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POPIS OZNAKA I KRATICA:

POP — prolaps zdjeli¢nih organa (engl. pelvic organe prolapse)

ICS — Medunarodno udruzenje za inkontinenciju (engl. International Continence Society)
AUGS — Americko uroginekolosko drustvo (engl. American Urogynecologic Society)
SGS — Drustvo ginekoloskih kirurga (engl. Society of Gynecologic Surgeons)

POP-Q klasifikacija — engl. Pelvic Organ Prolapse Quantification

mtDNA — mitohondrijska DNA

tRNA — transportna RNA

rRNA — ribosomska RNA

ETS — transportni sustav elektrona (engl. electron transport system)

ATP — adenozin trifosfat

acetil-CoA — acetil koenzim A

NAD - nikotinamid adenin dinukletotid

FAD - flavin adenin dinukleotid

ADP — adenozin difosfat

COX — citokrom ¢ oksidaza

SDH - sukcinat dehidrogenaza

HIF — ¢imbenik induciran hipoksijom (engl. hypoxia inducible factor)

VEGF - ¢imbenika rasta vaskularnog endotela (engl. vascular endothelial growth factor)
HRE — element odgovora na hipoksiju (engl. hypoxia response element)

IGF2 — inzulinu slican faktor rasta 2 (engl. insuline like growth factor 2)

TGF-a — transformirajuc¢i faktor rasta alfa (engl. transforming growth factor o)

PFDI — engl. Pelvic floor distress inventory questionnaire
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1.1. Anatomija zdjeli¢nog dna

Zdjelica je dio trupa u kojem se nalazi zdjeli¢na Supljina (lat. cavitas pelvis). Dno zdjelice
predstavlja jedinstvenu anatomsku i funcionalnu cjelinu koju ¢ine tri potporna sloja: endopelvicna
fascija (lat. fascia endopelvina), miSiéni sloj 1 kosStani dio. Kostani dio zdjeli¢nog dna oblikuju
zdjeli¢na kost (lat. os coxae), krizna kost (lat. os sacrum) i trti€na kost (lat. os coccygis). Navedene
kostane strukture formiraju zdjeli¢ni obru¢. Terminalna linija dijeli zdjelicu na dva dijela: veliku
zdjelicu (lat. pelvis major) i malu zdjelicu (lat. pelvis minor). Malu zdjelicu sprijeda omeduju
preponske kosti spojene fibrohrskavi¢nom plo¢om, tj. simfizom. Bo¢no je omeduju sjedne kosti, a
straga krizna i trticna kost. Zdjeli¢ne su kosti osnovni oslonac mekim tkivima zdjelice (miSi¢ima,
ligamentima i faciji) (Slika 1.) (1).
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Slika 1. Zdjeli¢ni obruc.
Preuzeto s https://www.pelvis.gen.tr/pelvis-anatomisi.html

Zdjelicno dno c¢vrsta je elastiCna osnova na koju su naslonjeni zdjeli¢ni organi Zene t;.
mokraéni mjehur, maternica, rodnica i rektum. MiSi¢i dna zdjelice dijele se na straznji i prednji
dio. Straznji dio, tj. zdjeli¢nu dijafragmu (lat. diaphragma pelvis), ¢ine analni levator (lat. m.
levator ani), kokcigealni miSi¢ (lat. m. coccygeus) 1 vanjski analni sfinkter (lat. m. sphincter ani
externus) (Slika 2.). Oni zatvaraju straznji dio dna male zdjelice 1 obuhvacaju rektum. Krakovi

najznacajnijeg miSic¢a dna zdjelice, analnog levatora, tvore prostor tj. pukotinu levatora (lat. hiatus

