno; T IUGR id uk= terminski idiopatski [UGR ukupno; T IUGR RR uk=
terminski [UGR s poviSenim tlakom ukupno; T RR uk= terminski tlak ukupno; RR GD T
uk= terminski tlak s gestacijskim dijabetesom ukupno; [IUGR GD T uk=terminski zastoj u
rastu s gestacijskim dijabetesom ukupno; PP K uk= prijevremene kontrole ukupno)

Statisticki znacajno izrazeniju ukupnu ekspresiju SFRP1 antigena kao i statisticki
znacajniju ekspresiju zasebno u decidui i korionskim resicama izmjerili smo u svim
ispitivanim skupinama patoloskih terminskih posteljica u odnosu na kontrolnu skupinu

terminskih posteljica (osim terminskog IUGR s tlakom koji je imao premalen uzorak decidue
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za samostalnu analizu, §to vjerojatno utjece na statisticki dobiveni nesignifikantni rezultat).
Navedene rezultate smo izracunali Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom i
prikazali na Slikama 34, 35 1 36.

Usporedujuci skupine terminskih patoloskih posteljica s kontrolnom skupinom
prijevremeno porodenih posteljica, pomocu Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim
testom nismo nasli statisticki znacajnu razliku u ukupnoj ekspresiji SFRP1 antigena. Jednako
tako, nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu terminske patologije i kontrolnih
prijevremeno porodenih posteljica niti zasebno u korionskim resicama i decidui.

Navedene rezultate smo prikazali na Slikama 34, 35 1 36.

5.1.15. Usporedba ekspresije proteina SFRP1 u prijevremeno porodenim patoloSkim

posteljicama s terminskim i prijevremenim kontrolama

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u deicidui 1 u korionskim resicama,
kao 1 ukupnu ekspresiju u posteljici, te usporedili medusobno prijevremeno porodene
posteljice iz patoloskih trudnoca s terminskim i prijevremenim kontrolama.

Rezultate smo prikazali u Tablici 43, 44 1 45 1 Slikama 37, 38 1 39.

Tablica 43. Usporedba ekspresije proteina SFRP1 u decidui prijevremeno porodenih
patoloskih posteljica s terminskim i prijevremenim kontrolama

decidua Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost
Prijevremeni IUGR s tlakom 0,0233 0,1016
Prijevremeni tlak 0,0372 0,1668
Prijevremeni tlak i dijabetes <0,0001 0,4267
Prijevremeni dijabetes <0,0001 ns

Statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns=>0,9999,
nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 37. Usporedba ekspresije SFRP1 u decidui patoloskih skupina prijevremeno porodenih
posteljica s kontrolnom skupinom prijevremeno porodenih posteljica i terminskim
kontrolama. (PP K dec= prijevremene kontrole decidua; PP IUGR RR dec= prijevremeno
porodeni zastoj u rastu s povisenim tlakom decisua; PP RR dec= prijevremeno porodeni tlak
decidua; PP RR GD dec= prijevremeno porodeni tlak s gestacijskim dijabetesom decidua; PP
GD dec= prijevremeno porodeni gestacijski dijabetes decidua; KT dec= terminske kontrole
decidua)

Tablica 44. Usporedba ekspresije proteina SFRP1 u korionskim resicama prijevremeno
porodenih patoloskih posteljica s terminskim i prijevremenim kontrolama

Korionske resice Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost
Prijevremeni idiopatski [IUGR 0,0209 ns
Prijevremeni IUGR s tlakom 0,0001 ns
Prijevremeni tlak 0,0001 ns
Prijevremeni tlak i dijabetes <0,0001 0,1303
Prijevremeni dijabetes n.s. 0,0017

Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns=>0,9999,
nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 38. Usporedba ekspresije SFRP1 u korionskim resicama patoloskih skupina
prijevremeno porodenih posteljica s kontrolnim skupinama prijevremeno porodenih i
terminskih posteljica. (PP K res= prijevremene kontrole resice; PP IUGR id res=
prijevremeno porodeni idiopatski IUGR resice; PP IUGR RR res= prijevremeno porodeni
IUGR s poviSenim tlakom resice; PP RR res= prijevremeno porodeni tlak resice; PP RR GD
res= prijevremeno porodeni tlak s gestacijskim dijabetesom resice; PP GD res= prijevemeno
porodeni gestacijski dijabetes resice; KT res= terminske kontrole resice ).

Tablica 45. Usporedba ukupne ekspresije proteina SFRP1 u prijevremeno porodenim
patoloskim posteljicama s terminskim i prijevremenim kontrolama

Ukupna ekspresija Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost
Prijevremeni idiopatski [IUGR 0,0101 0,5516
Prijevremeni IUGR s tlakom 0,001 ns
Prijevremeni tlak <0,0001 ns
Prijevremeni tlak i dijabetes <0,0001 0,1050
Prijevremeni dijabetes 0,0022 0,1916

Statistic¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns=>0,9999,
nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 39. Usporedba ukupne ekspresije SFRP1 u patoloskim skupinama prijevremeno
porodenih posteljica s kontrolnom skupinom terminskih i prijevremeno porodenih posteljica.
(PP K uk= prijevremene kontrole ukupno; PP IUGR id uk= prijevremeno porodeni idiopatski
IUGR ukupno; PP IUGR RR uk= prijevremeno porodeni IUGR s povisenim tlakom ukupno;
PP RR uk= prijevremeno porodeni tlak ukupno; PP RR GD uk= prijevremeno porodeni tlak s
gestacijskim dijabetesom ukupno; PP GD uk= prijevemeno porodeni gestacijski dijabetes
ukupno; KT uk= terminske kontrole ukupno).

Statisticki znacajno izraZeniju ukupnu ekspresiju SFRP1 antigena izmjerili smo u svim
ispitivanim skupinama patoloskih prijevremeno porodenih posteljica u odnosu na kontrolnu
skupinu terminskih posteljica.

Usporeduju¢i skupine prijevremeno porodenih patoloskih posteljica s kontrolnom
skupinom prijevremeno porodenih posteljica, nismo nasli statisticki znacajnu razliku u
ukupnoj ekspresiji SFRP1 niti u jednoj patoloskoj skupini.

U decidui, statisticki su se razlikovale sve skupine posteljica iz patoloskih trudnoéa, a
osobito one iz trudno¢a kompliciranih gestacijskim dijabetesom (samo GD i1 GD uz poviSeni
tlak majke) u odnosu na terminsku kontrolu, te niti jedna skupina u odnosu na prijevremene
kontrole.

U resicama, statisticki znacajna razlika u ekspresiji SFRP1 postoji u svim patoloskim
posteljicama u odnosu na terminske kontrole, osim kod onih samo s gestacijskim
dijabetesom. Nasuprot tome, niti jedna skupina se statisticki znacajno ne razlikuje od

prijevremenih kontrola, osim skupine samo s gestacijskim dijabetesom gdje je ekspresija
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SFRP1 manja u odnosu na prijevremene kontrole. Navedene rezultate smo izra¢unali
usporedujuéi odgovarajuée skupine pomocu Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim
testom (p<0,05).

Takoder smo medusobno usporedili skupine posteljica dobivene iz prijevremeno
porodenih patoloskih trudnoca.

Najjace izrazena ukupna ekspresija SFRP1 antigena nadena je u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudnoca s povisenim tlakom majke 1 gestacijskim dijabetesom,
Jednako tako, prijevremeno porodene posteljice s tlakom uz gestacijski dijabetes pokazale su
najvecu ekspresiju SFRP1 antigena i zasebno, u decidui i korionskim resicama. U resicama,
najmanja izrazenost SFRP1 nadena je u prijevremenim posteljicama samo s gestacijskim
dijabetesom, i to statisticki zna¢ajno manja u odnosu na prijevremene kontrole, a bez razlike u

odnosu na terminske posteljice.

Usporedujuci ekspresiju SFRP1 u decidui u odnosu na ekspresiju u korionskim
resicama u pojedinim skupinama posteljica, statisticki znac¢ajnu razliku nasli smo samo u
prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoca s gestacijskim dijabetesom (p < 0,0001),
dok razlika u svim ostalim skupinama patoloskih posteljica nije bila statisticki znac¢ajna. U
kontrolnim skupinama SFRP1 je jace izrazen u decidui nego u korionskim resicama.Rezultate

smo prikazali u Tablici 46 i na Slici 40.

Tablica 46. Usporedba ekspresije proteina SFRP1 u decidui s ekspresijom u korionskim
resicama kontrolnih terminskih i prijevremeno porodenih posteljica te prijevremeno

porodenih posteljica s gestacijskim dijabetesom.

decidua resice p vrijednost
Kontrole terminske 0,1625+0,005954 0,1408+0,006168 0,0019
Kontrole prijevremene 0,2336+0,009558 0,1926+0,009558 0,0048
Gestacijski dijabetes 0,2320+0,009042 0,1418+0,007168 <0,0001
(prijevrement)

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 40. Ekspresija proteina SFRP1 u decidui i korionskim resicama terminskih kontrolnih
posteljica te prijevremeno porodenih kontrolnih posteljica. (KT dec= terminske kontrole
decidua; KT res= terminske kontrole resice; PPK dec prijevrmene kontrole decidua; PP K res=
prijevremene kontrole resice)
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5.2. Ekspresija proteina SFRP3

Ekspresiju proteina SFRP3 istrazivali smo u kontrolnim terminskim posteljicama i
kontrolnim prijevremeno porodenim posteljicama te u posteljicama nakon terminskih
odnosno prijevremeno porodenih patoloskih trudnoca.

Zasebno smo analizirali slijedeca patoloska stanja:

. Terminski idiopatski [TUGR

. Idiopatski prijevremeno porodeni IUGR

. IUGR uz poviSen krvni tlak u prijevremenim porodima

. Poviseni krvni tlak uz eutrofi¢nu djecu - terminski

. PoviSeni krvni tlak uz eutrofi¢nu djecu - prijevremeno porodeni
. Prijevremeno porodeni s gestacijskim dijabetesom

. Poviseni tlak uz gestacijsku Secernu bolest - terminski i1 prijevremeni

0 9 N L BN =

..Anomalije ploda

U kontrolnim terminskim posteljicama ekspresiju proteina SFRP3 nasli smo u
citoplazmi sinciciotrofoblasta, Hofbauerovih stanica, viloznih stromalnih stanica, u stanicama

ekstraviloznog intermedijarnog trofoblasta i u decidui (Slika 41).

Slika 41. Ekspresija proteina SFRP3 u korionskim resicama (A) 1 decidui (B) kontrolnih
terminskih posteljica (DAB, kontrastirano hemalaunom)
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5.2.1. Ekspresija proteina SFRP3 u patoloskim terminskim i patoloS§kim prijevremeno

porodenim posteljicama

Usporedili smo ekspresiju proteina SFRP 3 u kontrolnim terminskim posteljicama
(n=25) s ekspresijom u terminskim posteljicama iz patoloskih trudnoc¢a ( n=57).

Ekspresiju SFRP1 proteina analizirali smo zasebno u deicidui i u korionskim resicama.
Statisticki znacajno izraZeniju ekspresiju ovog antigena izmjerili smo u terminskim
posteljicama iz patoloskih trudnoca u usporedbi s terminskim kontrolama kako u decidui tako
i u korionskim resicama. Takoder smo usporedili cjelokupnu ekspresiju ovog proteina u obje
skupine posteljica te dobili statisticki znacajno vecu ekspresiju u patoloskim posteljicama.
Navedene rezultate smo izraunali pomoc¢u Kuskal Wallis ANOVA a post hoc testiranje je

nacinjeno Dunnovim post hoc testom. Rezultate smo prikazali u Tablici 47 1 na Slici 42.

Tablica 47. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm”) u terminskim kontrolnim
posteljicama 1 terminskim posteljicama iz patoloskih trudnoca

Volumenska gusto¢a | Kontrola (terminska) Terminske posteljice iz | p vrijednost
(Vv; mm") patoloskih trudnoca

Decidua 0,1636+0,005131 0.2265+0.005054 <0,0001
Korionske resice 0,1813+0,005163 0.2503+0.007547 <0.0001
Ukupna ekspresija 0,1747+0,003785 0.2370+0.004617 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 42. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm”) u decidui i korionskim
resicama te ukupna ekspresija u kontrolnim terminskim posteljicama i terminskim
posteljicama iz patoloskih trudnoca (K TERM dec=terminske kontrole decidua; K TERM
res= terminske kontrole resice; K TERM uk= ukupna ekspresija u terminskim kontrolama; T
PAT dec= terminska pstologija decidua; T PAT res= terminska patologija resice; T PAT uk=
ukupna ekspresija u terminskim patoloskim posteljicama)

Jednako tako, usporedili smo kontrolne prijevremeno porodene posteljice (n=8) s
prijevremeno porodenim posteljicama iz patoloskih trudnoca (n = 33)

Nije bilo statisticki znacajne razlike u ukupnoj ekspresiji SFRP3 antigena izmedu
prijevremeno porodenih kontrolnih posteljica i prijevremenih posteljica iz patoloskih
trudnoca, kao niti razlike zasebno u decidui. U korionskim resicama ekspresija SFRP3
statisticki je znacajno veca u kontrolnim prijevremenim posteljicama. Navedene rezultate smo
izraCunali pomoc¢u Kuskal Wallis ANOVA a post hoc testiranje je nacinjeno Dunnovim post

hoc testom. Rezultate smo prikazali u Tablici 48 i na Slici 44.
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Tablica 48. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne
ekspresije u kontrolnim prijevremeno porodenim posteljicama s prijevremeno porodenim
patoloskim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola Prijevremene p vrijednost
(Vv; mm") (prijevremena) patoloske posteljice

Decidua 0,2589+0,007025 0,2577+0,004901 ns
Korionske resice 0,3312+0,01490 0,2790+0,006167 0,0371
Ukupna ekspresija 0,2952+0,01355 0,2694+0,004539 ns

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne. (ns =>0,9999,
nesignifikantno).
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Slika 44. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm”) u decidui i korionskim
resicama te ukupna ekspresija u kontrolnim prijevremeno porodenim posteljicama i
prijevremeno porodenim posteljicama iz patoloskih trudnoc¢a (PP K dec= prijevremene
kontrole decidua; PP K res= prijevremene kontrole resice; PP K uk= ukupna ekspresija u
prijevremenim kontrolama; PP PAT dec= prijevremena patologija decidua; PP PAT res=
prijevremena patologija resice; PP PAT uk= ukupna ekspresija u prijevremenim patoloskim
posteljicama)
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5.2.2. Ekspresija proteina SFRP3 u posteljicama kod prijevremenih poroda bez

pridruZene patologije ( kontrolne prijevremeno porodene posteljice)

Ekspresija proteina SFRP3 bila je statisticki znacajno vecéa u posteljicama iz

prijevremenih poroda u usporedbi s kontrolnim terminskim posteljicama (Kruskal Wallis

ANOVA; p<0,05). Pojedina¢nom analizom proteinske ekspresije istog antigena, utvrdili smo

da je SFRP3 jace izraZen kako u decidui tako i u korionskim resicama prijevremeno

porodenih posteljica. Ovu skupinu prijevremeno porodenih posteljica bez druge patologije

koristili smo kao kontrolnu skupinu prijevremenih poroda. Dobivene rezultate prikazali smo

tabularno (Tablica 49) i u obliku grafa (Slika 45 1 46 ).

Tablica 49. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te

ukupne ekspresije u normalnim prijevremeno porodenim posteljicama i normalnim

terminskim posteljicama

Volumenska gustoca

Normalne (kontrolne)

Normalne (kontrolne)

p vrijednost

(Vv; mm") terminske posteljice prijevremeno porodene

posteljice
Decidua 0,1636+0,005131 0,2589+0,007025 0,0001
Korionske resice 0,1813+0,005163 0,3312+0,01490 <0,0001
Ukupna ekspresija 0,1747+0,003785 0,2952+0,01355 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)

analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 45. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm”) u decidui i korionskim
resicama normalnih posteljica kod prijevremenog poroda. Usporedba s terminskom
kontrolnom skupinom. (K TERM dec= kontrola terminska decidua, K TERM res = kontrola
terminska resice, PP K dec= prijevremeni porodi (prijevremene kontrole) decidua, PP K res=
prijevremeni porodi (prijevremene kontrole) resice)
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Slika 46. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm"”) u normalnim
posteljicama kod prijevremenog poroda (PP K uk). Usporedba s terminskom kontrolnom
skupinom (K T uk).
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5.2.3. Ekspresija proteina SFRP3 u posteljicama kod terminskog idiopatskog IUGR-a

Ekspresija proteina SFRP3 bila je statisticki znacajno veca u posteljicama kod

terminskog idiopatskog zastoja u rastu ploda u usporedbi s terminskim kontrolnim

posteljicama (Kruskal Wallis ANOVA; p<0,05). Takoder smo utvrdili da je ekspresija istog

antigena jaCe izrazena u korionskim resicama i decidui patoloskih posteljica. Dobivene

rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 50) i u obliku grafa (Slika 47 i 48).

Tablica 50. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne
ekspresije u terminskim posteljicama iz trudnoca s idiopatskim IUGR 1 terminskim
kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca

Kontrola (terminska)

Terminski idiopatski

p vrijednost

(Vv; mm") IUGR

Decidua 0,1636+0,005131 0,2501+0,009258 <0,0001
Korionske resice 0,1813+0,005163 0,3275+0,01248 <0,0001
Ukupna ekspresija 0,1747+0,003785 0,3014+0,009527 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 47. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm’) u korionskim resicama i
decidui terminskih posteljica iz trudnoca s idiopatskim zastojem u rastu ploda. Usporedba s
terminskim kontrolama. (K TERM dec= kontrola terminska decidua, K TERM res = kontrola
terminska resice, T IUGR id dec= terminski idiopatski [IUGR decidua, T IUGR id res=
terminski idiopatski IUGR resice)
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Slika 48. Prikaz ukupne volumenske gustoée SFRP3 antigena (Vv, mm®) u terminskim
posteljicama s idiopatskim zastojem u rastu ploda ( T IUGR id uk) i terminskim kontrolama
(K TERM uk).

Ekspresiju proteina SFRP3 nasli smo u citoplazmi sinciciotrofoblasta, ekstraviloznog
intermedijarnog trofoblasta i u decidui (Slika 49). SFRP3 antigen naden je i u stancama

glatkog misic¢a krvnih Zila posteljica sa zastojem u rastu ploda.
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Slika 49. Ekspresija proteina SFRP1 u posteljicama kod terminskog idiopatskog [UGR-a
(DAB, kontrastirano hemalaunom)
5.2.4. Ekspresija proteina SFRP3 u posteljicama kod prijevremeno porodenog

idiopatskog IUGR-a

Ekspresija proteina SFRP3 bila je statisticki znac¢ajno veca u posteljicama kod
terminskog idiopatskog zastoja u rastu ploda u usporedbi s terminskim kontrolnim
posteljicama (Kruskal Wallis ANOVA; p<0,05). Takoder smo utvrdili da je ekspresija istog
antigena slabije izraZena u korionskim resicama patoloskih posteljica u usporedbi s
prijevremenom kontrolnom skupinom, dok u decidui i ukupnoj ekspresiji nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike. Dobivene rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 511 52) i u obliku grafa

(Slika 501 51).