2



genitalis) (Slika 3.). To je uzduzno postavljen prostor, na prednjem dijelu pokriven drugom
miSi¢nom plo¢om zdjelicnog dna, tj. urogenitalnom dijafragmom (lat. diaphragma urogenitale).
Pripoji analnog levatora uz straznju stijenku rektuma ¢ine levatorsku plocu. Kroz pukotinu levatora
prolaze kaudalni djelovi rektuma, rodnice i mokraéne cijevi. Analni levator je stalno kontahiran.
Na taj nacin dno zdjelice se odrzava zatvorenim uz minimalni dopusteni pritisak na endopelvicnu
fasciju. Ti mi$i¢i imaju vaznu ulogu u podrzavanju polozaja zdjeli¢nih organa pri suprostavljanju
intraabdominalnom tlaku (2). Ako su mi$ic¢i dna zdjelice osteceni ili rastegnuti dulje vrijeme, porast
intraabdominalnog tlaka i sila teze mogu ostetiti endopelviénu fasciju. Defekti u endopelvicnoj

fasciji zajedno s oslabljenim analnim levatorom uzrok su genitalnog prolapsa (3, 4).
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Slika 2. Zdjeli¢na 1 urogenitalna dijafragma.

Preuzeto s http://madeinkibera.com/levator-ani-anatomie



Slika 3. Pukotina levatora (2).

Prednji dio miSi¢a dna zdjelice ¢ini urogenitalnu dijafragmu, trokutastu miSi¢no-vezivnu
plocu debelu 1 cm koja zatvara prednji dio dna male zdjelice izmedu analnog levatora i preponske
simfize. Ona ispunjava pukotinu levatora. Pruza se obostrano od grana preponske kosti do prednje
stijenke rektuma. Prekinuta je u srediSnjoj liniji uretrom i rodicom. U njezinom sastavu nalazi se
povrSna i1 duboka skupina miSi¢a. U dubokoj skupini miSi¢a nalaze se m. sphincter uretre i m.
transversus perinei profundus, a u povrSnoj m. transversus perinei superficialis, m.

bulbospongiousus i m. ischiocavernosus (Slika 4.). Oni u luku obuhvacaju predvorje rodnice (5).
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Endopelvicna fascija je matriks sastavljen od mreZe kolagenih vlakana, elasticnih vlakana
i glatke muskulature. Ima dva temeljna zadatka. OdrZava visceralne organe u pravilom poloZaju
sluZe¢i kao potpora te obavija 1 §titi krvne 1 limfne Zzile, Zivce te limfno tkivo zdjelice. U stoje¢em
polozaju mokra¢ni mjehur, gornje dvije tre¢ine rodnice i rektum leze u vodoravnoj osi, dok uretra,
donja tre¢ina rodnice i anus leZe gotovo okomito pri ¢emu endopelvicna fascija sluzi kao njihova
potpora (Slika 5.). Pubocervikalna fascija (lat. facia pubocervicale) dio je endopelvicne fascije koja
se nalazi izmedu mokra¢nog mjehura i rodnice. Pripojena je lateralno na tetivni luk zdjeli¢ne fascije
(lat. arcus tendineus fasciae pelvis) 1 uzdize se od vrata maternice proksimalno do perinealne
dijafragme distalno. Podupire vrat mokra¢nog mjehura i vazna je za zadrZavanje mokrace.
Interakcija izmedu miSi¢a dna zdjelice i fascije kljucna je za pravilnu potporu dna zdjelice.
Periuretralna fascija (tzv. ,,bijelo tkivo*) je fascija na kojoj leZi uretra i odgovorna je za potporni
sustav uretre. Siri se postrani¢no preko analnog levatora na zid zdjelice gdje se pripaja na tetivni
luk zdjeli¢ne fascije. Uretropelviéni ligament zajedno s analnim levatorom ¢ini glavni dio dna

zdjelice koji podupire vrat mokraénog mjehura i proksimalni dio uretre. Medica je tocka pripoja



vise miSi¢a koji osiguravaju dno zdjelice. Ona ima iznimnu sposobnost rastezanja, primjerice

tijekom porodaja (6, 7).
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Slika 5. Endopelvic¢na i pubocervikalna fascija.

Preuzeto s https://www.mheducation.com/highered/product/regional-human-anatomy-laboratory-

workbook-use-models-prosections-grine/M0073378283.html

DeLancey uvodi tri razine potpore endopelvi¢ne fascije (Slika 6.). Prva razina potpore ¢ini
gornju okomitu os i sastoji se od kardinalnih (lat. lig. cardinale) i sakrouterinih ligamenata (lat.
ligg. sacrouterina) koji drze zdjeli€ne organe vodoravno iznad ploce analnog levatora. Ti ligamenti
drze zdjelicne organe (gornji dio rodnice i vrat maternice) vodoravno iznad zdjeli¢ne dijafragme te
time sprjeCavaju pomicanje maternice (poglavito prema dolje, odnosno prema van). Sakrouterini
ligamenti polaze s krizne kosti lateralno u visini S2-S4 segmenta te se Sire 1 spajaju s rodnicom i
analnim levatorom ispod rodnice. S pomocu tih ligamenata rodnica se drzi u visini izdanka, spina
ischiadica, ali je omoguéena njezina pokretljivost, §to je vazno tijekom spolnog odnosa. Ti
ligamenti ¢ine osnovu svake korekcije ostecenja dna zdjelice. Druga razina potpore vodoravna je
os izmedu ishijadi¢ne spine i straZnje stijenke pubi¢ne kosti. Sastoji se od pubocervikalne fascije
sprijeda i rektovaginalnog septuma straga pri ¢emu su obje fascije fiksirane lateralno na tetivni luk
zdjeli¢ne fascije, odnosno na lineu albu te time daju paravaginalnu i lateralnu potporu mokra¢nom

mjehuru, gornjim dvjema tre¢inama rodnice i rektumu. Odgovorna je za gotovo vodoravan poloZaj



mokra¢nog mjehura, gornje dvije tre¢ine rodnice i rektuma. Gornju povrSinu rodnice podupire
pubocervikalna fascija, a donju rektovaginalna fascija, koje sprje¢avaju prolaps mjehura i rektuma
u rodnicu. Treéu razinu potpore ¢ini donja okomita os koja je odgovorna za gotovo okomiti polozaj
uretre, donje tre¢ine rodnice i anusa, koji zajedno prolaze kroz hiatus m. levatoris ani. Ova je os
smjeStena okomito na urogenitalni trokut. Distalni dio rodnice i uretra usidreni su sprijeda u
urogenitalnu dijafragmu, a straga u perinealno tijelo. Donja trec¢ina rodnice prolazi kroz otvor
levatora formirajuéi gotovo pravi kut s puborektalnim misi¢em straga i pubocervikalnom fascijom
sprijeda. Ovakav anatomski odnos omogucava da se mokra¢na cijev spusta gotovo pod pravim

kutem, $to pridonosi mehanizmu kontinencije mokrace (8, 9).

Slika 6. Tri razine potpore prema Del.anceyevom konceptu (12).

Maternica je organ koji se moze pomaknuti nekoliko puta tijekom dana za nekoliko
centimetara (kada su mokraéni mjehur i zavrSno debelo crijevo puni). No pomi¢no je samo tijelo
maternice jer vrat ostaje nepomican zbog svog smjestaja i povezanosti s mokra¢nim mjehurom i
zavrSnim debelim crijevom. Maternicu na mjestu drze tri sustava sveza: a) sustav usmjeravanja —
usmjerenost tijela maternice osigurava osobito rastezljiva obla sveza (lat. lig. teres uteri) koja
polazi s desne i lijeve strane maternice i drzi gornji dio tijela usmjeren prema preponskoj kosti i
mokraénom mjehuru, kao i Siroka sveza (lat. lig. latum uteri) koja prekriva prednju i straznju
stijenku maternice i proteZze se sve do zida zdjelice, b) sustav ovjesa — maternica je okruZena
svezama koje joj poput meke rastezljive uzadi omogucuju blago pomicanje i stabilnost. Osobito su