Tablica 51. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne
ekspresije u prijevremeno porodenim posteljicama s idiopatskim IUGR i terminskim
kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola (terminska) | Prijevremeno porodeni p vrijednost
(Vv; mm”) idiopatski [IUGR

Decidua 0,1636+0,005131 0,2482+0,01252 <0,0001
Korionske resice 0,1813+0,005163 0,2663+0,01309 <0,0001
Ukupna ekspresija 0,1747+0,003785 0,2540+0,009619 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)

analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Tablica 52. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne

ekspresije u prijevremeno porodenim posteljicamas idiopatskim IUGR 1 prijevremeno
porodenim kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola Prijevremeno porodeni p vrijednost
(Vv; mm") (prijevremena) idiopatski [IUGR

Decidua 0,2589+0,007025 0,2482+0,01252 ns
Korionske resice 0,3312+0,01490 0,2663+0,01309 0,0123
Ukupna ekspresija 0,2952+0,01355 0,2540+0,009619 0.6466

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns =>0,9999, nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisticki

znacajne.
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Slika 50. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm’) u korionskim resicama i
decidui prijevremeno porodenih posteljica iz trudnoca s idiopatskim zastojem u rastu ploda.
Usporedba s prijevremenim i terminskim kontrolama. (PP K dec = prijevremena kontrola
decidua, PP IUGR id dec = prijevremeni idiopatski [UGR decidua, K TERM dec = kontrola
terminska decidua, PP K res = prijevremena kontrola resice, PP IUGR id res = prijevremeni
idiopatski IUGR resice, K TERM res = kontrola terminska resice)
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Slika 51. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm") u prijevremeno
porodenim posteljicama sidiopatskim zastojem u rastu ploda (PP IUGR id uk) i
prijevremenim (PP K uk) i terminskim kontrolama (K TERM uk)

5.2.5. Ekspresija proteina SFRP3 u posteljicama kod prijevremenog poroda uz IUGR i

poviSeni krvni tlak majke

Ukupna ekspresija proteina SFRP3 kao i zasebna ekspresija u decidui i korionskim
resicama bila je statisticki znac¢ajno veca u prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoc¢a
sa zastojem u rastu ploda uz povisen krvni tlak u usporedbi s kontrolnim terminskim
posteljicama (p<0,05). Rezultati su dobiveni pomocu Kruskal Wallis ANOVA s post hoc
Dunnovim testom.

Takoder smo utvrdili da nema statisticki znacajne razlike niti u ukupnoj niti u zasebnoj
ekspresiji istog antigena u resicama i decidui u usporedbi s prijevremeno porodenim
kontrolnim posteljicama. (Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. ; p<0,05).
Dobivene rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 53 i 54) 1 u obliku grafa (Slika 52 1 53).

Tablica 53. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne
ekspresije u prijevremeno porodenim posteljicama s IUGR uz poviseni tlak majke 1
terminskim kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola (terminska) | Prijevremeno porodeni p vrijednost
(Vv; mm”) TUGR uz poviseni tlak

Decidua 0,1636+0,005131 0,2479+0,01226 <0,0001
Korionske resice 0,1813+0,005163 0,2827+0,01441 <0,0001
Ukupna ekspresija 0,1747+0,003785 0,2756+0,01173 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Tablica 54. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne
ekspresije u prijevremeno porodenim posteljicamas [UGR uz poviSeni tlak majke i
prijevremeno porodenimkontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola Prijevremeno porodeni | p vrijednost
(Vv; mm") (prijevremena) IUGR uz poviseni tlak

Decidua 0,2589+0,007025 0,2479+0,01226 ns
Korionske resice 0,3312+0,01490 0,2827+0,01441 ns
Ukupna ekspresija 0,2952+0,01355 0,2756+0,01173 ns

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns =>0,9999, nesignifikantno)
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Slika 52. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm’) u korionskim resicama i
decidui prijevremeno porodenih posteljica iz trudnoca sa zastojem u rastu ploda uz poviseni
tlak majke. Usporedba s prijevremenim i terminskim kontrolama. (PP K dec = prijevremena
kontrola decidua, PP IUGR RR dec = prijevremeni [UGR s tlakom decidua, K TERM dec =
kontrola terminska decidua, PP K res = prijevremena kontrola resice, PP IUGR RR res =
prijevremeni [UGR s tlakom resice, K TERM res = kontrola terminska resice)
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Slika 53. Ukupna ekspresija SFRP3 antigena (Vv, mm") u prijevremeno porodenim
posteljicama uz IUGR i povisen krvni tlak (PP IUGR RR uk). Usporedba s prijevremenim
(PP K uk) i terminskim kontrolama (K TREM uk).

5.2.6. Ekspresija proteina SFRP3 u terminskim posteljicama kod poviSenog krvnog

tlaka uz eutrofi¢nu djecu

Ekspresija proteina SFRP3 bila je statisticki znac¢ajno veca u terminskim posteljicama
kod povisenoga krvnog tlaka bez zastoja u rastu ploda, dakle s eutroficnom djecom, u
usporedbi s terminskim kontrolnim posteljicama (Kruskal Wallis ANOVA s post hoc
Dunnovim testom; p<0,05). Pojedina¢nom analizom proteinske ekspresije istog antigena,
utvrdili smo da je SFRP3 jace izraZen kako u decidui tako i u korionskim resicama patoloskih
posteljica. Dobivene rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 55) i u obliku grafa (Slika 54 i

55).

Tablica 55. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne
ekspresije u terminskim posteljicama iz trudnoca s eutroficnom djecom uz poviseni tlak
majke i terminskim kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola (terminska) | Prijevremeno porodeni p vrijednost
(Vv; mm") IUGR uz poviSeni tlak

Decidua 0,1636+0,005131 0,2323+0,007761 <0,0001
Korionske resice 0,1813+0,005163 0,2524+0,009885 <0,0001
Ukupna ekspresija 0,1747+0,003785 0,2430+0,006424 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 54. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm”) u decidui i korionskim
resicama terminkih posteljica kod povisenog krvnog tlaka uz eutrofi¢nu djecu te terminskim
kontrolama (K TERM dec = kontrola terminska decidua, K TERM res = kontrola terminska
resice, T RR dec = terminski tlak decidua, T RR res = terminski tlak resice)
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Slika 55. Prikaz ukupne volumenske gustoée SFRP3 antigena (Vv, mm") u terminskim
posteljicama kod poviSenog krvnog tlaka uz eutrofi¢nu djecu (T RR uk) i terminskim
kontrolama (K TERM uk)

Ekspresiju proteina SFRP3 nasli smo u citoplazmi sinciciotrofoblasta, citotrofoblasta

iu decidui terminskih posteljica iz trudnoca s povisenim tlakom majke (Slika 50).
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Slika 56. Ekspresija proteina SFRP3 u terminskim posteljicama kod povisenog krvnog tlaka
majke uz normalnu tezinu djeteta (DAB, kontrastirano hemalaunom).

5.2.7. Ekspresija proteina SFRP3 u prijevremeno porodenim posteljicama kod

poviSenog krvnog tlaka uz djecu eutrofi¢nu za gestacijsku dob, spol i paritet majke

Ekspresija proteina SFRP3 bila je statisticki znacajno veca u prijevremeno porodenim
posteljicama kod poviSenoga krvnog tlaka bez zastoja u rastu ploda, dakle s eutroficnom
djecom za gestacijsku dob, spol i paritet majke, u usporedbi s terminskim kontrolnim
posteljicama. Rezultati su analizirani pomo¢u Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim
testom. (p<0,05). Pojedina¢nom analizom proteinske ekspresije istog antigena, utvrdili smo
da je SFRP3 jace izraZen kako u decidui tako 1 u korionskim resicama patoloskih posteljica.
Dobivene rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 56) i u obliku grafa (Slika 57 1 58).

Usporedujuci patolosku skupinu prijevremeno porodenih posteljica s prijevremenim
kontrolama, nije nadena statisticki znacajna razlika u decidui niti u ukupnoj ekspresiji SFRP 3
proteina. Jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) statisticki znacajna razlika izmedu
prijevremeno porodenih kontrola i ispitivane skupine prijevremeno porodenih posteljica iz
trudnoca s povisenim tlakom majke i eutroficnom djecom nadena je u korionskim resicama
patoloskih posteljica, u kojima je izraZenost antigena manja nego u kontrolnoj skupini.

Dobivene rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 57) i u obliku grafa (Slika 57 1 58).

Tablica 56. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne
ekspresije u prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoca s eutrofi¢cnom djecom uz
poviSeni tlak majke 1 terminskim kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola (terminska) | Prijevremeno porodeni p vrijednost
(Vv; mm”) eutrofi¢ni uz poviseni tlak

Decidua 0,1636+0,005131 0,2572+0,01072 <0,0001
Korionske resice 0,1813+0,005163 0,2644+0,0129 0,0005
Ukupna ekspresija 0,1747+0,003785 0,2611+0,008878 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Tablica 57. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne
ekspresije u prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoca s eutrofiécnom djecom uz
poviSeni tlak majke 1 prijevremeno porodenim kontrolnim posteljicama

| Volumenska gustoéa | Kontrola | Prijevremeno porodeni | p vrijednost |
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(Vv; mm") (prijevremena) eutrofi¢ni uz poviseni tlak

Decidua 0,2589+0,007025 0,2572+0,01072 ns
Korionske resice 0,3312+0,01490 0,2644+0,0129 0,0317
Ukupna ekspresija 0,2952+0,01355 0,2611+0,008878 ns

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns =>0,9999, nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su znacajne.
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Slika 57. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm’) u decidui i korionskim
resicama prijevremeno porodenih posteljica eutrofi¢ne djece uz poviSeni tlak majke 1
prijevremenim i terminskim kontrolama (PP K dec = prijevremena kontrola decidua, PP RR
dec = prijevremeni tlak decidua, K TERM dec = kontrola terminska decidua,PP K res=
prijevremena kontrola resice, PP RR res = prijevremeno porodeni tlak resice, K TERM res =
kontrola terminska resice)
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Slika 58. Prikaz ukupne volumenske gustoée SFRP3 antigena (Vv, mm") u prijevremeno
porodenim posteljicama kod eutrofi¢ne djece i povisSenog tlaka majke te prijevremenim i
terminskim kontrolama

5.2.8. Ekspresija proteina SFRP3 u prijevremeno porodenim posteljicama s

gestacijskom Se¢ernom bolesti

Ekspresija proteina SFRP3 bila je statisticki znacajno veca u prijevremeno porodenim
posteljicama s gestacijskim dijabetesom u usporedbi s kontrolnim terminskim posteljicama
(Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom; p<0,05). Pojedinacnom analizom
proteinske ekspresije istog antigena, utvrdili smo da je SFRP3 jace izrazen kako u decidui
tako 1 u korionskim resicama patoloskih posteljica. Dobivene rezultate prikazali smo
tabularno (Tablica 58) i u obliku grafa (Slika 59 1 60).

Usporedujuci patolosku skupinu prijevremeno porodenih posteljica s prijevremenim
kontrolama, nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u decidui i ukupnoj ekspresiji SFRP3 dok
je uresicama razlika statisticki znacajna, no ekspresija SFRP3 proteina je manja nego u
resicama kontrolne prijevremeno porodene skupine. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu
odgovarajucih grupa (p<0,05) analizirane su pomocu Kruskal Wallis ANOVA s post hoc
Dunnovim testom. Dobivene rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 59) i u obliku grafa

(Slika 59 i 60).

Tablica 58. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne
ekspresije u prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoca s gestacijskim dijabetesom s
terminskim kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola (terminska) | Prijevremeno porodeni s p vrijednost
(Vv; mm”) gestacijskim dijabetsom

Decidua 0,1636+0,005131 0,2526+0,009671 <0,0001
Korionske resice 0,1813+0,005163 0,2721+0,01170 <0,0001
Ukupna ekspresija 0,1747+0,003785 0,2726+0,01151 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Tablica 59. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne
ekspresije u prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoca s gestacijskim dijabetesom s
prijevremeno porodenim kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola Prijevremeno porodeni s p vrijednost
(Vv; mm”) (prijevremena) gestacijskim dijabetesom
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Decidua 0,2589+0,007025 0,2572+0,01072 ns
Korionske resice 0,3312+0,01490 0,2644+0,0129 0,0259
Ukupna ekspresija 0,2952+0,01355 0,2611+0,008878 ns

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns =>0,9999, nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisticki

znacajne.
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Slika 59. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm”) u decidui i korionskim
resicama prijevremeno porodenih posteljica uz gestacijski dijabetes majke teprijevremenim i

terminskim kontrolama (PP K dec = prijevremena kontrola decidua, PP GD dec =

prijevremeni gestacijski dijabetes decidua, K TERM dec = kontrola terminska decidua, PP K
res= prijevremena kontrola resice, PP GD res = prijevremeno porodeni gestacijski dijabetes

resice, K TERM res = kontrola terminska resice)
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Slika 60. Prikaz ukupne volumenske gustoée SFRP3 antigena (Vv, mm") u prijevremeno
porodenim posteljicama uz gestacijski dijabetes majke (PP GD uk) te prijevremenim (PP K
uk) 1 terminskim kontrolama (K TERM uk)

5.2.9. Ekspresija proteina SFRP3 u terminskim posteljicama iz trudnoéa s poviSenim

krvnim tlakom i gestacijskim dijabetesom

Ekspresija proteina SFRP3 bila je statisticki znacajno veca u terminskim posteljicama
iz trudnoc¢a uz poviseni krvni tlak s gestacijskom Sec¢ernom bolesti u usporedbi s terminskim
kontrolnim posteljicama (Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom; p<0,05).
Pojedina¢nom analizom proteinske ekspresije istog antigena, utvrdili smo da je SFRP3 jace
izrazen kako u decidui tako i u korionskim resicama terminskih patoloskih posteljica.

Dobivene rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 60) i u obliku grafa (Slika 61 i1 62).

Tablica 60. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i korionskim resicama, te ukupne
ekspresije u terminskim posteljicama iz trudnoca s poviSenim tlakom majke i gestacijskim
dijabetesom s terminskim kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola (terminska) | PoviSeni tlak i gestacijski p vrijednost
(Vv; mm") dijabetes (terminski)

Decidua 0,1636+0,005131 0,2311+0,009297 <0,0001
Korionske resice 0,1813+0,005163 0,2746+0,01336 <0,0001
Ukupna ekspresija 0,1747+0,003785 0,2389+0,008258 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
Analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 61. Prikaz volumenske gustoée SFRP3 antigena (Vv, mm") u decidui i korionskim
resicama terminskih posteljica eutroficne djece iz trudnoca s poviSenim tlakom majke i
gestacijskim dijabetesom te u terminskim kontrolama (K TERM dec = kontrola terminska
decidua, K TERM res = kontrola terminska resice, T RR GD dec = terminski tlak s
gestacijskim dijabetesom decidua, T RR GD res = terminski tlak s gestacijskim dijabetesom
resice)
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Slika 62. Prikaz ukupne volumenske gustoée SFRP3 antigena (Vv, mm") u terminskim
posteljicama eutroficne djece iz trudnoca s povisenim tlakom majke i gestacijskim
dijabetesom (T RR GD uk) te u terminskim kontrolama (K TERM uk)
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Ekspresiju proteina SFRP3 nasli smo u citoplazmi sinciciotrofoblasta, citotrofoblasta
iu decidui terminskih posteljica s povisSenim tlakom i gestacijskim dijabetesom majke (Slika

63).

Slika 63. Ekspresija proteina SFRP3 u terminskim posteljicama iz trudnoca s povisenim

tlakom 1 gestacijskim dijabetesom majke (DAB, kontrastirano hemalaunom)
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5.2.10. Ekspresija proteina SFRP3 u prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoc¢a

s poviSenim krvnim tlakom i gestacijskim dijabetesom

Ekspresija proteina SFRP3 bila je statisticki znacajno vec¢a u prijevremeno porodenim
posteljicama iz trudnoca uz poviseni krvni tlak s gestacijskom Se¢ernom bolesti u usporedbi s
terminskim kontrolnim posteljicama (Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom;
p<0,05). Pojedina¢nom analizom proteinske ekspresije istog antigena, utvrdili smo da je
SFRP3 jace izrazen u decidui prijevremeno porodenih patoloskih posteljica. Dobivene
rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 61) i u obliku grafa (Slika 64).

Usporedujuci s kontrolnom skupinom prijevremeno porodenih posteljica, nije bilo
statisti¢ki znacajne razlike niti u ukupnoj ekspresiji SFRP3 proteina kao niti u decidui u
odnosu na patoloske poseljice (Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom;
p<0,05) .Dobivene rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 62) i u obliku grafa (Slika 64).

Tablica 61. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i ukupne ekspresije u
prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoca s povisenim tlakom majke 1 gestacijskim
dijabetesom s terminskim kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola (terminska) | PoviSeni tlak i gestacijski p vrijednost
(Vv; mm") dijabetes (prijevremeni)

Decidua 0,1636+0,005131 0,3059+0,01201 <0,0001
Ukupna ekspresija 0,1747+0,003785 0,2832+0,01119 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)

analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Tablica 62. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui i ukupne ekspresije u

prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoca s povisenim tlakom majke 1 gestacijskim

dijabetesom s prijevremenim kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca Kontrola Poviseni tlak i gestacijski p vrijednost
(Vv; mm") (prijevremena) dijabetes (prijevremeni)

Decidua 0,2589+0,007025 0,3059+0,01201 ns
Ukupna ekspresija 0,2952+0,01355 0,2832+0,01119 ns

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns =>0,9999, nesignifikantno)

130




SFRP3

-
=
J

4

0.24
. —

0.1 -| I
0.0 n—— T T
&

Slika 64. Prikaz ukupne volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm”) i Vv u decidui
prijevremeno porodenih posteljica eutroficne djece iz trudnoca s povisenim tlakom majke 1
gestacijskim dijabetesom te u terminskim i prijevremenim kontrolama (PP K dec =
prijevremen kontrole decidua, PP RR GD dec = prijevremeni tlak s gestacijskim dijabetesom
decidua, K TERM dec = kontrola terminska decidua, PP K uk = prijevremene kontrole
ukupna ekspresija, PP RR GD uk = prijevremeni tlak s gestacijskim dijabetesom ukupna
ekspresija, K TERM uk = kontrola terminska ukupna ekspresija)

Volumenska gustoca (Vv: mm"”
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5.2.11. Ekspresija proteina SFRP3 u posteljicama kod anomalija ploda

Ukupna ekspresija proteina SFRP3 bila je statisticki znacajno veca u posteljicama kod

anomalija ploda u usporedbi s kontrolnim posteljicama (Kruskal Wallis ANOVA s post hoc

Dunnovim testom; p<0,05). U decidui i korionskim resicama patoloskih posteljica ekspresija

istog antigena bila je takoder znacajno veca. Dobivene rezultate prikazali smo tabularno

(Tablica 63) 1 u obliku grafa (Slika 65 i 66).

Tablica 63. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui te ukupne ekspresije u
posteljicama iz trudno¢a s anomalijom ploda s terminskim kontrolnim posteljicama

Volumenska gustoca

Kontrola (terminska)

Anomalije (terminske)

p vrijednost

(Vv; mmo)

Decidua 0,1636+0,005131 0,2111+0,008906 0,0008
Korionske resice 0,1813+0,005163 0,2192+0,01028 0,0007
Ukupna ekspresija 0,1747+0,003785 0,2253+0,009767 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)

analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 65. Prikaz volumenske gusto¢e SFRP3 antigena (Vv, mm’) u decidui i korionskim

resicama posteljica kod anomalija ploda i terminskim kontrolama ( K TERM dec = kontrola
terminska decidua, K TERM res = kontrola terminska resice, anomalije dec = anomalije
decidua, anomalije res = anomalije resice)
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Slika 66. Prikaz ukupne volumenske gustoée SFRP3 antigena (Vv, mm") u posteljicama kod
anomalija ploda i terminskim kontrolama (K TERM uk = kontrola terminska ukupna

ekspresija, anomalije uk = anomalije ukupna ekspresija)

Ekspresija proteina SFRP3 nadena je u citoplazmi sinciciotrofoblasta i citotrofoblasta

u korionskim resicama i decidui posteljica kod anomalija ploda (Slika 67).