vazne uterosakralna sveza (lat. lig. rectouterinum) koja usidruje maternicu sa straznje strane



polazeéi s vrata maternice, okruzuje zavrsno debelo crijevo 1 hvata se na kriznu kost, kardinalna
sveza (lat. lig. cardinale) koja pridrzava maternicu sa strana (proteze se izmedu postrani¢nih
dijelova vrata maternice i stijenke zdjelice) i pubocervikalna sveza (lat. lig. pubocervicale) koja
fiksira maternicu sprijeda prema mokra¢nom mjehuru i preponskoj kosti (Slika 7.), c¢) sustav
podupiranja — vrat maternice poduprt je miSiénom ovojnicom oblika lezaljke zvanom zdjeli¢no

dno, koja zatvara najnizi dio zdjelice i podupire unutrasnje organe, osobito maternicu, crijeva i
rodnicu (8,10).
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Slika 7. Vezivni i parametralni sustav maternice (2).

1.2. Prolaps zdjeli¢nih organa

Prolaps zdjeli¢nih organa (POP) (mokra¢nog mjehura, maternice i rektuma) cest je i
onesposobljavaju¢i oblik disfunkcije zdjelicnog dna koji nastaje spustanjem ili klizanjem
zdjeli¢nih organa s podloge na kojoj se nalaze u stanju mehanicke ravnoteze (11, 12). Spustanje
zdjeli¢nih organa ispred rodnice ili u rodnicu povezano je s urinarnim, crijevnim i seksualnim
smetnjama. Zbog druStveno-emotivnih posljedica POP spada medu ¢eSc¢e probleme Zena srednje i

naroCito starije Zivotne dobi (13, 14).



1.2.1. Epidemiologija

Kako se poveéava oc¢ekivana zivotna dob zena, logi¢no je ocekivati i ve¢u ucestalost POP-
a u populaciji, §to taj problem c¢ini iznimno bitnim u daljnjem rasvjetljavanju etiopatogeneze i
narocCito moguce prevencije. Tesko je utvrditi to¢nu ucestalost POP-a obzirom na to da mnoge zene
ne traze lije¢nicku pomo¢. Procjenjuje se da polovica svih Zena koje su radale ima oStecenje
zdjeli¢nog dna, od kojih 10-20 % zatrazi lije¢niCku pomo¢ (13, 14). POP je Cesta indikacija za
operacijski zahvat, a rizik da Zena tijekom Zivota bude operirana iznosi 11 %. Rizik recidiva i

reoperacije iznosi 30 % (15).

1.2.2. Etiopatogeneza

Etiopatogeneza POP-a nije razjaSnjena. Najces¢i etioloski ¢imbenici su vaginalni porodaj
(narocito djece velike porodne tezine 1 dulji zastoj glavice na izlazu), urodena slabost zdjeli¢ne
muskulature i vezivnog tkiva, manjak estrogenih hormona (postmenopauzalna atrofija) te
¢imbenici koji povecavaju intraabdominalni tlak poput teskog fizickog rada, opstipacije, pretilosti
1 kroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (13-16). Etiologija prolapsa pelvi¢nih organa dovodi se u vezu
s vaginalnim porodajem, pri ¢emu je vaginalni porodaj terminskog djeteta naveden kao najvazniji
uzrok kasnijeg razvoja prolapsa pelvicnih organa. Ustanovljeno je da fetalna glava, prolazeci kroz
vaginalni kanal, isteZze analni levator i pudendalni Zivac te na taj nacin dovodi do oStecenja s
permanentnom neuropatijom i miSi¢nom slabos¢u. Prilikom porodaja djece velike tezine i
dugotrajnijeg zastoja glavice na izlazu moze do¢i do prevelikog rastezanja ili oStecenja analnog
levatora i fascija male zdjelice (pubocervikalna, rektovaginalna) te povrede pudendalnog zivca
(17). Slabost vezivnog tkiva kod odredene skupine bolesnica dodatni je etioloski ¢imbenik u
nastanku defekata dna zdjelice. U perimenopauzi, a pogotovo u postmenopauzi, povecava se broj
zena s defektima dna zdjelice vezanim za gubitak estrogena. Zbog nedostatka estrogena kolageno
tkivo ligamenata smanjuje se, vaginalni misici slabe te se smanjuje prokrvljenost svih struktura
male zdjelice, Sto izaziva atrofiju organa i njihovo lakSe oStecenje. Operativni zahvati u maloj
zdjelici takoder mogu dovesti do prolapsa genitalnih organa, bilo zbog slabljenja potpore dna
zdjelice, bilo zbog naglog gubitka estrogena kod ovarijektomije ili zbog ozljede Ziv¢anih struktura