Slika 61. Ekspresija proteina SFRP3 u korionskim resicama (A, C) i decidui (B, C)
posteljica kod anomalija ploda (DAB, kontrastirano hemalaunom)
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5.2.12. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u terminskim patoloskim posteljicama s

terminskim i prijevremenim kontrolama

Analiziraju¢i rezultate zamijetili smo sli¢nost ekspresije SFRP3 proteina u terminskim
patoloskim posteljicama s ekspresijom u prijevremenim kontrolnim posteljicama. Stoga smo
usporedili medusobno terminsku patologiju s terminskim i prijevremenim kontrolama i to
zasebno u deicidui i korionskim resicama, kao 1 ukupno u posteljici. Statisticki znacajne
razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa analizirane su pomocu Kruskal Wallis ANOVA s post
hoc Dunnovim testom; p<0,05)

Rezultate smo prikazali u Tablici 64, 65 1 66 1 Slikama 68, 69 i1 70.

Tablica 64. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui terminskih patoloskih posteljica
s terminskim i prijevremenim kontrolama

decidua Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost

Terminski idiopatski [IUGR <0,0001 ns

Terminski tlak <0,0001 ns

Terminski tlak i1 dijabetes <0,0001 ns

Anomalije 0,0008 0,6474

Statisti¢ki znaCajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns = p>0,9999,
nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 68. Prikaz ekspresije proteina SFRP3 u decidui terminskih patoloSkih posteljica s
terminskim i prijevremenim kontrolama, (K TERM dec = kontrola terminska decidua, PP K
dec = prijevremena kontrola decidua, T IUGR id dec = terminski idiopatski [UGR decidua, T
RR dec = terminski tlak decidua, T RR GD dec = terminski tlak s gestacijskim dijabetesom
decidua, anomalije dec= anomalije decidua)
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Tablica 65. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u korionskim resicama terminskih
patoloskih posteljica s terminskim i prijevremenim kontrolama

Korionske resice Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost
Terminski idiopatski [UGR <0,0001 ns
Terminski tlak <0,0001 0,0006
Terminski tlak i dijabetes <0,0001 0,14
Anomalije 0,0007 0,0001

Statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns = p>0,9999,
nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 69. Prikaz ekspresije proteina SFRP3 u korionskim resicama terminskih patoloskih

posteljica s terminskim i prijevremenim kontrolama (K TERM res = kontrola terminska

resice, PP K res = prijevremena kontrola resice, T IUGR id res = terminski idiopatski [UGR

resice, T RR res = terminski tlak resice, T RR GD res = terminski tlak s gestacijskim

dijabetesom resice, anomalije res = anomalije resice)

Tablica 66. Usporedba ukupne ekspresije proteina SFRP3 u terminskim patoloskim
posteljicama s terminskim 1 prijevremenim kontrolama

Ukupna ekspresija Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost
Terminski idiopatski [IUGR <0,0001 0,9869
Terminski tlak <0,0001 0,0037
Terminski tlak i1 dijabetes <0,0001 0,0056
Anomalije <0,0001 0,0002

Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunn'’s testom. Podebljane vrijednosti
su statisticki znacajne.
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Slika 70. Prikaz ukupne ekspresije proteina SFRP3 u terminskim patoloSkim posteljicama s
terminskim 1 prijevremenim kontrolama (K TERM uk = kontrola terminska ukupna ekspesija,
PP K uk = prijevremena kontrola ukupna ekspresija, T [IUGR id uk = terminski idiopatski
IUGR ukupna ekspresija, T RR uk = terminski tlak ukupna ekspresija, T RR GD uk =
terminski tlak s gestacijskim dijabetesom ukupna ekspresija, anomalije uk = anomalije
ukupna ekspresija)

Statisticki znacajno izraZeniju ukupnu ekspresiju SFRP3 antigena kao 1 statisticki
znacajniju ekspresiju zasebno u decidui i korionskim resicama izmjerili smo u svim
ispitivanim skupinama patoloskih terminskih posteljica u odnosu na kontrolnu skupinu
terminskih posteljica. Navedene rezultate smo izracunali pomocu Kruskal Wallis ANOVA s
post hoc Dunnovim testom i prikazali na Slikama 68, 69 1 70.

Usporedujuci skupine terminskih patoloskih posteljica s kontrolnom skupinom
prijevremeno porodenih posteljica, nismo nasli statisticki znacajno razli¢itu ekspresiju
SFRP3 antigena u decidui niti u jednoj patoloskoj skupini u odnosu na kontrolne
prijevremeno porodene posteljice. U korionskim resicama, statisticki zna¢ajno manja
ekspresija SFRP3 nadena je u posteljicama iz trudnoca s povisenim tlakom majke i
anomalijama ploda, dok kod idiopatskog zastoja u rastu i povisenog tlaka majke nije bilo

statisti¢ki znacajne razlike. Ukupna ekspresija statisticki je zna¢ajno manja u trudnocama s

136



povisenim tlakom, povisenim tlakom i gestacijskim dijabetesom te kod anomalija, dok u
skupini idiopatskog zastoja u rastu nije bilo razlike. Navedene rezultate smo izracunali
pomocu Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom i prikazali na Slikama 68, 69 i
70.

Takoder smo medusobno usporedili skupine posteljica dobivene iz patoloskih
trudno¢a. Pomocu Kruskal Wallis ANOVA medu njima nismo dobili statisticki znacajnu
razliku u decidui niti u ukupnoj ekspresiji SFRP3 antigena, dok je u resicama nadena razlika
izmedu idiopatskog IUGR kod kojeg je ekspresija najveca i otalih patoloskih trudnoca koje se

medusobno statisti¢ki ne razlikuju (p<0,05).

5.2.13.Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u prijevremeno porodenim patoloskim

posteljicama s terminskim i prijevremenim kontrolama

Ekspresiju SFRP3 proteina analizirali smo zasebno u deicidui i u korionskim resicama,
kao 1 ukupnu ekspresiju u posteljici, te usporedili medusobno prijevremeno porodenu
patologiju s terminskim i prijevremenim kontrolama.

Rezultate smo prikazali u Tablici 67, 8 1 69 i1 Slikama 71, 72 1 73.

Tablica 67. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui prijevremeno porodenih
patoloskih posteljica s terminskim i prijevremenim kontrolama

decdua Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost
Prijevremeni idiopatski [IUGR <0,0001 ns
Prijevremni IUGR s tlakom <0,0001 ns
Prijevremeni tlak <0,0001 ns
Prijevremeni dijabetes <0,0001 ns
Prijevremeni tlak i dijabetes <0,0001 ns

Statisti¢ki znaCajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns = p>0,9999,
nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 71. Prikaz ekspresije proteina SFRP3 u decidui prijevremeno porodenih patoloskih
posteljica te terminskih i prijevremenih kontrola (K TERM dec = kontrola terminska decidua,
PP K dec = prijevremena kontrola decidua, PP IUGR id dec = prijevremeni idiopatski [UGR
decidua, PP IUGR RR dec = prijevremeni IUGR s povisenim tlakom decidua, PP RR dec =
prijevremeni poviseni tlak decidua, PP GD dec = prijevremeni gestacijski dijabetes dec, PP
RR GD dec = prijevremeni tlak s gestacijskim dijabetesom decidua)

Tablica 68. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u korionskim resicama prijevremeno

porodenih patoloskih posteljica s terminskim i prijevremenim kontrolama

Korionske resice

Kontrole (terminske)
p vrijednost

Kontrole (prijevremene)
p vrijednost

Prijevremeni idiopatski [UGR <0,0001 0,0123
Prijevremeni IUGR s tlakom <0,0001 ns

Prijevremeni tlak 0,0005 0,0317
Prijevremeni dijabetes <0,0001 0,0259

Statistic¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns =p>0,9999,
nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 72. Prikaz ekspresije proteina SFRP3 u korionskim resicama prijevremeno porodenih
patoloskih posteljica te terminskih i prijevremenih kontrola (K TERM res = kontrola
terminska resice, PP K res = prijevremena kontrola resice, PP IUGR id res = prijevremeni
idiopatski IUGR resice, PP IUGR RR res = prijevremeni IUGR s poviSenim tlakom resice, PP

RR res = prijevremeni poviseni tlak resice, PP GD res = prijevremeni gestacijski dijabetes

resice)

Tablica 69. Usporedba ukupne ekspresije proteina SFRP3 u prijevremeno porodenim

patoloskim posteljicama s terminskim i prijevremenim kontrolama

Ukupna ekspresija Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost
Prijevremeni idiopatski [IUGR <0,0001 0,6466
Prijevremni IUGR s tlakom <0,0001 ns
Prijevremeni tlak <0,0001 ns
Prijevremeni dijabetes <0,0001 ns
Prijevremeni tlak i dijabetes <0,0001 ns

Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom. (ns = p>0,9999,
nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 73. Prikaz ukupne ekspresije proteina SFRP3 u prijevremeno porodenim patoloSkim
posteljicama te terminskim i prijevremenim kontrolama (K TERM uk = kontrola terminska
ukupna ekspresija, PP K uk = prijevremena kontrola ukupna ekspresija, PP IUGR id uk =
prijevremeni idiopatski [IUGR ukupna ekspresija, PP [UGR RR uk = prijevremeni IUGR s
povisenim tlakom ukupna ekspresija, PP RR uk = prijevremeni poviSeni tlak ukupna
ekspresija, PP GD uk = prijevremeni gestacijski dijabetes ukupna ekspresija, PP RR GD uk =
prijevremeni tlak s gestacijskim dijabetesom ukupna ekspresija)

Statisticki znac¢ajno izraZeniju ukupnu ekspresiju SFRP3 antigena kao 1 statisticki
znacajniju ekspresiju zasebno u decidui i korionskim resicama izmjerili smo u svim
ispitivanim skupinama patoloskih prijevremeno porodenih posteljica u odnosu na kontrolnu
skupinu terminskih posteljica (Slike 71, 721 73).

Usporedujuéi skupine prijevremeno porodenih patoloskih posteljica s kontrolnom
skupinom prijevremeno porodenih posteljica, nismo nasli statisticki znacajno razlicitu
ekspresiju SFRP3 antigena u decidui niti u jednoj patoloskoj skupini u odnosu na kontrolne
prijevremeno porodene posteljice. U korionskim resicama, statisticki zna¢ajno manja
ekspresija SFRP3 nadena je u posteljicama iz trudnoéa s idiopatskim IUGR, poviSenim
krvnim tlakom te povisenim tlakom i dijabetesom, dok skupina sa zastojem u rastu i tlakom
nije bila statisticki razli¢ita od prijevremene kontrole. Kod ukupne ekspresije SFRP3 u
posteljici nije bilo statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu patoloskih skupina i prijevremenih
kontrola. Navedene rezultate smo izracunalipomocu Kruskal Wallis ANOVA s post hoc

Dunnovim testom i prikazali na Slikama 71, 721 73.
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Usporedujuc¢i medusobno ekspresiju antigena SFRP3 u decidui i resicama, uocili smo
da je SFRP3 statisti¢ki znacajno izrazeniji u resicama terminskih i prijevremenih kontrola
nego u decidui (Mann Whitney test; p<0,05). Rezultate smo prikazali tabularno (Tablica 70) i
graficki (Slika 74. Statisticki znacajno veca ekspresija u korionskim resicama u odnosu na
deciduu nadena je i kod terminskog IUGR (p<0,0001), terminskog povisSenog tlaka majke uz
gestacijski dijabetes (p=0,0230) te prijevremenog IUGR uz poviseni tlak majke (p=0,0197). U
ostalim skupinama patoloskih posteljica nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike izmedu
ekspresije SFRP3 u resicama u odnosu na deciduu. Razlike izmedu odgovarajucih grupa

analizirane su Mann Whitney testom.

Tablica 70. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui s ekspresijom u korionskim
resicama kontrolnih terminskih i prijevremeno porodenih posteljica

decidua resice p vrijednost
Kontrole terminske 0,1636+0,005131 0,1813+0,005163 0,0213
Kontrole prijevremene 0,2589+0,007025 0,3312+0,01490 0,0063

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 74. Usporedba ekspresije proteina SFRP3 u decidui s ekspresijom u korionskim
resicama kontrolnih terminskih i prijevremeno porodenih posteljica (K TERM dec =
terminske kontrole decidua; K TERM res= terminske kontrole resice; PP K dec prijevremene
kontrole decidua; PP K res= prijevremene kontrole resice)
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5.3. Ekspresija proteina TCF1

Ekspresiju TCF1 antigena detektirali smo u decidui humanih posteljica. Budu¢i da se
radi o nuklearnom proteinu, kvantifikaciju smo proveli mjerenjem stereoloske varijable
numericke gustoce — Nv. Kako bi rezultate kvantifikacije ovog antigena mogli usporediti s
rezultatima kvantifikacije ostalih proteina, mjerili smo i volumensku gustocu — Vv, te smo
izmjerili 0,04936+0,002076 mm” u terminskim kontrolama.

Usporedujuci kontrolne terminske i prijevremene posteljice s patoloskim terminskim 1
prijevremeno porodenim posteljicama pomocu Kruskal Wallis ANOVA nismo dobili
statisticki znacajnu razliku medu skupinama. Rezultate smo prikazali u Tablici 71 te na Slici

75.

Tablica 71. Prikaz numericke gustoée TCF1 antigena (Nv; mm™) u kontrolnim terminskim i
prijevremeno porodenim posteljicama i posteljicama iz terminskih i prijevremeno porodenih
patoloskih trudnoca

Kontrola (terminska) | Terminske posteljice iz p vrijednost
(Nv; mm™) patoloskih trudnoca
(Nv; mm™)
31648+1222 36979+1256 ns
Kontrola (prijevremeni | Prijevremene posteljice
porod) iz patoloskih trudnoca
(Nv; mm™) (Nv; mm™)
38544+1459 42173+1295 ns

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom . ( ns = nesignifikantno, p > 0,9999)
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Slika 75. Prikaz numeri¢ke gustoée TCF1 antigena (Nv; mm™ ) u decidui kontrolnih
terminskih posteljica i posteljica iz terminskih patoloskih trudnoca, te u kontrolnim
prijevremeno porodenim posteljicama i prijevremeno porodenim posteljicama iz patoloskih
trudno¢a (K TERM = terminske kontrole; T PAT = terminska patologija; K PP= prijevremene
kontrole; PP PAT = prijevremena patologija)

Usporedivsi kontrolne terminske s kontrolnim prijevremeno porodenim posteljicama,
nasli smo statisticki znacajniju izrazenost TCF1 antigena u kontrolnim prijevremenim
posteljicama. Analiziraju¢i zasebno skupine patoloskih posteljica, pomocu Kruskal Wallis
ANOVA dobili smo statisti¢ki znacajnu razliku u skupinama prijevremeno porodenih
posteljica iz trudno¢a kompliciranih gestacijskim dijabetesom, s i bez povisenog tlaka majke.

Rezultate smo prikazali u Tablici 72.

Tablica 72. Usporedba ekspresije proteina TCF1u decidui prijevremeno porodenih posteljica
s gestacijskim dijabetesom s terminskim i prijevremenim kontrolama — numeri¢ka (Nv; mm™)

gustoca
Numericka Kontrole terminske | Kontrole prijevremene
?;i[;(ﬁfm_g) p vrijednost p vrijednost
Terminske kontrole 31648+1222 0,0311
Prijevremene kontrole 3854441459 0,0311
Prijevremeni dijabetes 38368+1923 0,0059 ns
Prijevremeni tlak i dijabetes | 52547+2577 <0,0001 0,3434

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajucih grupa (p<0,05)
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analizirane su Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom . Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne. ( ns = nesignifikantno, p
>0,9999)
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Slika 76. Prikaz numeritke gustoée TCF1 antigena (Nv, mm™) u posteljicama s gestacijskim
dijabetesom i terminskim i prijevremenim kontrolama. (KTERM= terminske kontrole,K PP =
prijevremene kontrole decidua, PP GD = prijevremeno porodeni s gestacijskim dijabetesom,
PP RR GD = prijevremeno porodeni s tlakom i gestacijskim dijabetesom)

Obzirom na raspon dobivenih vrijednosti numericke gustoce, usporedili smo medijane
pojedinih skupina ispitivanih posteljica. Usporedujuci kontrolne terminske i prijevremene
posteljice s patoloskim terminskim i prijevremeno porodenim ispitivanim skupinama, pomocu
Kruskal Wallis ANOVA dobili smo statisticki znac¢ajnu razliku samo u skupinama
prijevremeno porodenih posteljica iz trudno¢a kompliciranih gestacijskim dijabetesom, s i bez
povisenog tlaka majke. Ostale ispitivane skupine nisu pokazale statisticki znacajnu razliku niti
u usporedbi s terminskim, niti prijevremeno porodenim kontrolama.

Rezultate analize prikazali smo u Tablici 73,74 i 75, te na Slikama 77, 78 1 79.

144



Tablica 73. Usporedba medijana ekspresije proteina TCF1u decidui prijevremeno porodenih
patologkih posteljica s terminskim i prijevremenim kontrolama — numeri¢ka ( Nv; mm™) i
volumenska gustoéa (Vv; mm”)

Kontrole terminske | Kontrole prijevremene
Medijan p vrijednost p vrijednost

Terminske kontrole Nv 26550 ns

Vv 0,04762 ns
Prijevremene kontrole Nv 35400 ns

Vv 0,04762 ns
Prijevremeni dijabetes Nv 37612 0,0001 ns

Vv 0,05952 0,3779 ns
Prijevremeni tlak i dijabetes | Nv 45356 <0,0001 0,2587

Vv 0,07143 0,0015 0,7286

Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05) analizirane supomocu Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom.
(ns = p>0,9999, nesignifikantno) Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 77. Prikaz medijana ekspresije TCF1 antigena s interkvartilnim rasponom izmjerenog
numerickom gusto¢om u decidui patoloskih terminskih i prijevremenih posteljica te u
kontrolnim skupinama posteljica (K T = kontrola terminska, I[UGR T = terminski idiopatski
IUGR, IUGR RR T = terminski IUGR s povisenim tlakom, T RR GD= terminski tlak s
gestacijskim dijabetesom, T RR = terminski poviSeni tlak, K PP = prijevremena kontrola, PP
IUGR= prijevremeni IUGR, PP IUGR RR = prijevremeni IUGR s tlakom, PP RR =
prijevremeni tlak, PP GD = prijevremeni gestacijski dijabetes, PP RR GD = prijevremeni tlak
s gestacijskim dijabetesom)
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Slika 78. Prikaz medijana ekspresije TCF1 antigena s interkvartilnim rasponom izmjerenog
volumenskom gusto¢om u decidui patoloskih terminskih i prijevremeno porodenih posteljica
te u kontrolnim skupinama posteljica (K T = kontrola terminska, [UGR T = terminski
idiopatski [IUGR, IUGR RR T = terminski IUGR s povisenim tlakom, T RR = terminski
poviseni tlak, K PP = prijevremena kontrola, PP IUGR= prijevremeni [UGR, PP IUGR RR =
prijevremeni IUGR s tlakom, PP RR = prijevremeni tlak, PP GD = prijevremeni gestacijski
dijabetes, PP RR GD = prijevremeni tlak s gestacijskim dijabetesom, T RR GD= terminski
tlak s gestacijskim dijabetesom)

Objema varijablama izracunali smo statisticki znac¢ajno ve¢i medijan ekspresije TCF1
antigena u prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoca s povisenim tlakom i
dijabetesom u odnosu na kontrolne terminske posteljice.

Takoder je statisticki znacajno veca ekspresija TCF1 antigena izmjerena numerickom
gusto¢om u prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoc¢a s dijabetesom u odnosu na
kontrolne terminske posteljice. Ostale skupine patoloskih posteljica nisu pokazale statisticki
znacajnu razliku u odnosu na odgovarajucu kontrolnu skupinu. Statisticki znacajne razlike
izmedu grupa (p<0,05) analizirane su Kruskal Wallis ANOVA a post hoc testiranje je
nacinjeno Dunnovim post hoc testom.

Medusobnom usporedbom patoloskih skupina posteljica nasli smo najveéi medijan
ekspresije TCF1 antigena izmjeren numerickom gusto¢om u prijevremenim posteljicama iz
trudno¢a kompliciranih gestacijskim dijabetesom uz poviseni tlak majke, a najmanji u
terminskim posteljicama iz trudnoca sa zastojem u rastu ploda s povisenim tlakom majke.
Rezultati su prikazani u Tablici 74. Jednako tako rasporedene su i vrijednosti medijana

izmjerene volumenskom gustocom, a rezultati su prikazani u Tablici 75.
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Tablica 74. Medijani ekspresije proteina TCF1 u decidui patoloskih posteljica te kontrolnih
terminskih i prijevremeno porodenih posteljica (numeri¢ka gustoéa; Nv, mm™)

(K T = kontrola terminska, K PP = prijevremena kontrola, IUGR T = terminski idiopatski [UGR, PP IUGR=
prijevremeni IUGR, IUGR RR T = terminski IUGR s povisenim tlakom majke, PP [UGR RR = prijevremeni
IUGR s povisenim tlakom, T RR = terminski poviseni tlak, PP RR = prijevremeni poviseni tlak, PP GD =
prijevremeni gestacijski dijabetes, PP RR GD = prijevremeni tlak s gestacijskim dijabetesom, T RR GD=
terminski tlak s gestacijskim dijabetesom)

Nv, mm™ KT K PP IUGR T PP IUGR IUGRRR T | PPIUGR RR
Medijan 26550 35400 30975 26550 21019 26550

TRR PP RR PP GD PP RR GD T RR GD anomalije
Medijan 33187 37002 37612 45356 28762 30975

Tablica 75. Medijani ekspresije proteina TCF1 u decidui patoloskih posteljica te kontrolnih

terminskih 1 prijevremeno porodenih posteljica (volumenska gustoca; Vv, mm”)

(K T = kontrola terminska, K PP = prijevremena kontrola, IUGR T = terminski idiopatski [IUGR, PP IUGR=
prijevremeni IUGR, IUGR RR T = terminski [UGR s poviSenim tlakom majke, PP ITUGR RR = prijevremeni
IUGR s povisenim tlakom, T RR = terminski poviSeni tlak, PP RR = prijevremeni poviseni tlak, PP GD =
prijevremeni gestacijski dijabetes, PP RR GD = prijevremeni tlak s gestacijskim dijabetesom, T RR GD=
terminski tlak s gestacijskim dijabetesom)

Vv, mm’ KT K PP IUGR T PP IUGR IUGRRR T | PPIUGR RR

Medijan 0,04762 0,02632 0,04762 0,03631 0,02566 0,04762
TRR PP RR PP GD PP RR GD T RR GD anomalije

Medijan 0,04762 0,06143 0,05952 0,07143 0,04762 0,04762

Ekspresija nuklearnog antigena TCF1 najjace je izrazena u prijevremeno porodenim
posteljicama iz trudnoc¢a kompliciranih gestacijskim dijabetesom i povisenim tlakom majke.

Imunohistokemijsko bojanje takvih posteljica prikazano je na Slici 79.
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Slika 79. Ekspresija nuklearnog antigena TCF1 u posteljicama s gestacijskim dijabetesom 1
povisenim tlakom majke (B, D, F) 1 u kontrolnim posteljicama (A,C, E) (DAB, kontrastirano
hemalaunom)
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5.4. Ekspresija proteina ELF5S

Ukupnu ekspresiju proteina ELFS5 istrazivali smo u kontrolnim terminskim odnosno

prijevremeno porodenim posteljicama i slijede¢im patoloskim stanjima:

1. Terminski idiopatski [UGR
2. IUGR uz povisen krvni tlak u prijevremenim porodima
3.Poviseni krvni tlak uz eutrofi¢nu djecu u prijevremenim porodima

4. Poviseni krvi tlak uz gestacijski dijabetes u prijevremenim porodima

Imunohistokemijskim i imunofluorescentnim bojanjem ekspresija ELF5 nadena je u

citoplazmi decidualnih stanica i stanicama trofoblasta korionskih resica posteljice (Slika 80).
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Slika 80. Ekspresija proteina ELFS5 u kontrolnim terminskim posteljcama dobivena
imunohistokemijski (A) i imunoflourescencijski (B).
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5.4.1. Ekspresija proteina ELF5 u patoloSkim terminskim i patoloskim prijevremeno

porodenim posteljicama

Ukupna ekspresija proteina ELFS5 bila je statisticki znacajno vecéa u patoloskim
terminskim posteljicama u usporedbi s kontrolnim terminskim posteljicama (Mann Whitney
test; p<0,05). Jednako tako, ukupna ekspresija proteina ELF5 bila je statisti¢ki znacajno veca
u patoloskim prijevremeno porodenim posteljicama u usporedbi s kontrolnim prijevremenim
posteljicama (Mann Whitney test; p<0,05). Dobivene rezultate prikazali smo tabularno

(Tablica 76) 1 u obliku grafa (Slika 81 i 82).

Tablica 76. Prikaz volumenske gusto¢e ELF5 antigena (Vv, mm”) u kontrolnim terminskim
1 prijevremeno porodenim posteljicama i posteljicama iz terminskih i prijevremeno porodenih
patoloskih trudnoca

Kontrola (terminska) | Terminske posteljice iz p vrijednost

(Vv, mm’) patoloskih trudnoca
(Vv, mm”)
0,1208+0,004462 0,1937+0,006034 <0,0001
Kontrola (prijevremeni | Prijevremene posteljice
porod) iz patoloskih trudnoca
(Vv, mm°) (Vv, mm")
0,07937+0,003952 0,1691£0,004634 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 81. Prikaz volumenske gusto¢e ELF5 antigena (Vv, mm”) u kontrolnim terminskim
posteljicama 1 posteljicama iz terminskih patoloskih trudnoc¢a (K TERM = terminske
kontrole; T PAT = terminska patologija)
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Slika 82. Prikaz volumenske gustoée ELF5 antigena (Vv, mm’) u kontrolnim prijevremeno
porodenim posteljicama i prijevremeno porodenim posteljicama iz patoloskih trudnoca
(K PP= prijevremene kontrole; PP PAT = prijevremena patologija)
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5.4.2. Ekspresija proteina ELFS u posteljicama kod prijevremenog poroda bez

pridruZene patologije (kontrolne prijevremeno porodene posteljice)

Ekspresija proteina ELF5 bila je statisticki zna¢ajno manja u posteljicama kod

prijevremenog poroda bez druge pridruzene patologije u usporedbi s kontrolnim terminskim

posteljicama (Mann Whitney test; p<0,05). Dobivene rezultate prikazali smo tabularno

(Tablica 77) 1 u obliku grafa (Slika 83).

Tablica 77. Usporedba ukupne ekspresije proteina ELF5 u prijevremeno porodenim
posteljicama bez druge patologije s terminskim kontrolama

Volumenska gustoca
Vv; mm”

Normalne (kontrolne)
terminske posteljice

Normalne (kontrolne)
prijevremeno porodene
posteljice

p vrijednost

Ukupna ekspresija

0,1208+0,004462

0,07937+0,003952

0,0068

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)

analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 83. Prikaz volumenske gusto¢e ELFS5 antigena (Vv, mm’) u prijevremeno porodenim
posteljicama i terminskim kontrolama. (K TERM = terminske kontrole, K PP prijevremeno
porodene posteljice, kontrolna skupina)
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5.4.3. Ekspresija proteina ELFS u posteljicama kod terminskog idiopatskog IUGR-a

Ukupna ekspresija proteina ELFS5 bila je statisticki znacajno veca u posteljicama kod
terminskog idiopatskog IUGR-a u usporedbi s kontrolnim terminskim posteljicama (Mann
Whitney test; p<0,05). Dobivene rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 78) i u obliku
grafa (Slika 84).

Ekspresiju ELF5 antigena nasli smo u citoplazmi decidua stanica te u korionskim

resicama posteljica kod terminskog idiopatskog IUGR-a (Slika 85).

Tablica 78. Usporedba ukupne ekspresije proteina ELF5 u terminskim posteljicama iz
trudnoca s idiopatskim IUGR s terminskim kontrolama

Volumenska gustoca Kontrola (terminska) | Terminski idiopatski p vrijednost
Vv; mm° IUGR
Ukupna ekspresija 0,1208+0,004462 0,2043+0,00578 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna greska. Statistic¢ki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 84. Prikaz volumenske gusto¢e ELF5 antigena (Vv, mm’) u posteljicama kod
terminskog idiopatskog IUGR-a 1 terminskim kontrolama. (K TERM= terminske kontrole, T
IUGR id = terminski idiopatski [UGR)
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Slika 85. Ekspresija ELF5 antigena u decidui (A, B) i1 korionskim resicama (C) u posteljicama
kod terminskog idiopatskog IUGR-a. Imunoflourescencijska metoda prikazuje ekspresiju u
citoplazmi decidua stanica.
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5.4.4. Ekspresija proteina ELFS u prijevremeno porodenim posteljicama uz IUGR i

poviseni krvni tlak majke

Ekspresija proteina ELF5 bila je statisticki znac¢ajno veca u posteljicama kod

prijevremenog idiopatskog IUGR-a uz povisen krvni tlak u usporedbi s kontrolnim

terminskim posteljicama. Jednako tako, razlika je bila statisti¢ki znacajna i u usporedbi s

kontrolnim prijevremenim posteljicama (Mann Whitney test; p<0,05). Dobivene rezultate

prikazali smo tabularno (Tablica 79) i u obliku grafa (Slika 86).Ekspresiju ELF5 antigena

nasli smo u citoplazmi decidua stanica te u korionskim resicama prijevremeno porodenih

posteljica iz trudnoca s poviSenim tlakom i zastojem u rastu ploda (Slika 87).

Tablica 79. Usporedba ukupne ekspresije proteina ELF5 u prijevremeno porodenim
posteljicama iz trudnoca sa zastojem u rastu i povisenim tlakom majke s terminskim i
prijevremenim kontrolama

Prijevremeni porod | Kontrola terminska Kontrola

uz [IUGR i povisen | (Vv; mm") p vrijednost | prijevremena p vrijednost
tlak (Vv; mm") (Vv; mm°)

0,1724+0,006774 0,1208+0,004462 | <0,0001 0,07937+0,003952 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 86. Prikaz volumenske gusto¢e ELF5 antigena (Vv, mm’) u posteljicama kod
prijevremeno porodenog IUGR-a uz povisen krvni tlak majke te terminskim 1 prijevremenim
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kontrolama. (K TERM = terminske kontrole, K PP = prijevremene kontrole, PP IUGR RR =
prijevremeno porodene posteljice iz trudnoca s IUGR i povisenim tlakom majke)

Slika 87. Ekspresija ELFS antigena u decidui (A, B, D) 1 korionskim resicama (C) u
posteljicama kod prijevremeno porodenog IUGR-a uz povisen krvni tlak.
Imunoflourescencijska metoda prikazuje ekspresiju u citoplazmi decidua stanica.
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5.4.5. Ekspresija proteina ELF5 u prijevremeno porodenim posteljicama kod poviSenog

krvnog tlaka majke i eutrofi¢ne djece

Ekspresija proteina ELF5 bila je statisticki znacajno vecéa u posteljicama kod
povisenog krvnoga tlaka uz djecu eutrofi¢nu za dob, spol i paritet majke u usporedbi s
terminskim kontrolnim posteljicama. (Mann Whitney test; p<0,05). Jednako tako, statisticki
znacajna razlika nadena je 1 u odnosu na prijevremeno porodene posteljice (Mann Whitney
test; p<0,05). Dobivene rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 80) 1 u obliku grafa (Slika
88). Ekspresiju ELFS5 antigena nasli smo u citoplazmi decidua stanica te u korionskim

resicama prijevremeno porodenih posteljica s povisenim tlakom i eutroficnom djecom (Slika

89).

Tablica 80. Usporedba ukupne ekspresije proteina ELF5 u prijevremeno porodenim

posteljicama s poviSenim tlakom majke uz eutrofi¢nu djecu s terminskim i prijevremenim
kontrolama

Prijevremeni porod | Kontrola terminska Kontrola

uz povisen tlak (Vv; mm°) p vrijednost | prijevremena p vrijednost
(Vv; mm") (Vv; mm°)

0,1443+0,007033 0,1208+0,004462 0,0057 0,07937+0,003952 <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki znacajne.
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Slika 88. Prikaz volumenske gusto¢e ELF5 antigena (Vv, mm") u prijevremeno porodenim
posteljicama kod povisenog krvnog tlaka uz eutroficnu djecu te prijevremenim i terminskim
kontrolama. (K TERM = terminske kontrole, K PP = prijevremene kontrole, PP RR=
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prijevremeno porodene posteljice iz trudnoca s povisenim tlakom majke i eutroficnom
djecom)

Slika 89. Ekspresija ELF5 antigena u posteljicama kod povisenog krvnog tlaka uz eutrofi¢nu
djecu. Imunoflourescencijska metoda prikazuje ekspresiju u citoplazmi decidua stanica.
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5.4.6. Ekspresija proteina ELFS5 u prijevremeno porodenim posteljicama iz trudno¢a s

poviSenim tlakom i gestacijskim dijabetesom

Ekspresija proteina ELF5 bila je statisticki znac¢ajno veca u prijevremno porodenim

posteljicama iz trudnoca s povisenim tlakom kompliciranim gestacijskim dijabetesom u

usporedbi s kontrolnim terminskim i prijevremeno porodenim posteljicama (Mann Whitney

test; p<0,05). Dobivene rezultate prikazali smo tabularno (Tablica 81) 1 u obliku grafa (Slika

90 ). Ekspresiju ELFS5 antigena nas$li smo u citoplazmi decidua stanica te u korionskim

resicama prijevremeno porodenih posteljica u trudno¢ama kompliciranim povisenim krvnim

tlakom majke 1 gestacijskim dijabetesom (Slika 91).

Tablica 81. Usporedba ukupne ekspresije proteina ELF5 u prijevremeno porodenim

posteljicama iz trudnoc¢a kompliciranih gestacijskim dijabetesom i povisenim tlakom majke s
terminskim i prijevremenim kontrolama

Prijevremeni porod | Kontrola terminska Kontrola

uz povisen tlak 1 (Vv; mm°) p vrijednost | prijevremena p vrijednost
gestacijski dijabetes (Vv; mm°)

(Vv; mm")

0,1849+0,007112 0,1208+0,004462 <0,0001 0,07937+0,003952 | <0,0001

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna greska. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu odgovarajuc¢ih grupa (p<0,05)
analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.
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Slika 90. Prikaz volumenske gusto¢e ELF5 antigena (Vv, mm’) u posteljicama iz trudno¢a
kmpliciranih poviSenim tlakom majke i gestacijskim dijabetesom te terminskim i
prijevremenim kontrolama. (K TERM = terminske kontrole, K PP = prijevremene kontrole,
PP RR GD = prijevremeno porodene posteljice iz trudnoca s poviSenim tlakom majke i
gestacijskim dijabetesom)
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Slika 91. Ekspresija ELF5 antigena u decidui (B) i korionskim resicama (A, C) u posteljicama
iz trudno¢a kompliciranih povisenim tlakom i gestacijskim dijabetesom.
Imunoflourescencijska metoda prikazuje ekspresiju u citoplazmi decidua stanica.
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5.4.7. Medusobna usporedba ekspresije proteina ELF5 u posteljicama iz patoloskih

trudnoca te usporedba s terminskim i prijevremenim kontrolama

Ekspresija antigena ELFS5 statisticki je znacajno veéa u posteljicama svih ispitivanih
skupina patoloskih trudnoc¢a u odnosu na kontrolne terminske i prijevremeno porodene
posteljice. Statisticki znacajne razlike izmedu odgovarajuéih grupa analizirane su Mann
Whitney testom, p <0,05. Kruskal Wallis ANOVA s post hoc Dunnovim testom pokazala je
da nema statisticki znacajne razlike izmedu prijevremeno porodenih patoloskih skupina.
Najjaca ekspresija ELF5 nadena je kod terminskog IUGR. Rezultati su prikazani tabularno
(Tablica 82) i u obliku grafa (Slika 92).

Tablica 82. Usporedba ekspresije proteina ELF5 u posteljicama iz patoloskih trudnoca s
terminskim i prijevremenim kontrolama

Kontrole (terminske) Kontrole (prijevremene)
p vrijednost p vrijednost
Terminski idiopatski [UGR <0,0001 <0,0001
Prijevremeni tlak 0,0057 <0,0001
Prijevremeni tlak i dijabetes <0,0001 <0,0001
Prijevremni I[UGR s tlakom <0,0001 <0,0001

Statisticki znacajne razlike izmedu odgovarajuéih grupa (p<0,05) analizirane su Mann Whitney testom. Podebljane vrijednosti su statisti¢ki
znacajne.
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Slika 92. Prikaz volumenske gustoce ELFS5 antigena (Vv, mm”) u posteljicama iz patoloSkih
trudnoca te u terminskim i prijevremenim kontrolama. (K TERM = terminske kontrole, K PP
= prijevremene kontrole, T IUGR id= terminski idiopatski [IUGR, PP RR = prijevremeno
porodene posteljice iz trudnoca s povisenim tlakom majke,PP RR GD = prijevremeno
porodene posteljice iz trudnoca s povisenim tlakom majke 1 gestacijskim dijabetesom, PP
IUGR RR = prijevremeno porodene posteljice iz trudnoc¢a s [IUGR i povisenim tlakom majke)
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6. RASPRAVA

Razvoj posteljice koordinirani je proces diferencijacije stanic¢nih linija trofoblasta
(61, 228). Vilozni se trofoblast diferencira 1 stapa u multinuklearni sinciciotrofoblast, dok se
stanice ekstraviloznog trofoblasta infiltriraju u endometrij formirajuéi posteljicu i
modeliraju¢i majcine spiralne arterije (229,230).

Cilj ovog rada bio je analizirati ekspresiju proteina ukljucenih u diferencijaciju stanica
trofoblasta u zdravoj posteljici te u posteljicama iz patoloskih stanja u trudno¢i koja
rezultiraju zastojem u rastu ploda.