1 posljedi¢nog slabljenja inervacije urogenitalnog trakta (18-20).



1.2.3. Klini¢ka slika

Razlikujemo prolaps maternice, prolaps svoda rodnice, prolaps prednje vaginalne stijenke
(cistokelu) i prolaps straznje vaginalne stijenke (rektokelu i enterokelu). Prolaps vaginalne stijenke
moze se javiti i bez prolapsa maternice (21, 22).

Prolaps maternice posljedica je nedostatne potpore sakrouterinih i kardinalnih ligamenata,
zbog Cega dolazi do spustanja vrata maternice i same maternice prema introitusu (Slika 8. 1 9.).
Spustanje maternice do himenalnog otvora naziva se descenzusom. Ako dode do spustanja
maternice kroz himenalni otvor, rije¢ je o subtotalnom ili totalnom prolapsu. Cesto je zdruZen s

rektokelom, enterokelom ili cistokelom (23).

Faza 1 Faza 2 Faza 3

Slika 8. Prolaps maternice: kod prolapsa maternice spustaju se potporne strukture te maternica pada
u vaginu. Naj€esc¢e su 1 drugi zdjeli¢ni organi izvan svog leZista.

Preuzeto s http://www.towa-med.or.jp/first_hospital/department/detail. php 7Tno=50
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Slika 9. Prolaps maternice.

Preuzeto s http://www.consultantsinurology.com/pelvic-organ-prolapse/

Prolaps svoda rodnice distenzija je vaginalnog svoda izvan rodnice i1 naj¢esce se javlja
nakon histerektomije. Nastaje zbog gubitka potpore sakrouterinih ligamenata. Cesto je povezan s

rektokelom, enterokelom ili cistokelom (Slika 10.) (24).
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Faza 3 Faza 4

Slika 10. Prolaps vaginalnog bataljka: kod zena koje su imale histerektomniju moze do¢i do
spustanja vrha vagine odosno vaginalnog bataljka.

Preuzeto s http://www.towa-med.or.jp/first_hospital/department/detail.php 7Tno=50

Cistokela predstavlja patoloSko ispadanje prednje vaginalne stijenke zajedno s bazom
mjehura (Slika 11.). Razlikujemo centralnu i lateralnu cistokelu. Kod centralne cistokele rije€ je o
srediSnjem puknucu pubocervikalne fascije. Klini¢ki se vidi da su nabori vagine manji i zagladeni,
a moze se takoder utvrditi postojanje odboja svjetlosti na sluznici. Prema Medunarodnom
udruZenju za inkontinenciju (International Continence Society — ICS) samo se takva oStecenja
mogu nazivati cistokela jer izmedu baze mjehura i rodnice nema fascije. Kod lateralne cistokele
rijec je o elongaciji ili otrgnucu pubocervikalne fascije od tetivnog luka zdjeli¢ne fascije, vaginalni
su nabori kod klini¢kog su pregleda intaktni te nema odboja svjetlosti sa sluznice (25, 26). Prema
ICS-u takva oSte¢enja nazivaju se paravaginalni defekti. Te su ozljede najceSce unilateralne i
asimetricne. Treca skupina oStecenja poprecne su lezije kranijalnog dijela pubocervikalne fascije,
tzv. pericervikalnog prstena, a klinicki se manifestiraju velikom cistokelom bez simptoma staticke

inkontinencije. Cesto je rije¢ o kombiniranoj cistokeli (27).
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Faza 1 Faza 2 Faza 3