Jedan od klju¢nih dogadaja placentacije je epitelno - mezenhimna tranzicija koja
omogucuje intersticijsku i endovaskularnu invaziju stanica trofoblasta (165). Pravovremeno
odvijanje ove tranzicije orkestrirano je nizom signalnih puteva a jedan od njih je upravo
signalni put Wnt. To je razlog zbog kojeg smo u ovom radu odabrali do sada slabije istrazenu
ekspresiju negativnih regulatora Wnt signalnih puteva SFRP1 i SFRP3, te pozitivnog
regulatora TCF1. Istovremeno smo odabrali jo$ jedan neovisni, ali posredno povezani biljeg
epitelnih stanica protein ELFS.

Pretpostavili smo da ¢e u tkivima sa slabije izrazenom invazivno$¢u trofoblasta,
dakle onima koja su rezultat neuspjesne invazije decidue odnosno lezista posteljice,
prijenos signala Wnt signalnim putem biti smanjen. Prema dosadasnjim spoznajama
neuspjesna je invazija trofoblasta zapaZena u posteljicama fetusa sa zastojem u rastuiu
hipertenzivnim poremecajima (231, 232). Stoga smo istrazili terminske posteljice dobivene
iz trudnoca s takvim poremecajima i u njima procijenili aktivnost Wnt signalnog puta mjereci
izrazenost SFRP1 i SFRP3 te transkripcijskog faktora TCF1. Istrazili smo prostornu i
vremensku distribuciju SFRP1 i SFRP3 u normalnim posteljicama (kontrolna skupina) iu
posteljicama iz patoloskih trudnoca. Buduéi da inhibitori puta koji potice EMT sprjecavaju
postizanje mezenhimnog fenotipa stanica i time umanjuju sposobnost migracije i invazije
invazivnog trofoblasta, o¢ekivali smo pojacanu izrazenost tih inhibitora u stanjima i/ili
bolestima koje bi mogle biti uzrokovane neuspjeSnom 1ili nedovoljnom EMT stanica
ekstraviloznog trofoblasta.

ELFS5 u pocetku trudnoée stvara pozitivnu povratnu spregu s genima maticnih stanica
trofoblasta Cdx2 i Eomes te usmjerava diferencijaciju u stani¢ne linije trofoblasta.
Najizrazeniji je u prvom tromjesecju trudnoce, a u drugom i tre¢em tromjese¢ju ekspresija

ELFS5 pada 3-4 puta (30). Pokazalo se i da ELF5 inhibira EMT direktnim represivnim
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djelovanjem na transkripcijski faktor SNAIL, koji je poznat kao pokreta¢ EMT (179).
Ocekivali smo stoga da ¢e u posteljicama iz patoloskih trudnoéa u kojima se pretpostavlja

postojanje neuspjeSne EMT, izrazenost ELF5 proteina biti poviSena.
6.1. SFRP1 i SFRP3

6.1.1. Prijevremeni porodi
Budu¢i da je invazija trofoblasta proces koji se mjenja napredovanjem trudnoce,
najprije smo usporedili kontrolne terminske posteljice sa skupinom prijevremeno porodenih

posteljica. Prijevremeni porodi bili su prosje¢ne gestacijske dobi 34 7

tjedna (u rasponu od
31-36" 7). Klini¢ki parmetri trudnica u skupini prijevremenih poroda nisu se statisticki
znacajno razlikovali od kontrolne skupine zdravih trudnica koje su rodile u terminu, osim po
manjem prirastu tjelesne tezine $to je i ocekivano jer je kod njih trudnoca trajala krace. Tako
smo formirali skupinu koju smo u kasnijem radu koristili kao kontolnu skupinu
prijevremenih poroda, kako bismo mogli adekvatno usporediti patoloske prijevremeno
porodene posteljice s odgovaraju¢om kontrolnom skupinom uparenom prema gestacijskoj
dobi. Takve skupine oformili su i drugi znanstvenici (200, 233). Problem je s tom
“kontrolnom” skupinom $to vjerojatno postoji neko patolosko zbivanje koje je pokrenulo
prijevremeni porod, bez obzira jesmo li ga ili nismo uspjeli dokazati uobi¢ajenim klinickim
pokazateljima 1 PHD nalazom. Stoga smo odlucili definirati kontrolnu skupinu
prijevremenih poroda kao onu u kojoj nije bilo ispitivane patologije, dakle porodena djeca su
eutrofi¢na za dob a majke nisu imale znakove hipertenzivnog poremecaja u trudnoc¢i. Nisu
imale niti poviSenu razinu Secera u krvi (testirano OGTT testom). Jednako tako pomo¢u PHD
nalaza iskljucili smo posteljice s evidentnim znakovima teZe infekcije (korioamnionitis) , Sto
ipak apsolutno ne iskljucuje njezino postojanje, te infekcije citomegalovirusom koji mogu
utjecati na invazivnost stanica trofoblasta (188).

Usporedujuci skupinu prijevremenih poroda bez pridruZene patologije s kontrolnom
terminskom skupinom nasSli smo statisticki zna€ajno vecu ekspresiju SFRP1 antigena i
SFRP3 antigena u prijevremeno porodenim posteljicama bez pridruzene patologije nego u
kontrolnoj skupini terminskih posteljica, kako ukupno u posteljici, tako i zasebno u

korionskim resicama i decidui.
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Spomenimo i da je SFRPI jade izrazen u decidui prijevremeno porodenih posteljica
dok je ekspresija SFRP3 kod prijevremeno porodenih posteljica ve¢a u korionskim
resicama.

6.1.2. Trudnode sa zastojem u rastu ploda

U daljnjem radu analizirali smo trudnoce sa zastojem u rastu ploda. Osim idiopatskog
zastoja, prema pridruzenoj patologiji izdvojili smo jo$ i posteljice sa zastojem uz poviseni
krvni tlak majke, te sa zastojem uz gestacijski dijabetes majke. Razdvajanje skupina s
pridruzenom patologijom napravili smo zbog analize moguceg dodatnog i/ili razli¢itog
utjecaja povisenog tlaka ili gestacijskog dijabetesa na posteljice fetusa sa zastojem u rastu.

Kombinirana patologija na ovaj na¢in do sada nije ispitivana, ve¢ su pacijentice s
kombinacijom viSe patoloSkih ¢imbenika ili iskljucivane iz studija ili dodatni faktori nisu
uzimani u obzir kao mogu¢i uzroci razlicitih ishoda (180, 233, 235).

U terminskoj i prijevremenoj skupini pacijentica s idiopatskim zastojem u rastu ploda
tjelesna visina majki statisticki je znac¢ajno manja u odnosu na terminsku kontrolnu skupinu.
To zapaZanje sukladno je €injenici da nize Zene radaju manju, ali zdravu djecu (236). U
terminskoj skupini s idiopatskim IUGR manja je i tjelesna teZina majke kod poroda kao i
prirast tjelesne tezine. Pacijentice sa zastojem u rastu ploda uz poviseni tlak majke koje su
rodile prijevremeno bile su nize i imale statisticki znacajno ve¢i BMI prije trudnoée i na
porodu. Veci BMI ve¢ je opisan u majki s poviSenim tlakom u trudno¢i iu drugim radovima
(233).

U pojedinim smo skupinama zasebno analizirali terminske posteljice i prijevremeno
porodene posteljice s istom patologijom. Terminske posteljice usporedene su s kontrolnom
skupinom terminskih posteljica dobivenih iz nekompliciranih trudnoc¢a, dok su prijevremeno
porodene posteljice usporedene najprije s terminskom, a zatim 1 s kontrolnom skupinom
prijevremeno porodenih posteljica.

Rezultati dobiveni usporedbom terminskih posteljica iz trudnoca s idiopatskim
zastojem u rastu ploda, zastojem u rastu uz poviseni krvni tlak te zastojem uz
gestacijski dijabetes s kontrolnom skupinom terminskih posteljica pokazuju statisticki
znacajno vecu izrazenost SFRP1 i SFRP3 u posteljicama iz patoloskih skupina. Mozemo
stoga zakljuciti da je u uzorcima iz terminskih IUGR posteljica znacajnije inhibiran prijenos
signala Wnt signalnim putem, §to moZe imati za posljedicu slabiju EMT ekstraviloznog
trofoblasta. Ovakvi su nalazi sukladni ranijim radovima Hewitt i suradnika, koji su na

Stakorskom modelu zastoja u rastu detektirali povec¢anu ekspresiju Sfrp4 proteina u bazalnom
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sloju i u labirintu posteljica Stakora kod kojih je doslo do smanjenog rasta posteljice. U istim
je posteljicama uocen manji ulazak beta katenina u jezgru Sto odgovara inhibiciji Wnt
signalnog puta (237).

U skupini terminskih posteljica dobivenih iz trudno¢a u kojoj su djeca imala
kongenitalne anomalije tjelesne teZine djece kao i masa posteljica statisticki su znacajno
manje od istih parametara u kontrolnoj skupini, iako nisu ispod 10. centile za gestacijsku dob,
spol 1 paritetet majke te se ne radi o zastoju u rastu. Ekspresija SFRP1 i SFRP3 proteina
statisticki je znacajno veca u posteljicama plodova s anomalijom nego u kontrolnoj skupini
posteljica.

Anomalije spadaju medu poznate uzroke sporijeg fetalnog rasta (196). Bez obzira na
vrstu anomalije, pojacana ekspresija inhibitora Wnt signalnog puta s posljedi¢no slabijim
fetalnim rastom ukazuje na postojanje zajednickog ¢imbenika koji doprinosi poremecaju

razvoja fetalnih organa i posteljice.

Prijevremeno porodene posteljice s idiopatskim zastojem u rastu ploda te sa
zastojem uz poviSeni krvni tlak majke analizirane su zasebno.

+ _—
57y nagli

U obje skupine prijevremeno porodenih trudnoca (raspon gestacije 32-36
smo oc¢ekivanu statisticki znacajno veéu ekspresiju SFRP1 1 SFRP3 u usporedbi s kontrolnim
terminskim posteljicama. Medutim, u usporedbi s prijevremenom kontrolnom skupinom nije
bilo statisticki znacajne razlike niti u ekspresiji SFRP1niti SFRP3 proteina. Prijevremeno
porodene patoloske posteljice do sada nisu zasebno ispitivane i usporedivane s kontrolnom
skupinom uparenom prema dobi. Posljedica nerazdvajanja posteljica prema gestacijskoj dobi,

odosno usporedivanje prijevremene patologije s terminskim zdravim kontrolama je

nedosljednost rezultata koju su neki autori uocili (233) dok drugi nisu (180).

6.1.3. Trudnoce s hipertenzivnim poremecajem

Slijedecu analiziranu skupinu ¢ine posteljice dobivene iz patoloskih trudnoca s
hipertenzivnim poremecéajem. Takoder su odvojeno analizirane terminske 1 prijevremeno
porodene posteljice.

Pacijentice s povisenim tlakom koje su rodile u terminu imale su statisti¢ki znacajno
vecu tjelesnu tezinu i BMI na porodu, kao i BMI prije trudnoée, $to je ve¢ opisano i u drugim
radovima (233) no sam prirast tjelesne tezine tijekom trudnoce nije se razlikovao u odnosu na

kontrolnu skupinu. Razina Se¢era u krvi (mjerena OGTT testom izmedu 24. 1 28. tjedna
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gestacije) u pacijentica koje su rodile u terminu takoder je bila statisti¢ki znacajno veéa od
vrijednosti u kontrolnoj skupini, iako prema kriterijima HAPO studije kod njih nije
dijagnosticiran gestacijski dijabetes. Trudnice iz ove grupe koje su rodile prije vremena bile
su starije i takoder su imale statisti¢ki znacajno ve¢i BMI na porodu u odnosu na kontrolnu
skupinu iste gestacijske dobi.

U skupini pacijentica koje su rodile u terminu a u trudno¢i su imale samo poviseni
tlak, tezina djece je statisticki zanacajno manja od teZine djece u kontrolnoj skupini, iako
prema definiciji ne spadaju u zastoj u rastu (nisu lakSa od 10. centile za gestacijsku dob,
spol 1 paritet majke). Buduéi da su ipak laksa od djece iz kontrolne skupine, moguce je da
nisu uspjela ostvariti svoj potencijal rasta a uz to je u njihovih majki zajednicki patoloski
proces doveo do poviSenja krvnog tlaka, odnosno ostalih simptoma pridruzenih
hipertenzivnim poremecajima u trudno¢i.

Iz literature je poznato da je za proces EMT karakteristicno smanjenje izrazenosti
adhezivnih molekula E-kadherina (231) a to je potvrdeno u tkivu normalnih posteljica (205).
U hipertenzivnim poremecajima ekstravilozni trofoblast ne uspijeva smanjiti sintezu E —
kadherina tijekom invazije prstolikih izdanaka u deciduu (174, 206, 207). Izrazenost E-
kadherina regulirana je Wnt signalnim putem i/ili transkripcijskim faktorom SNAIL (208,
209) ¢ija post-transkripcijska regulacija ovisi o GSK-3 B, ¢lanu Wnt signalnog puta i HIF-
la (200). Povezujuci ove navode iz literature s dobivenim rezultatima pojacane izrazenosti
inhibitora Wnt signalnog puta u posteljicama pacijentica s povisenim tlakom u trudnoci
mozemo zakljuciti da poremecaj EMT ima utjecaja jednako na majku i na fetus. Nepravilan
razvoj posteljice vodi do pretjeranog maj¢inog upalnog odgovora koji je u podlozi
poremecene funkcije endotela i pojacane reaktivnosti vaskularnog sustava u preeklampsiji
(212, 238). Fetusu pak otezava ostvarenje svog potecijala rasta. Mozemo dakle
pretpostaviti da su situacije u kojima se zajedno javljaju i poviseni tlak majke 1 zastoj u rastu

ploda samo izrazeniji oblik osnovnog poremecaja koji je u podlozi oba patoloska stanja.

Poznato je da pacijentice s povisenim tlakom u trudnoéi Cesto imaju i gestacijski
dijabetes (217) Sto se objasnjava postojanjem inzulinske rezistencije koja je osnovni
patogenetski pokreta¢ obje bolesti (239) svrstane u metabolicki sindrom. Porastom tjelesne
mase raste rizik pojave metabolickog sindroma, koji se javlja u sve mladoj zivotnoj dobi.
Izvan trudnoée, Zene s inzulinskom rezistencijom odrzavaju normoglikemiju povecavanjem

sekrecije inzulina. U trudno¢i, ta kompenzatorna hiperinzulinemija vise nije dovoljna za
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odrzanje normalne glikemije jer trudnoca i u zdravih trudnica ima dijabetogeno djelovanje
zbog djelovanja kontrainzulinskih hormona posteljice (240). S druge strane,
hiperinzulinemija smanjuje izlu¢ivanje natrija putem bubrega $to dovodi do hipernatrijemije 1
stimulira simpatikus uz povisenje razine noradrenalina. PoviSen natrij, uz kalcij pojacava
osjetljivost glatkih miSi¢a krvnih Zila na noradrenalin i angiotenzin, a inzulin kao ¢imbenik
rasta dovodi do hipertrofije stijenke krvnih zila sa suZzenjem lumena. Sve navedeno vodi do
vazokonstrikcije, a zbog smanjenog ukupnog volumena plazme uzrokovanog povec¢anom
propusnosno$¢u endotela dolazi do hipovolemije, hemokoncentracije i oteZane perfuzije
posteljice s oslobadanjem faktora koji aktiviraju endotel te djeluju na pojavu preeklampsije
(217,239). Analiza nasSih trudnica ukazuje na isti proces — u skupini onih koje su imale
samo poviSeni tlak, razina Secera u krvi bila je viSa nego u kontrolnoj skupini iako se kod
njih jo$ nije razvio gestacijski dijabetes, a djeca su im bila manje porodajne teZine, iako ne
ispod 10. centile. Pacijentice u terminskoj i prijevremeno porodenoj skupini u kojoj je
poviseni tlak kombiniran s gestacijskim dijabetesom imale su statisticki znac¢ajno vecu
tjelesnu tezinu 1 BMI na porodu, kao i BMI prije trudnoce, $to se takoder uklapa u sliku
inzulinske rezistencije (233,239). Moguce je dakle razmisljati o povezanosti sva tri entiteta
patoloske trudnoce (hipertenzivni poremecaj, [IUGR, gestacijski dijabetes) putem zajednicke
patofizioloske osnove. Tome u prilog govore nasi rezultati. SFRP1 i SFRP3 proteini
podjednako su poviSeni u uzorcima posteljica iz trudno¢a kompliciranih poviSenim tlakom
majke, bez obzira je li trudnica dodatno bolovala od gestacijskog dijabetesa ili ne, odnosno

je li postojao zastoj u rastu ploda ili nije.

6.1.4. Gestacijski dijabetes

Budu¢i da se tijekom prikupljanja uzoraka uz ranije definiranu patologiju (zastoj u
rastu ploda i poviseni tlak majke) Cesto pridruzivao i gestacijski dijabetes zasebno smo
analizirali i skupinu prijevremeno porodenih posteljica iz trudno¢a kompliciranih samo
gestacijskim dijabetesom. U usporedbi s terminskim kontrolama, statisticki je znacajno veca
izrazenost SFRP1 1 SFRP3 ukupno i u decidui, $to je sukladno nalazima u svim drugim
prijevremeno porodenim skupinama. Medutim, u korionskim resicama SFRP3 je ofekivano
jace izrazen u odnosu na resice terminskih kontrolnih posteljica, ali nema statisticki znacajne
razlike u izrazenosti SFRP1 proteina. Nasuprot tome, u usporedbi s prijevremenim
kontrolama, nema razlike u izrazenosti SFRP1 i SFRP3 u decidui niti ukupno u posteljici (kao

niti u drugim skupinama prijevremenih posteljica), ali postoji statisticki znacajna razlika u
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korionskim resicama u kojima su inhibitori Wnt signalnog puta statisticki zna¢ajno manje
izrazeni.

Manja inhibicija Wnt signalnog puta u korionskim resicama posteljica iz trudnoc¢a
kompliciranih samo gestacijskim dijabetesom moguc¢ je razlog vefem rastu i vecoj masi

posteljica u dijabeti¢nih trudnica.

6.1.5. Medusobna usporedba analiziranih skupina posteljica

Buduc¢i da su SFRP 1 1 SFRP 3 proteini sli¢nog bioloSkog djelovanja, o€ekivali smo da
nalazi proteina SFRP3 budu sukladni s nalazima SFRP 1. Osim toga, ako pretpostavimo da je
u podlozi zastoja u rastu ploda i hipertenzivnih poremecaja u trudnodi isti patofizioloski
proces, skupine patoloSkih posteljica ne bi se trebale medusobno razlikovati u ekspresiji

inhibitora Wnt signalnog puta.

6.1.5.1. PatoloSke terminske posteljice

Statisticki znacajno izraZeniju ekspresiju SFRP1i SFRP3 antigena izmjerili smo u
svim ispitivanim skupinama patoloskih terminskih posteljica u odnosu na kontrolnu skupinu
terminskih posteljica.

Analizirajuéi izmjerene vrijednosti volumenske gusto¢e SFRP1 i SFRP3 antigena
uocili smo sli¢nost terminske patologije s prijevremeno porodenim kontrolnim posteljicama.
Stoga smo terminsku patologiju usporedili s prijevremeno porodenim posteljicama bez
pridruzene patologije.

Takvom usporedbom nismo nasli statisticki znacajnu razliku u ukupnoj kao niti u
zasebnoj ekspresiji SFRP1 antigena u resicama i1 decidui izmedu terminske patologije 1
prijevremenih kontrola.

Ekspresija SFRP3 u decidui terminskih patoloskih posteljica takoder se nije statisticki
razlikovala od ekspresije istog antigena u prijevremenim kontrolnim posteljicama.
Neocekivano je (i razli¢ito od SFRP1) da je u korionskim resicama bila statisticki znac¢ajno
manja u patoloskim terminskim posteljicama nego u resicama kontrolnih prijevremenih
posteljica, osim u skupini s idiopatskim zastojem u rastu gdje razlike nije bilo (p<0,05;
Kruskal Wallis ANOVA).

Takoder smo medusobno usporedili skupine posteljica dobivene iz terminskih
patoloskih trudnoca te medu njima nismo dobili statisti¢ki znacajnu razliku ni u decidui i

resicama zasebno, niti u ukupnoj ekspresiji SFRP 1 i SFRP3 antigena, kao Sto smo 1 o¢ekivali.
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6.1.5.2. PatoloSke prijevremeno porodene posteljice

Statisticki znacajno izrazeniju ukupnu ekspresiju SFRP1 i SFRP3 antigena, kao i
zasebno u decidui izmjerili smo u svim ispitivanim skupinama patoloskih prijevremeno
porodenih posteljica u odnosu na kontrolnu skupinu terminskih posteljica.

Usporeduju¢i skupine prijevremeno porodenih patoloskih posteljica s prijevremenom
kontrolnom skupinom uparenom prema gestacijskoj dobi nismo nasli statisti¢ki znacajnu
razliku u ukupnoj ekspresiji SFRP1 niti SFRP3 antigena.

Manja ekspresija SFRP1 u odnosu na prijevremene kontrole uo€ena je u korionskim
resicama prijevremeno porodenih posteljica trudnica koje su imale samo gestacijski
dijabetes, o ¢emu je ve¢ bilo rijeci ranije. U patoloskim prijevremeno porodenim posteljicama
detektirali smo statisti¢ki znacajno vecu ekspresiju SFRP1 u resicama u odnosu na terminsku
kontrolu, osim skupine s gestacijskim dijabetesom u kojoj nije bilo znacajne razike. Za
razliku od SFRP1, kod kojeg su nalazi potvrdili naSu hipotezu, ekspresija SFRP3 u
korionskim resicama posteljica iz trudnoca s idiopatskim IUGR, povisenim krvnim tlakom i
eutroficnom djecom te poviSenim tlakom i dijabetesom bila je suprotno o¢ekivanju
statisticki znac¢ajno manja u odnosu na prijevremene kontrole (p<0,05; Kruskall Wallis
ANOVA).

Takoder smo medusobno usporedili skupine posteljica dobivene iz prijevremeno
porodenih patoloskih trudnoca. Najjace je izraZzena ekspresija SFRP1 antigena u decidui,
resicama te ukupno u terminskim i prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoca s
poviSenim tlakom uz gestacijski dijabetes. Iz navedenog bismo mogli zakljuciti da u
kombinaciji poviSenog tlaka majke i gestacijskog dijabetesa postoji pojacana inhibicija u
odnosu na pojedinaéne patoloske faktore.

Usporedujuci ekspresiju SFRP1 u decidui u odnosu na ekspresiju u korionskim
resicama u pojedinim skupinama posteljica, statisticki znac¢ajnu razliku nasli smo samo u
prijevremeno porodenim posteljicama iz trudnoca s gestacijskim dijabetesom (p < 0,0001),
gdje je izrazenost u korionskim resicama manja, dok razlika u svim ostalim skupinama
patoloskih posteljica nije bila statisticki znacajna.

Statisticki je znacajno veca ekspresija SFRP 1 1 SFRP3 u prijevremeno porodenim

posteljicama bez pridruZene patologije u odnosu na zdrave terminske posteljice. Uz to,
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ekspresija SFRP1 jace je izrazena u decidui prijevremeno porodenih posteljica dok je SFRP3

jace izrazen u korionskim resicama.

6.1.6. Kako objasniti ovakve rezultate?

Inhibicija signalnog puta Wnt rezultira degradacijom [- katenina u destrukcijskom
kompleksu 1 izostankom aktivnosti o B—kateninu ovisnih gena poput TCF/LEF (geni koji
stimuliraju migraciju i invaziju) (9). Budu¢i da je invaziju trofoblasta potrebno prostorno i
vremenski ograniciti, posteljice iz normalnih trudnoca trebale bi imati izrazen mehanizam
ograniCavanja invazije u odredenom razdoblju trudnoce. Nepostojanje ili neuspjesna
izrazenost takvog mehanizma rezultiralo bi pretjeranim urastanjem posteljicnog tkiva u
uterus (placenta akreta, inkreta, perkreta). Logi¢no je za pretpostaviti da bi se mehanizam
zaustavljanja prodora trofoblasta trebao jace izraziti u maj¢inskom dijelu posteljice, dakle
decidui.

Xu 1 suradnici su istrazujuci ovaj mehanizam zakljucili da u decidui postoji negativna
regulacija invazije pomocu transformirajuceg faktora rasta beta (engl. transforming growth
faktora beta, TGF B) koji inhibira proliferaciju, migraciju i invazivnost stanica EVT prvog
tromjesecja trudnoce in vitro (241). Decidua takoder stvara dekorin (engl. decorin),
proteoglikan koji veze TGF [ (i u nekim ga slucajevima inaktivira) a koji je rasporeden na
istim mjestima kao 1 TGF B u ekstracelularnom matriksu decidue. Utvrdili su da dekorin
blokira proliferaciju EVT uzrokujuéi pojacanu produkciju proteina p21. Dekorin 1 TGF 3
svaki za sebe imaju antimigratorni i antiinvazivni u¢inak na stanice EVT, odnosno
proliferacija, migracija i invazivnost stanica EVT u decidui konrolirana je pomocu dva
decidualna produkta, TGF B i dekorina. Pretpostavljaju i da dekorin u ekstracelularnom
matriksu sluzi kao “spremiste” za TGF B u neaktivnom stanju (241). Aktivira se
proteolitickim mehanizmima ekstraviloznog trofoblasta (matriks metaloproteinaze 2, 31 7)
koji ga odvajaju iz kompleksa s dekorinom te tako lokalno sprje€ava pretjeranu invaziju
(241, 242). Dekorin je izoliran i iz resica terminskih posteljica, a smatra se da tamo ima
antitromboti¢nu funkciju (243).

Borbely i suradici su ispitivali dekorin (dermatan sulfat proteoglikan II) i biglikan
(engl. biglycan) koji je takoder Clan obitelji malih proteoglikana bogatih leucinom (engl.
small leucine-rich proteoglycan family) koji se nalaze u ekstracelularnom matriksu 1 na

stani¢noj povrsini, u posteljicama razlicite gestacijske dobi, urasloj posteljici, invazivnoj moli
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1 koriokarcinomu. Oba su proteoglikana bila izrazenau EVT prvog tromjese¢ja i u svim
ispitivanim patoloSkim oblicima, no ne i u terminskim posteljicama. U ekstracelularnom
matriksu zdravih 1 patoloskih posteljica naden je biglikan, dok je dekorin izrazen samo u
ECM terminskih posteljica. Zakljucili su da je istovremena izraZenost oba proteoglikana
specifi¢na za stanice EVT i ovisna o gestacijskoj dobi kod nomalnih trudno¢a, te povezana s
invazivnom sposobno$¢u EVT u patoloski invazivnim posteljicama (244).

Tantbirojn 1 suradnici su u slucajevima placente akrete utvrdili smanjen udio
remodeliranih krvnih zila, od kojih neke pokazuju patoloske promjene. Remodeliranje krvnih
zila zahvatilo je zZile dublje u miometriju, a intersticijski trofoblast invadirao je dublje u
stijenku maternice. Zakljudili su da je patogeneza uraslih posteljica povezana s pojac¢anom ali
nepotpnom invazijom trofoblasta u podru¢jima u kojima je decidua nerazvijena, odnosno gdje
postoji njezino oStecenje ili oziljak, koji omogucuje pristup korionskim resicam dublje u
stijeku uterusa (245). Njihovi su nalazi u suglasju s radom Hannon i suradnika, koji su
takoder opisali nedostatno remodeliranje spiralnih arterija u placenti akreti u slu¢ajevima s
nedostatkom decidue, kao 1 povecan broj stanica intersticijskog EVT u toj skupini (246). Uz
to, Laban 1 suradnici su utvrdili statisti¢ki znacajan manjak decidualnih NK stanica u
bazalnoj decidui urasle posteljice u odnosu na normalne posteljice (247).

Navedeni radovi naglasavaju vaznost decidue u kontroli invazije trofoblasta i
fizioloskoj pretvorbi spiralnih arterija. Xu 1 suradnici nastojali su odgovoriti na pitanje je li
postizanje invazivne sposobnosti rezultat krajnje diferencijacije stanica trofoblasta .
Proucavanjem markera povezanih s proliferacijom utvrdili su da je proliferativna aktivnost
najveca na bazi izdanaka ekstraviloznog trofoblasta, a pada nakon invazije u deciduu (241).
Ovo su opazanje mogli objasniti na dva na¢ina — progresivnom diferencijacijom trofoblasta
prema invazivnom fenotipu s usputnim gubitkom proliferativne sposobnosti ili negativnom
regulacijom proliferacije faktorima iz decidue. Studije na modelima in vitro pokazale su da je
proliferativna, invazivna i migratorna sposobnost trofoblasta regulirana in sifu autokrinim i
parakrinim faktorima (62, 248, 249, 250, 251) poput faktora rasta, proteina koji vezu faktore
rasta 1 proteoglikanima, kao 1 sastavnicama ekstracelularnog matriksa koji djeluju na
receptore i vezna mjesta na povrsini stanica EVT (68, 70, 252, 253, 254). U svome radu
definirali su dva regulatora proizvedena u decidui — TGF [ 1 dekorin (dermatan sulfat
proteoglikan II) te su progresivno smanjenje sposobnosti proliferacije stanica EVT u decidui
objasnili specificnom negativnom regulacijom odnosno djelovanjem antiproliferativnih

faktora iz decidue (241). lozzo i suradnici pretpostavili su da dekorin djeluje preko receptora
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za epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor receptor; EGF-R) te tako
povisuje razinu Ca " u citosolu (255) i suprimira rast stanica karcinoma in vitro (256).
Stanice EVT imaju EGF-R 1 reagiraju pojacanom proliferacijom na razli¢ite EGF-R ligande
poput EGF ili TGF-a (257). TGF-a djeluje na autokrini i parakrini nacin. Stoga je moguée
da dekorin djeluje kao antagonist na EGF-R te tako ispoljava svoju antiproliferativnu
aktivnost. Moguce je takoder da dekorin djeluje i preko drugih, jos neistrazenih receptora.
Jednako tako, mehanizmi kojima dekorin ispoljava svoje antimigratorno i antiinvazivno
djelovanje jo$ nisu poznati, no predlozen je dvostruki mehanizam: sudjelovanje u adhezivnim
reakcijama fibronektina ili direktno vezanje na fibronektin. Stanice EVT in vitro stvaraju
fibronektin (258), a dostupnost a5 B1 integrina (receptor za fibronektin) na stani¢noj
povrsini kljucna je za migratornu funkciju EVT (259, 260).

Za razliku od normalnih stanica EVT, stanice koriokarcionoma refraktorne su na
antiproliferativnu, antimigratornu i antiinvazivnu funkciju dekorina 1 TGF 3 (241, 261).
Autori zakljuCuju da su tako stanice karcinoma otporne na djelovanje molekularnih “ko¢nica”
u decidui. Medutim mozda bismo mogli pretpostaviti i drugaciji nacin razmisljanja.
Neupitno je da decidua stvara molekule koje ograni¢avaju invaziju EVT. Jednako tako,
dokazano je da stvara faktore koji imaju antiproliferativnu aktivnost. Zakljucak je ranije
navedenih radova da je uloga decidue negativna regulacija invazije. Mozemo li pretpostaviti
obrnuto? Da je uloga decidue, barem u ranoj trudnoci, proizvesti faktore koji ¢e svojim
antiproliferativnim djelovanjem ( izdvajanjem stanica iz ciklusa dijeljenja i obnavljanja
populacije) pospjesiti diferencijaciju trofoblasta u invazivni EVT koji je potreban za
formiranje placente i fizioloSku pretvorbu spiralnih arterija? Podatak da dekorin 1 TGF 3
nemaju utjecaja na proliferaciju i invaziju stanica koriokarcinoma govorio bi u prilog takvom
razmisljanju, tim prije Sto oba faktora djeluju na navedene sposobnosti u stani¢nim linijama
drugih karcinoma i osteosarkoma (256, 262, 263, 264). Pretpostavljanje antitromboti¢ne
funkcije dekorina u resicama terminskih trudnoc¢a takoder upucuje na njegovu funkciju u
odrzavanju fetomaternalnog krvotoka. Opazanja da nedostatak decidue rezultira uraslom
posteljicom u kojoj je remodeliranje krvnih Zila neadekvatno, a broj stanica intersticijskog
EVT ve¢i, takoder moZe upucivati ne samo na nedostatak negativne regulacije invazije, nego i
na neadekvatnu diferencijaciju zbog nedostatka faktora koje proizvodi decidua, zbog Cega je
odrzana proliferacija stanica intersticijskog EVT, a smanjena diferencijacija u invazivni
endovaskularni EVT koji bi trebao adekvatno remodelirati spiralne arterije u decidui i

unutras$noj tre¢ini miometrija.
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Pretjerana invazija trofoblasta kod placente previje takoder se povezuje sa smanjenim
udjelom ispravno remodeliranih krvnih Zila, te se opisuje kao kompenzatorni mehanizam
kojem je cilj zadovoljiti metabolicke potrebe i1 potrebe za kisikom fetusa u razvoju (265).
Nepravilan razvoj resica i neadekvatno izlu€ivanje posteljicnog VEGF (engl. vascular
endothelial growth factor), PIGF (engl. Placental growth factor ) i sFltl (engl. soluble fins-
like tyrosine kinase I) ukljuceni su u patoloska stanja trudnoée poput preeklampsije i zastoja u
fetalnom rastu. Njihova je transkripcija regulirana hipoksijom, koja je izgledna u donjem
uterinom segmentu ili na oziljku uterusa (predisponiraju¢em faktoru za previju). Lokalna
koncentracija kisika znacajna je za proliferaciju EVT kao i za ekspresiju VEGF (266, 267,
268), a normalna invazija trofoblasta zahtijeva koordinaciju izmedu VEGF, PIGF i njihovih
receptora VEGFR-1 ( Flt-1) 1 VEGFR-2 ( Flk-1) koji su prisutni u decidui. Moguce je da
hipoksija stimulira invaziju dok se ne zadovolje potrebe posteljice i fetusa. Kada se to
postigne, negativna regulacija gena VEGF trebala bi sprijeciti daljnju invaziju mometrija
odnosno imati protektivnu ulogu. U slu¢ajevima previje, akrete ili inkrete, zadovoljavajuca
oksigenacija postiZe se tek nakon duboke invazije miometrija pa Cak i visceralnih organa
(perkreta). Druga je moguénost abnormalna diferencijacija trofoblasta koja vodi do
pretjerano invazivnog fenotipa. Decidua se suprotstavlja ekspanzivnoj prorodi iEVT
aktivirajuéi tkivne inhibitore matriks metaloproteinaza. Wehrum i suradnici pokazali su da
normalni invazivni EVT ne izrazava mezenhimske markere poput vimentina, nego zadrzava
epitelne karakteristike poput citokeratina (69, 265). Moguce je da zadrzavanje epitelnih
markera osigurava da se diferencijacija odvija do granice koja ograni¢ava invaziju
podlezecih tkiva (265). Deficijentna decidualizacija ili nepostojanje decidue zbog oziljaka
onemogucuje komunikaciju izmedu stanica EVT i stani¢nih 1 izvanstani¢nih komponenti
decidue koji modeliraju stanicni rast 1 invaziju. Bandeira i sur. opisuju faktor CRIPTO-1
(¢lan obitelji epidermalnog faktora rasta koji imaju specifi¢nu kripto domenu) u stanicama
EVT koje su neproliferativne i imaju niski apoptotic¢ki indeks u kasnijim stadijima trudnoce
(269). CRIPTO-1 doprinosi invazivnosti i/ili stanicnom prezivljenju EVT. Djeluje putem PI-
3K signalnog puta i uklju¢ujue AKT (engl. protein kinase B, PKB/AKT) 1 GSK-3(3
(270) koji su aktivni u stanicama EVT. CRIPTO-1 je izrazen u u lezistu terminskih placenti 1
u uraslim posteljicama. U uraslim posteljicama izrazenost CRIPTO-1 je jaca u stanicama
trofoblasta, ali i u endotelnim stanicama te u stanicama miometrija. Osim toga, sloj
trofoblasta je u tim posteljicama deblji, i raste u otocima poput epitelnih stanica , sli¢no kao u

prvom tromjesecju normalnih posteljica (268), ali ne 1 u tre¢em trimestru. Uglavnom, stanice

174



ekstraviloznog trofoblasta u uraslim posteljicama su zadrzale morfoloske karakteristike
ranijih stadija trudnoée. Ovaj nalaz moze dijelom objasniti abnormalnu invaziju u uraslim
posteljicama (265). CRIPTO-1 je takoder reguliran pomo¢u TGF 3 i BMP (engl. Bone
morphogenic protein), koji se nalaze u endometralnim stanicama. TGF 3 pojacava izrazaj
CRIPTO-1 dok ga BMP smanjuje (271). Ravnoteza ova dva faktora moze biti promijenjena
zbog nerazvijenosti ili defekata u decidui (265).

Normalne (kontrolne) trudnoce (bez zastoja i tlaka) koje zavrSe prijevremenim
porodom trebale bi ispoljiti taj mehanizam zaustavljanja invazije u odredenoj dobi trudnoce.
Moguce je pretpostaviti da je pojacana izrazenost inhibitora Wnt signalnog puta u
prijevremeno porodenim posteljicama, a osobito u decidui tih posteljica jedan od

mehanizama zaustavljanja invazivnog ponasanja stanica trofoblasta.

Analizirajuéi izmjerene vrijednosti volumenske gusto¢e SFRP1 i SFRP3 antigena
uocili smo sli¢nost terminske patologije s prijevremeno porodenim kontrolnim posteljicama.

Budué¢i da su isti inhibitori Wnt signalnog puta povisSeni u terminskim posteljicama
kod zastoja u rastu ploda i povisenog tlaka majke, znaci li to da one ispoljavaju “nezreli”
obrazac ponaSanja, odnosno da nisu uspjele u pravom trenutku smanjiti izrazenost inhibitora
Wnt signalnog puta i omoguciti daljnji nesmetani razvoj posteljice? Pritom treba napomenuti

7 tiedana. To je

da su “kontrolne” prijevremeno porodene posteljice gestacijske dobi 31-36
razdoblje u kojem je u najvecoj mjeri ve¢ zavrSen razvoj posteljice, te se samo povecava veé
stvorena masa postelji¢nog tkiva. Zbog toga bi se u normalnim trudo¢ama razina inhibitora
Wnt signalnog puta u terminu u decidui mogla smanjivati jer se viSe ne ocekuje daljnji prodor
trofoblasta, nego samo povecanje njegove mase i diferencijacija resica. Daljnje odrzavanje
inhibitora Wnt signalnog puta na visokoj razini u patoloskim trudno¢ama u terminu ukazuje
na trajnu “obranu” majke od invazije ekstraviloznog trofoblasta.