Slika 11. Prolaps prednjeg vaginalnog zida — cistokela — naj¢es¢i je tip defekta pelvicnih organa.
Javlja se kada prednji zid vagine izgubi svoju potporu. Kao rezultat toga mokraéni mjehur
spusta se i viri iz vagine.

Preuzeto s http://www.towa-med.or.jp/first_hospital/department/detail. php 7Tno=50

Rektokela predstavlja patolosko ispadanje donjeg dijela vaginalne stijenke s rektumom, a
nastaje kao posljedica puknuca u rektovaginalnoj fasciji. Kod rektokele izmedu prstiju u rodnici i

prsta u rektumu nalazi se samo stijenka rodnice (Slika 12.) (28, 29).

Faza 1 Faza 2 Faza 3

Slika 12. Prolaps straznjeg zida: rektokela se javlja kada straznji zid vagine izgubi svoju potporu.
Tada se rektum spusta 1 proviruje kroz vaginu.

Preuzeto s http://www.towa-med.or.jp/first_hospital/department/detail. php 7Tno=50

Enterokela predstavlja patolosko ispadanje gornjeg dijela straZnje vaginalne stijenke s

tankim crijevom koje je posljedica prsnuca rektovaginalnog septuma izmedu skarouterinih
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ligamenata (Slika 13.). Prema definiciji ICS-a kod enterokele kroz stijenku rodnice straznjeg

forniksa vide se peristalticki valovi vijuga tankog crijeva (26, 30).

Faza 1 Faza 2 Faza 3

Slika 13 . Enterokela: Zene s prolapsom vaginalnog bataljka ¢esto imaju 1 prolaps tankog crijeva.
Kod ovog oblika enterokele tanko crijevo spusta se kroz potporno tkivo u vaginu.

Preuzeto s http://www.towa-med.or.jp/first_hospital/department/detail. php 7no=50

Simptomi prolapsa su osjecaj sjedenja na maloj lopti, osje¢aj vucenja u maloj zdjelici, tkivo
koje ispada iz vagine, problemi s mokrenjem — inkontinencija ili retencija, bol u donjem dijelu leda,
bol prilikom spolnog odnosa, Ceste urinarne infekcije, pojacan sekret ili krvarenje iz vagine. U
rodnici se razvija kvrga ili izbo¢ina koja moze strSiti van. Simptomi su blazi ujutro i pogorsavaju
se tijekom dana (31-34). Prolaps prvog stupnja obi¢no ima minimalne simptome. Kod tezih
prolapsa simptomi su izrazeniji, a mogu se pojaviti i komplikacije kao §to su zadebljanja sluznice
vagine, suhoc¢a vagine, kroni¢ne infekcije 1 upale te ulkusi koji mogu i krvariti. Stanje u tom slucaju

moze nalikovati na tumor (35, 36).

1.2.4. Dijagnostika i Kklasifikacija

Pravilna dijagnoza kod spustenih zdjeli¢nih organa zasniva se na ciljanoj anamnezi i
fizikalnom pregledu na ginekoloskom stolu, §to omogucuje odabir ispravnog nacina lijeCenja.
Fizikalni pregled obavlja na nacin da je bolesnica u lezeCem poloZaju. Bimanualnom palpacijom
utvrduje se veli¢ina 1 poloZaj maternice, moguca prisutnost tumora u zdjelici, a moZze se procijeniti