Na posteljicama miSeva Hewitt i suradnici su ispitivali distribuciju inhibitora Wnt (u
ovom slu¢aju SFRP4) u dva sloja Stakorske posteljice (bazalna zona i labirint) , koje
odgovaraju decidui i resicama kod ljudi (237). Bazalna zona u zadnjoj tre¢ini trudnoce ne
raste i u njoj je izraZzena apoptoza, dok labirint intenzivno raste. Analiza je pokazala znacajan
porast ekspresije SFRP4 u bazalnoj zoni blizu termina (proapoptoti¢na aktivnost) aline i u
brzorastuéem labirintu. U razdoblju maksimalog fetalnog i placentnog rasta SFRP4 je jako
izrazen u stanicama trofoblasta u bazalnoj zoni (uloga u ograni¢avanju invazije?) a minimalno

u brzo rastu¢em labirintu (potreba za proliferacijom stanica). Imunohistokemijski je
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lokaliziran na stani¢noj membrani trofoblasta i u ekstracelularnom prostoru oko stanica
trofoblasta u bazalnoj zoni te minimalno u labirintu. Antiproliferativno djelovanje SFRP4
pokazano je i kod mezotelioma (272) te uterinih i kolorektalnih karcinoma (273).

Autori zakljucuju da ekspresija SFRP 4 znacajno raste blizu termina u
neproliferiraju¢em tkivu posteljice (bazalnoj zoni) ali ne u brzorastu¢em labirintu. Takva
ekspresija povezana je s usporenjem rasta odredenih dijelova posteljice u normalnoj trudnoci.
U Stakorskom IUGR modelu ekspresija SFRP4 pojacana je 1 u labirintu te zaklju€uju da
SFRP4 ima antiproliferativnu i proapoptoticnu ulogu u IUGR posteljicama. Promjene u
lokalizaciji B katenina ukazuju da SFRP4 inhibira Wnt signalni put u stanicama trofoblasta 1
tako utjece na rast posteljice (237). Budu¢i da Wnt signalni put promice angiogenezu
poticanjem ekspresije VEGF (274), porast inhibitora tog puta u labirintu [IUGR posteljica ¢e
je umanjiti, Sto je takoder moguci uzrok poremecene placentacije.

Sukladno nalazima na Stakorskoj posteljici, mogli bismo pretpostaviti da se jaca
izrazenost inhibitora Wnt signalnog puta u decidui prijevremeno porodenih ljudskih
posteljica u odnosu na terminske kontrole moze objasniti na isti nacin. U terminskim
posteljicama i u nas§im smo uzorcima dobili jacu ekspresiju SFRP1 u neproliferiraju¢em
tkivu posteljice (bazalnoj decidui) nego u rastu¢im korionskim resicama.

Za razliku od prijevremeno porodenih posteljica bez pridruzene patologije, u
posteljicama s [IUGR (bez tlaka i s pridruzenim tlakom), ekspresija SFRP1 je podjednako
izrazena i u decidui iu resicama. Mozemo pretpostaviti da SFRP1 blokadom Wnt signalnog
puta ima antiproliferativnu (anti -EMT) ulogu i u ljudskim IUGR posteljicama.

Zhang Z. 1 suradnici su u svom radu iz 2013. godine ispitivali izraZenost Wnt2 i
SFRP4 u ljudskim posteljicama tre¢eg tromjesecja trudno¢e komplicirane preeklampsijom.
Imunohistokemijski su detektirali jace izrazen Wnt2 u kontrolnoj skupini, dok je SFRP4 bio
jace izrazen u grupi s preeklampsijom. Zakljucili su da smanjena izraZenost Wnt2 a poviSeni
SFRP4 mogu biti povezani s patogenezom teske preeklampsije (233). Rezultati naSih
ispitivanja posteljica iz trudnoca s hipertenzivnim poremecajem u trudno¢i pokazuju jednako
povisenje razine proteina SFRP1 i SFRP3 i u skladu su s njihovim istrazivanjem.

Normalni razvoj posteljice zahtijeva brzi rast i vaskularizaciju majcinih i fetalnih
krvnih prostora , dok je kod zastoja u rastu taj proces otezan. Zhang X. i suradnici (274)
pretpostavili su da Wnt signalni put moze imati ulogu u poticanju angiogeneze putem
poticanja ekspresije VEGF (engl. vascular endothelial growth factor). Pojacana izrazenost

inhibitora Wnt signalnog puta mogao bi, shodno tome, smanjiti ekspresiju VEGF u
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korionskim resicama. U istrazivanjima na modelu IUGR na Stakorskoj posteljici pokazala se
smanjena ekspresija Vegf/ mRNA u labirintu ( 237).

Medutim, analiziraju¢i ekspresiju SFRP3 proteina u korionskim resicama
prijevremeno porodenih patoloSkih posteljica, nasli smo neocekivano manje izraZen taj
protein u odnosu na resice kontrolne skupine prijevremenih poroda.

Ispitivanja SFRP3 proteina u stanicama bubreznog tkiva i stanicama karcinoma
bubrega pokazala su visoku razinu u normalnom tkivu bubrega, nisku u stanicama primarnog
karcinoma te visoku u metastatskom tkivu (275). Hirata i suradnici proveli su niz
eksperimenata kojima su pokazali da uz SFRP3 raste broj viabilnih i invazivnih stanica,
formiraju se tubularne strukture, a smanjuje se broj apoptoza u stanicama tumorskog tkiva in
vitro. PospjeSenje rasta tumora nadeno je i kod nude miSeva kojima su implantirane stanice
tumorskog tkiva iste stani¢ne linije u kojoj suproveli transfekciju gena za SFRP3. Nasuprot
tome, broj viabilnih i invazivnih stanica se smanjio u stanicama u kojima je onemogucena
translacija mRNA u protein SFRP3. Takoder se pokazalo da SFRP3 u tim stani¢nim linijama
utjece na pojacano prepisivanje gena za matrkis metaloproteinazu 3 (MMP-3) i ligand iz
obitelji angiopoetin ANGPT-1 (engl angiopoetin-1. ), te da vjerojatno potice angiogenezu
putem angiopoetina , a ne putem VEGF, premda mehanizmi tog djelovanja jos nisu
rasvijetljeni. Svojim su pokusima Hirata i suradnici po prvi put pokazali da SFRP3 moze
poticati rast i invazivnost stanica te inhibirati apoptozu, barem $to se tice stanica karcinoma
bubrega (275). 1z navedenog bismo mogli zakljuciti, da SFRP3, kao marker epitelnog
ponasanja stanica, u odredenim okolnostima usmjerava tkivo u proliferaciju (kao u
metastazama, gdje je jako izrazen), a ne u diferencijaciju. Primijenimo li ove spoznaje na
tkivo trofoblasta, odnosno posteljicu, mogli bismo zakljuciti da je visoka razina SFRP3 u
korionskim resicama prijevremeno porodenih posteljica izraz istog principa poticanja
proliferacije u razdoblju najveéeg rasta posteljice. Posteljice iz patoloskih prijevremeno
porodenih trudno¢a pokazuju manju ekspresiju SFRP3 antigena u korionskim resicama, pa
mozda i to, uzevsi u obzir ranije navedene ¢injenice, doprinosi njihovom slabijem rastu 1
loSijoj prokrvljenosti. U tom svjetlu, logi¢na je 1 manja ekspresija SFRP3 u korionskim
resicama zdravih terminskih posteljica, u kojima viSe nema potrebe za daljnjom
proliferacijom i angiogenezom.

Inhibitorna aktivnost SFRP3 je specifi¢na, jer on blokira prijenos signala pomoc¢u
Wnt-11 Wnt-8, ali ne i pomocu Wnt-3A (276), na koji djeluje SFRP1 niti Wnt-5A koji
stimulira nekanonski Wnt/Ca"" put (277).
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SFRP 3 antagonizira i signalne putove koje posreduju Wnt-4 i Wnt-7 (278). Stoga je
razliku u ekspresiji ovih proteina u korionskim resicama odnosno decidui moguce povezati s
djelovanjem na razlic¢ite ligande ili receptore.

U stanicama kolorektalnog karcinoma in vitro SFRP1, SFRP2 I SFRPS inhibiraju rast
tumora suprimiraju¢i gen c-myc i inducirajuéi apoptozu tih stanica (279). Isto tako, SFRP1
poti¢e apoptozu u stanicama karcinoma dojke (280) a SFRP3 suprimira rast tumora i
invazivnost stanica karcinoma prostate (281). Medutim, proteini SFRP 1 i SFRP3 su
povezani s proliferacijom i smanjenom apoptozom metastatskih stanica renalnog karcinoma
(275, 282,283), a SFRP 3 i s poticanjem rasta rabdomiosarkoma (284) - supresija SFRP3
smanjuje rast rabdomiosarkoma a povecava miogenu diferecijaciju. Neki radovi govore u
prilog teoriji da SFRP3 inhibira stvaranje metaloproteinaza (MMP-2 1 MMP-9) (281,285).
dok drugi govore u prilog toriji Foronjija i suradnika koji su pokazali da SFRP1 povecava
stvaranje MMP-1 i MMP-9 u pneumocitima i epitelu bronhiola (286). Osim toga,
proucavajuci misje zametke, utvrdili su da je SFRP1 prisutan u to¢no odredenom razdoblju
razvoja pluca. Stoga su zakljucili da mehanizmi potaknuti djelovanjem SFRP1, kojiu
plu¢ima odraslih osoba imaju destruktivno djelovanje, u to¢no odredenom dobu
embriogeneze imaju pozitivno djelovanje na remodeliranje tkiva pomocu proteaza, koje je
potrebno za razvoj plu¢a zametka. Ovo istrazivanje nam nudi jo$ jedno moguce objasnjenje
za razlicitu ekspresiju SFRP1 1 SFRP3 u prijevremenim i terminskim posteljicama. U tocno
odredenom razdoblju trudnocée ovi proteini imaju pozitivnu ulogu u razvoju i rastu posteljice,
koja se mijenja s gestacijskom dobi. Odrzavanje njihove funkcije nakon razdoblja njihovog
optimalnog uc¢inka moze biti podloga patoloskim promjenama u trudnoéi.

Navedene studije ukazuju da SFRP1 i SFRP3 imaju vaZzne uloge u stani¢noj
proliferaciji 1 diferencijaciji razli¢itih tkiva. Stoga bismo ih prije mogli nazvati modulatorima,
a ne nuzno inhibitorima Wnt signalnog puta.

Znacajno je pitanje je li pojacana izrazenost inhibitora Wnt signalnog puta u
patoloskim trudno¢ama u terminu patoloski odgovor ili neadekvatna prilagodba na prodor
trofoblasta u tkivo majke? Jedno ne mora iskljuciti drugo. Moguce je da je veca ekspresija
inhibitora Wnt signalnog puta u neterminskim posteljicama odraz fizioloSkog procesa
adaptacije na prodor stranog tkiva, a u (barem nekim ) patoloskim trudno¢ama nemoguénosti

organizma da na vrijeme zaustavi taj inace fizioloski proces.
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6.2. TCF1

Ucinak Wnt signalnog puta ogleda se u oslobadanju 3 katenina iz destrukcijskog
kompleksa, njegovom nakupljanju u citoplazmi i ulasku u jezgru stanice gdje kao koaktivator
omogucuje TCF/LEF faktorima pokretanje prepisivanja ciljnih gena, te tako potice
proliferaciju i diferencijaciju stanica trofoblasta (287, 288) 1 njihovo prezivljavanje (289).
TCF je uglavnom izrazen u invazivnom trofoblastu (18). Inhibicija signalnog puta
djelovanjem SFRP potice razgradnju 3 katenina pomocu destrukcijskog proteinskog
kompleksa i time umanjuje moguénost njegovog prelaska u jezgru.

U nasem radu ocekivali smo smanjenu izrazenost proteina TCF1 u posteljicama iz
patoloskih trudno¢a. Smanjenu izrazenost transkripcijskih faktora potrebnih za prepisivanje
gena zaduZenih za invazivnost i migraciju trofoblasta povezujemo s neuspjeSnom EMT tih
stanica.

Ekspresiju TCF1 antigena detektirali smo u decidui humanih posteljica. TCF1 je bio
pozitivan u jezgrama ekstraviloznih intermedijarnih trofoblasta koji invadiraju u deciduu.
Time smo pokazali da se aktivna transkripcija odvija u stanicama koje poprimaju
mezenhimne karakteristike, kao §to je slucaj sa stanicama ekstraviloznog intermedijarnog
trofoblasta.

Usporedili smo medijane pojedinih skupina ispitivanih posteljica. Izmedu kontrolnih
terminskih posteljica i kontrolnih prijevremenih posteljica nije bilo statisticki znacajne razlike
u ekspresiji TCF1.

Usporedujuci kontrolne terminske i prijevremene posteljice s patoloskim terminskim i
prijevremeno porodenim ispitivanim skupinama, dobili smo statisticki znacajnu razliku samo
u skupinama prijevremeno porodenih posteljica iz trudno¢a kompliciranih gestacijskim

dijabetesom, s i bez povisenog tlaka majke (p<0,05; Kruskall Wallis ANOVA). Ostale
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ispitivane skupine nisu pokazale statisticki znacajnu razliku niti u usporedbi s terminskim, niti
prijevremeno porodenim kontrolama.

Najslabija ekspresija TCF1 nadena je u terminskom zastoju u fetalnom rastu uz
poviSeni tlak majke. Premda statisticki nema znacajne razlike u odnosu na terminsku
kontrolnu skupinu, posteljice iz trudno¢a s [IUGR uz poviseni tlak majke imaju statisticki
znacajno manje izrazen TCF1 antigen u odnosu na prijevremene kontrole. U sluc¢aju TCF1
nismo naisli na slicnost terminske patologije s prijevremeno porodenim kontrolnim
posteljicama, kao u slucaju SFRP1 i SFRP3.

Usporedujuci patoloske skupine posteljica medusobno, nasli smo najizrazeniju
ekspresiju TCF1 antigena u posteljicama iz trudno¢a kompliciranih gestacijskim dijabetesom
s 1 bez poviSenog tlaka majke.

Gestacijski dijabetes je metaboliCki poremecaj koji se javlja tijekom trudnoce zbog
nemogucnosti majcine gustera¢e da odgovori poveéanim potrebama za inzulinom koje se
javljaju od drugog tromjesecja trudnoce (290). Majcin dijabetes stvara nepovoljno okruzenje
za razvoj fetusa i posteljice. Mehanizmi koji dovode do poremecaja u posteljici dijabeti¢nih
majki nisu posve objasnjeni, ali postoje radovi koji ukazuju na promjene proliferacije,
apoptoze i kontrole stani¢nog ciklusa u stanicama trofoblasta (291, 292, 293). Kod
eksperimentalnog modela Stakora pokazalo se da dijabetes dovodi do zadebljanja bazalne
zone posteljice povecavajuci nakupljanje glikogena i gigantskih stanica trofoblasta (294) .
Takoder je opisana pojacana ekspresija markera proliferacije u bazalnoj zoni i u labirintu
(291, 293). Pokazalo se da dijabetes pojacava proliferaciju stanica ¢ime se moze objasniti
placentomegalija u dijabeti¢nih Zivotinja (293). Kod ljudi, placente iz trudnoca s gestacijskim
dijabetesom mogu biti teze od zdravih kontrola (295), no to uvelike ovisi o nadzoru
glikemije, odnosno lijeenju pa se u sluc¢aju dobre regulacije Secera u krvi tezina posteljice ne
mora razlikovati od zdravih kontrola (296). Mehanizam povecanja mase posteljice nije
poznat. Opazeno je povecéanje povrsine kapilara i stvaranje novih krvnih Zila u dijabetickim
posteljicama (296), no moguce je naci i podrucja sa smanjenim brojem krvnih kapilara (296).
U oko 60% dijabetickih posteljica moZe se uociti nezrelost resica koju karaterizira porast
broja nezrelih i zrelih intermedijarnih resica (296,297). U dijabeti¢nim je posteljicama
opisana pojacana proliferativna aktivnost viloznog citotrofoblasta u usporedbi s kontrolnim
zdravim posteljicama (296,297,298). U posteljici Stakora ciklin D1 i ciklin D3 izrazeni su u
stanicama fetalnog dijela posteljice (299). U ljudskoj posteljici nadeni su u stanicama

endotela (300). Jedan rad pokazao je porast ciklina D3 u resicama i bazalnoj ploci
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dijabeti¢nih posteljica u usporedbi sa zdravima (301). Moguce je da njegova pojacana
ekspresija doprinosi vecoj stopi stani¢ne proliferacije u dijabetickim posteljicama. Ciklini D
aktiviraju se TCF/LEF sustavom i1 povezuju izvanstani¢ne signale s mehanizmima stani¢nog
ciklusa (302).

U nasem radu nismo nasli statisticki zna¢ajnu razliku u masi posteljica kao niti u
fetoplacentnom omjeru izmedu kontrolnih i ispitivanih skupina kompliciranih gestacijskim
dijabetesom. Pojacana izraZzenost TCF1 u trudno¢ama kompliciranim gestacijskim
dijabetesom koju smo izmjerili u naSim uzorcima sukladna je s rezultatima radova koji opsuju
pojacanu proliferaciju stanica trofoblasta u trudnica s dijabetesom. (297-301)

U ispitanim uzorcima nismo nasli o¢ekivano smanjenje izrazenosti TCF u
posteljicama iz ostalih patoloskih trudno¢a osim u terminskom idiopatskom IUGRu odnosu
na prijevremene kontrole. Smanjenu izraZenost transkripcijskih faktora potrebnih za
prepisivanje gena zaduzenih za invazivnost i migraciju trofoblasta pripisali bismo stoga, u
skladu s ranije navedenim radovima (297-301), slabijoj proliferaciji stanica trofoblasta u
posteljicama sa zastojem u rastu (Sto se o€ituje u manjoj masi posteljice u nasoj ispitivanoj
skupini) prije nego li neuspjesnoj EMT.

Povezanost TCF i dijabetesa ogleda se i u povezanosti lokusa 7CF7 (drugo ime za
TCF1) s genetskom predispozicijom za razvoj dijabetesa tipa 1. Povezanost alela TCF74 s
ranim pocetkom bolesti ukazuje na moguénost da proizvod tog alela ranije pokrece ili
ubrzava autoimuni proces povezan s tom bolesti, moguce putem pojacavanja ekspresije
citokina Th1 (303).

Meta analizom je nadeno da su polimorfizmi 8 gena, medu kojima je i TCF7L2
(TCF4) povezani s gestacijskim dijabetesom (304). Gestacijski se dijabetes smatra
multifaktorijalnom boles¢u u kojoj se faktori okoline isprepli¢u s genetskom predispozicijom.
Zene s gestacijskim dijabetesom imaju poveéan rizik za razvoj dijabetesa tipa 2 kasnije u
zivotu (305). Trudnice koje u obiteljskoj anamnezi imaju Se¢ernu bolest, imaju povisen rizik
za razvoj gestacijskog dijabetesa u trudno¢i (306). Moze se stoga pretpostaviti da gestacijski
dijabetes ima iste rizi¢ne faktore i genetsku podlogu kao i dijabetes tipa 2, iako je do sada
genetika gestacijskog dijabetesa slabo istrazena (307, 308). Pojacana izrazenost svih
TCF/LEF faktora kao 1 GSK3p , c-myc i ciklina D1 takoder je zapaZena u dijabetesu tipa 2 ,
osobito u beta stanicama gusterace u kojima c-myc pokrece apoptozu (309). Utjecaj ovih
gena u posteljici zena s dijabetesom nije do sada zasebno ispitivan, no nije nemoguée

pretpostaviti slican mehanizam djelovanja kojim bi se onda objasnila jaca ekspresija TCF1 u
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posteljicama trudnica s gestacijskim dijabetesom nego u posteljicama iz ostalih patoloskih

trudnoca.

6.3. ELFS

Za postizanje optimalne prokrvljenosti posteljice potrebna je uspjesna pretvorba
spiralnih arterija invazijom ekstraviloznog trofoblasta, koji je, da bi mogao obaviti tu zadacu
morao poprimiti karakteristike mezenhimnih stanica, odnosno pro¢i epitelno-mezenhimnu
tranziciju. Tijekom EMT stanice ektraviloznog trofoblasta smanjuju proliferaciju, postaju
pokretne i invadiraju endometrij i spiralne arterije u miometriju (61, 310).

Transkripcijski faktor SNAIL smatra se klju¢nim regulatorom EMT (311,312).
Dokazana je uloga proteina SNAIL u progresiji humanih tumora smanjivanjem transkripcije
E kadherina vezivanjem na njegov promotor (311, 313,314). SNAIL pokre¢e EMT
omogucujuci stanicama pokretljivost i invazivnost (208,209). Transkripcijski faktor SNAIL
je pod kontrolom vise signalnih puteva (69) i faktora, ukljuc¢ujuéi i ELF5 (210, 211) .
Transkripcijski faktor ELF5 zaustavlja EMT direktnim spre€avanjem transkripcije proteina
SNAIL (179). Represijom proteina SNAIL, ELF5 mozZe preusmyjeriti tranziciju u obrnutom,
dakle MET smjeru te tako odrzati epitelni fenotip ciljnih stanica, odnosno odrzati adheziju a
onemoguciti migraciju i invaziju (179).

Ocekivali smo stoga pojacanu izrazenost ELFS5 u posteljicama u kojima EMT nije bila
uspjesna ili nije dovoljno dugo trajala.

Imunohistokemijskim i imunofluorscentnim bojanjem ELF5 pozitivne stanice pronasli
smo u viloznom citotrofoblastu te u EVT. U naSim je uzorcima ekspresija ELF 5 nadena u
citoplazmi EVT stanica u decidui i stanica trofoblasta korionskih resica posteljice.

Imunohistokemijsko bojanje nasih uzoraka pokazalo je pojacanu ekspresiju ELF5 u

citoplazmi stanica ekstraviloznog trofoblasta u decidui kao 1 u korionskim resicama
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terminskih posteljica s idiopatskim zastojem u rastu, te prijevremeno porodenih posteljica sa
zastojem uz poviseni tlak majke kao i s povisenim tlakom uz eutrofi¢nu djecu.. Takoder je isti
nalaz evdentiran i u prijevremenim posteljicama pacijentica ¢ije su trudnoc¢e komplicirane
istovremeno povisenim tlakom i gestacijskim dijabetesom.

Ekspresija proteina ELFS bila je statisticki znacajno manja u posteljicama kod
prijevremenog poroda u usporedbi s kontrolnim terminskim posteljicama. To bi moglo znaciti
poviSenu razinu proteina SNAIL, te joS uvijek aktivnu EMT.

Budu¢i da je ELF5 marker epitelnog fenotipa stanica, odnosno inhibitor EMT, njegova
pojacana izrazenost u patoloskim trudnoc¢ama ukazuje na poremec¢enu EMT u bolestima
trudnoce.

Nasi podaci pokazuju da je u preeklamptic¢im posteljicama pojacana ekspresija ELF 5
(koji je represor proteina SNAIL, te poviSenje ELF 5 rezultira smanjenjem ekspresije SNAIL
i posljedi¢nim povecanjem ekspresije E kadherina). Nasi su rezultati u suglasnosti s ranijim
radovima koji posredno, analizirajuci izrazenost proteina SNAIL ( koji je pod kontrolom
ELF5) ukazuju na poremec¢aj EMT u hipertenzivnim poremecajima u trudnoc¢i. Budu¢i da
ELFS sprjecava transkripciju proteina SNAIL, porast ekspresije ELF5 odgovarao bi manjoj
izrazenosti SNAIL proteina u navedenim radovima.

Rad Fedorove iz 2012. godine (200) pokazao je redukciju SNAIL proteina u
preeklampti¢nim posteljicama $to je u suglasju s naSim rezultatima. Fedorova 1 suradnici su
odredivali razinu SNAIL?2 i E- kadherina u preeklampti¢nim posteljicama (200). U tom je
radu imunohistokemijski prikazano SNAIL pozitivno bojenje u jezgrama viloznog trofoblasta
1 mezenhimnih stanica ali i u invazivnom trofoblastu u decidui. U radu Fedorove, u
posteljicama s preeklampsijom, razina transkripcijskog faktora SNAIL bila je znatno
smanjena u ekstraktima totalne placente (200).

Raniji rad Blechschmidt i suradnika iz 2007. godine (180) opisuje povisenje SNAIL
pozitivnih stanica EVT u bazalnoj plo¢i posteljice u preeklampti¢nim i HELLP posteljicama
u odnosu na posteljice iz normalnih trudo¢a. Fedorova je objasnila tu razliku osjetljivos¢u
ekspresije SNAIL proteina na hipoksiju i osidativni stres (200). Logi¢no je pretpostaviti
postojanje hipoksije koja povisuje SNAIL u posteljici zbog neadekvatne pretvorbe spiralnih
arterija  bilo direktno aktivacijom promotora pomoc¢u HIF-1a ili pomoéu medijatora
hipoksi¢nih signala poput EGF, TGFa, TNF a (209). Porast SNAIL proteina pomoc¢u HIF
1 o dokazan je u kulturama stanica viloznog trofoblasta prvog tromjesecja, ¢ime se smanjuje

E kadherin 1 aktivira EMT u tom razvojnom razdoblju (315). Mezenhimne stanice resica

183



poticu od ekstraembrionalnog mezoderma koji se formira tijekom primarne EMT u ranom
razdoblju embrionalnog razvoja. Shodno tome, mezenhimne stanice mogu zadrzati
ekspresiju SNAIL proteina iz tog razdoblja (200).

Oksidativni stres pokrece transkripciju SNAIL (209, 316) a hipoksija inhibira
njegovu razgradnju u proteosomima. Budu¢i da je za preeklampti¢ne posteljice karakteristi¢an
pojacani oksidativni stres, pojacana ekspresija HIF 1 a 12 o (317) 1 smanjena aktivnost
proteosoma (318) mogao bi se pretpostaviti porast aktivnosti SNAIL proteina u tim
posteljicama, kao $to je opisala Blechschmidt.

Medutim, u radu Blechschmidtove skupine posteljica dobivene iz trudnoca
kompliciranih preeklampsijom prosjecne su gestacijske dobi 33,18 tjedana, a one iz trudnoc¢a
s HELLPom 33,8 tjedana, dakle obje skupine su prijevremeno porodene. Za razliku od toga,
kontrolna skupina posteljica porodena je u prosjec¢noj gestacijskoj dobi 38,2 tjedna, dakle u
terminu. Na osnovi na$ih rezultata, mozemo zakljuciti da je poviSena razina proteina SNAIL
u patoloskim posteljicama u radu Blechschmit i suradnika posljedica razlike u gestacijskoj
dobi izmedu ispitivanih i kontrolne skupine, a ne same ispitivane patologije. Na ovom
primjeru uocava se vaznost ispravnog formiranja ispitivanih skupina prema gestacijskoj dobi
ukoliko se analizraju zbivanja u placenti. Razina ELF5 u prijevremenim je posteljicama
statisti¢ki znacajno niZa nego u terminskim posteljicama (dakle o¢ekujemo da je SNAIL
povisen). Prijevremeno porodene posteljice s dodatnom patologijom (IUGR, poviSeni tlak
majke, gestacijski dijabetes) imaju takoder manju ekspresiju ELF 5 (dakle vi$u razinu SNAIL
proteina) u odnosu na terminsku kontrolnu skupinu, ali ve¢u u odnosu na kontrolnu skupinu
prijevremeno prodenih posteljica. Terminske posteljice sa zastojem u rastu ploda takoder
pokazuju pojacanu izrazenost ELF5 u odnosu na terminske kontrole.

Rad Fedorove, koja je ispravno usporedila terminsku patologiju s terminskom
kontrolnom skupinom, te zasebno formirala kontrolnu skupinu prijevremenih poroda kao $to
smo u€inili i mi, pokazuje da drugi faktori imaju ve¢i u¢inak na SNAIL od oksidativnog
stresa 1 hipoksije, te tako utje¢u na razvoj posteljice. Zaista, poremecaj oksigenacije u
posteljicama s preeklampsijom sekundaran je u odnosu na primarni uzrok — placentnu
insuficijenciju zbog defektne funkcije trofoblasta (201, 204, 319). Fedorova i suradnici
dokazali su da je u preeklampti¢nim posteljcama razina SNAIL proteina smanjena oko 30 % u
usporedbi s normalnim posteljicama (200). Toliko bi bilo o¢ekivano povisenje ELF5 u

patoloskim posteljicama, $to se pokazalo i u naSim rezultatima.
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Snizena razina SNAIL moze potaknuti promjene u razli¢itim putevima diferencijacije
placentnih stani¢nih linija i tako doprinijeti razvoju preeklampsije i [IUGR.

Morfoloski se preeklampti¢ne posteljice razlikuju od normalnih zbog poremecéenog
grananja viloznog stabla , osobito kad je preeklampsija kombinirana sa zastojem u rastu
(202). Znaci da bi smanjena ekspresija SNAIL-a pomoc¢u ELFS5 ili drugim na¢inom
doprinijela razvoju preeklampsije promjenama u poc¢etnom stadiju razvoja posteljice, jer se
smatra da SNAIL ima ulogu u angiogenezi.

U prijevremenim posteljicama bez pridruZene patologije u naSem radu ekspresija ELF
5 je statisticki znacajno manja u odnosu na terminske kontrole i na prijevremeno porodene
patoloske posteljice. Prema Fedorovoj, u prijevremeno porodenim posteljicama razina
proteina SNAIL varira ali u njezinom radu postoji trend prema statistickoj sli¢nosti izmedu
prijevremenih i preeklampti¢nih posteljica (200). Fedorova je u spomenutom radu ukazala i
na sli¢nu ekspresiju E-kadherina u preklampti¢nim i prijevremeno porodenim posteljicama .

Mi smo takve rezultate dobili usporedujuci ekspresiju SPRP1 i SFRP3 u patoloskim i
prijevremeno porodenim posteljicama, no ne i u slu¢aju ELF5.

PoviSena razina ELF 5 u prijevremeno porodenim patoloskim posteljicama u odnosu na
“kontrolne” prijevremene posteljice ukazuje na neadekvatnu EMT kao na uzrok slabije
invazije trofoblasta koja vodi u patolosku trudnocu.

Budu¢i da postoji i statisti¢ki znacajna razlika izmedu prijevremene patologije i
terminskih kontrola, moguce je da se ve¢ od pocetka invazije jace izlu€uju inhibitori EMT,
Sto samo postaje evidentno u kasnijim stadijima trudnocde.

Pokazali smo da su povisen tlak i zastoj u rastu povezani sa statisti¢ki znacajno
povisenom razinom ELFS5 proteina u posteljicama iz trudnoc¢a s navedenom patologijom. U
suglasju s podacima iz literature, ovaj rad ukazuje na poremecaj EMT u razli¢itim
patoloskim stanjima u trudno¢i.

Nasi rezultati stoga podcrtavaju znacaj neadekvatne diferencijacije trofoblasta kao

moguceg uzroka patoloskih stanja u trudno¢i.
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7. ZAKLJUCCI

Analizom ekspresije inhibitora i1 aktivatora Wnt signalnog puta kao i neovisnog biljega

epitelnog fenotipa, proteina ELFS5, dosli smo do slijedecih zakljucaka:

1.

10.

Ekspresija SFRP1 i SFRP3 statisticki je znacajno vecéa u prijevremeno porodenim
posteljicama bez pridruzene patologije nego u terminskim posteljicama iz normalnih
trudnoca.
Ekspresija SFRP1 1 SFRP3 statisticki je znacajno vecéa u patoloskim terminskim 1
patoloskim prijevremenim posteljicama u odnosu na terminsku kontrolnu skupinu.
Ukupna ekspresija SFRP1 1 SFRP3, kao i zasebna ekspresija u decidui svih terminskih
patoloskih skupina, statisticki se ne razlikuje od ekspresije u prijevremeno porodenim
posteljicama bez pridruzene patologije.
Ukupna ekspresija SFRP1 1 SFRP3, kao i1 zasebna ekspresija u korionskim resicama
prijevremeno porodenih posteljica iz trudno¢a kompliciranih gestacijskim
dijabetesom, manja je nego u kontrolnoj skupini posteljica.
U korionskim resicama prijevremeno porodenih patoloskih posteljica nasli smo
smanjenu izrazenost SFRP3 proteina u odnosu na resice kontrolne skupine
prijevremenih poroda.
Jaca izrazenost TCF1 u odosu na terminsku kontrolu nadena je samo u prijevremeno
porodenim posteljicama iz trudnoc¢a kompliciranih gestacijskim dijabetesom (bez
obzira je li krvni tlak majke povisen ili normalan).
Najslabija ekspresija TCF1 nadena je u terminskom IUGR uz poviseni tlak majke.
Ekspresija ELF 5 nadena je u citoplazmi u viloznom citotrofoblastu te u
ekstraviloznom trofoblastu u decidui.
Ekspresija proteina ELF5 bila je statisticki znac¢ajno manja u kontrolnim posteljicama
iz prijevremenih poroda u usporedbi s kontrolnim terminskim posteljicama.
Znacajno veca ekspresija ELFS zapazena je u terminskim i prijevremenim
posteljicama iz trudnoca s [IUGR te u prijevremenim posteljicama s hipertenzivnim

poremecajem u odnosu na odgovarajuce kontrolne posteljice.
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8. SAZETAK

Diferencijacija stanica trofoblasta u normalnoj i patoloskoj trudnodi

Jasenka Zmijanac Partl, disertacija, 2016.

Diferencijacija trofoblasta je proces koji ukljucuje epitelno - mezenhimsku tranziciju
(EMT) u kojoj kljuénu ulogu igraju akteri signalnog puta Wnt. SFRP1 1 SFRP3 su antagonisti
Wnt signalnog puta koji nastoje odrZati epitelne karakteristike stanica dok je protein TCF1
zaduzen za invaziju stanica trofoblasta.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati izraZenost antagonista signalnog puta Wnt,
proteina SFRP 1 1 SFRP3, u zdravim i patoloskim posteljicama (IUGR, hipertenzivni
poremecaji, gestacijski dijabetes) kao i izrazenost pozitivnog regulatora istog signalnog puta,
proteina TCF1. Odabirom nezavisnog biljega epitelnog fenotipa, proteina ELF5, dodatno se
potvrdio dobiveni rezultat.

Imunohistokemijskim metodama dobili smo jacu izrazenost SFRP1 i SFRP3 u
normalnim prijevremenim nego u terminskim posteljicama. Ukupna razina SFRP1 i SFRP3
antigena bila je poviSena u posteljicama svih patoloskih skupina u odnosu na terminske
kontrole. Zanimljivo je, da nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike izmedu normalnih
prijevremenih i terminskih IUGR 1 preeklampti¢nih posteljica. U korionskim resicama
posteljica iz trudno¢a kompliciranih gestacijskim dijabetesom izrazenost SFRP1 i SFRP3 bila
je manja, dok je ukupna razina TCF1 bila poviSena, §to ukazuje na izraZzeniju proliferaciju
trofoblasta. Niza razina proteina SFRP3 nadena je i u korionskim resicama prijevremenih
patoloskih posteljica u odnosu na zdrave dok mu je izrazenost u decidui poput SFRP1.
Ovakvi nalazi ukazuju na mogucu ulogu SFRP3 u poticanju stani¢nog rasta u normalnom
tkivu resica, odnosno na dvostruku ulogu SFRP3 tijekom placentacije.

Ekspresija ELF5 manja je u zdravim prijevremenim nego u terminskim posteljicama
Sto ukazuje na aktivnu EMT. U patoloskim prijevremenim i terminskim posteljicama razina
ELFS znacajno je veca u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolama. Ovi nalazi potvrduju ulogu
ELFS5 u supresiji EMT u patoloskim trudno¢ama.

Nasi nalazi podupiru teoriju prema kojoj Wnt ima dinami¢nu ulogu u patogenezi
IUGR, hipertenzivnih poremecaja i gestacijskog dijabetesa. Takoder smo utvrdili povezanost
ELFS5 s poremecajima trudnoce povezanim s neadekvatnom invazijom i diferencijacijom
trofoblasta. Mozemo zakljuciti da poremecaj regulacije mreZe signalnih puteva narusava

homeostazu u postelji¢nom tkivu i vodi do razli¢itih bolesti vezanih uz trudnocu.
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9. SUMMARY

Differentiation of Human Trophoblast Cells in Normal and Pathological Pregnancy

Jasenka Zmijanac Partl, Ph. D. Thesis, 2016.

Differentiation of trophoblast cells is a process that involves an epithelial-
mesenchymal transition (EMT) in which components of the Wnt signaling pathways play a
crucial role. SFRP1 and SFRP3 act as Wnt antagonists, tending to maintain the characteristics
of epithelial cells while TCF1 is implicated in trophoblast cell invasion.

The aim of this study was to analyse the expression of Wnt signaling pathway
antagonists, SFRP1 and SFRP3 proteins, and its positive regulator TCF1 in normal and
pathological placentas ( IUGR, hypertensive disorders, gestatonal diabetes). An independent
marker of epithelial phenotype ELFS5, was chosen to additionally confirm our findings.

Immunohistochemical analysis demonstrated elevated levels of SFRP1 and SFRP3 in
normal preterm compared to term placentas. Total levels of SFRP1 and SFRP 3 proteins were
also increased in all groups of pathological placentas compared to term controls.
Interestingly, there was no statistical difference between normal preterm and term IUGR and
preeclamptic placentas. Placentas from pregnancies complicated by gestational diabetes
showed lower expression of SFRP1 and SFRP3 in chorionic villi and higher total levels of
TCF1, demonstrating a more expressed trophoblastic proliferation.

Lower levels of SFRP3 were also found in chorionic villi of preterm pathological
placentas compared to healthy placentas, while its expression in decidual tissue was similar to
SFRPI. These findings suggest the involvement of SFRP3 in cell growth promotion of
normal villous tissue and indicate that SFRP3 may play a dual role during placentation.

ELFS5 expression was lower in healthy preterm than in term placentas, indicating
active EMT. Pathological preterm and term placentas showed significantly higher ELFS5 levels
compared to control groups. These findings establish ELF5 as a suppressor of EMT in
pathological pregnancies.

Our data support the theory in which Wnt pathway has a dynamic role in the
pathogenesis of IUGR, hypertensive disorders and gestational diabetes. We also found
significant association of ELF5 with pregnancy disorders which have been related to the
regulation of trophoblastic invasion and differentiation. We can conclude that impaired
regulation of the Wnt signalling pathways can disrupt tissue homeostasis and lead to different

pregnancy-related diseases.
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