1 tonus mekog porodajnog kanala ili stupanj oSte¢enosti misi¢a dna zdjelice (26, 37).
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Postoje razliciti sustavi za kvalifikaciju tezine defekata dna zdjelice kao i za procjenu
uspjeha lije¢enja. Klasifikacija Pelvic Organ Prolapse Quantification (POP-Q) objektivni je sustav
za mjerenje stupnja prolapsa organa male zdjelice prihvacen 1996. godine (38). Medunarodno
drustvo za kontinenciju prihvatilo je POP-Q sustav (39). Tu je klasifikaciju takoder prihvatilo
Ameri¢ko uroginekolosko drustvo (American Urogynecologic Society — AUGS) i Drustvo
ginekoloskih kirurga (Society of Gynecologic Surgeons — SGS). Pregled se obavlja u litotomnom
polozaju uz prazan mokraéni mjehur i crijevo. Potrebno je izvesti Valsalvin manevar, pri ¢emu se
zena napinje. S obzirom da u 26 % pacijentica dolazi do povecanja stupnja prolapsa organa male
zdjelice u stojeCem polozaju, pregled treba ponoviti i u stoje¢em polozaju (40-42). Osnovu podjele
predstavlja devet todaka, a polazna (nulta) to¢ka himenalni je otvor. Sest to¢aka referentne su tocke,
a ostale tri su tzv. ,,ostale” (Slika 14.). Sve udaljenosti izmedu himena i odredene referentne tocke
imaju predznak (Tablica 1. 1 2.). Udaljenost od himena proksimalno ima negativni predznak, a

udaljenost od himena distalno ima pozitivni predznak (38, 43, 44).

Slika 14. Referentne i ostale tocke (12).
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Tablica 1. Referentne

tocke (38).

Referentne to¢ke

Opis

Raspon vrijednosti

Aa

Tocka na prednjoj stijenci rodnice 3 cm kranijalno od
himenalnog otvora (predstavlja mjesto vrata mjehura)

-3cmdo 3 cm

Ba

Najniza prominentna to¢ka na prednjoj stijenci
rodnice

Moze se nalaziti na bilo kojoj udaljenosti od tocke
Aa do ukupne duljine rodnice (engl. total vaginal
length + tvl).

3 cmdo + tvl

Najniza tocka koja se nalazi na prednjoj usni vrata
maternice.

Kod histrektomiranih Zena nalazi se na vaginalnoj
zaraslici.

Normalan nalaz je -8.

Straznji forniks rodnice na mjestu hvatista
sakrouterinih ligamenata

Ne nalazi se u histerektomiranih Zena. Normalan
nalaz je -10 cm.

Ap

Tocka na straznjoj stijenci rodnice 3 cm kranijalno
od himenalnog otvora

-3cmdo +3cm

Bp

Najniza prominentna toc¢ka na straznjoj stijenci
rodnice

Moze se nalaziti na bilo kojoj udaljenosti od tocke
Ap do ukupne duljine rodnice (+ tvl).

3 cmdo + tvl

Tablica 2. Ostale tocke (38).

Ostale tocke

Opis

Genitalni otvor
(engl. genital hiatus

—gh) straznjoj strani himena na 6 h 1 iznosi 2 cm

Udaljenost vanjskog uretralnog us¢a do tocke koja je na

Perinealno tijelo

(engl. perineall body — pb)

Udaljenost od toc¢ke na 6 h himenalnog otvora do sredine
analnog otvora 1 iznosi normalno 3 cm

vaginal length — tvl)

Ukupna duljina rodnice (engl. total

prosjecno iznosi 10 cm

Udaljenost od himenalnog otvora do straznjeg forniksa i
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Ostale su tocke udaljenosti izmedu definiranih tocaka, a njihove vrijednosti upisuju se bez
predznaka.
Stupnjevi prolapsa genitalnih organa prema POP-Q klasifikaciji su:
0 stupanj: nema prolapsa (Aa, Ap, Bp=-3cmiCiliD < (tvl-2) cm)
1. stupanj: najudaljenija tocka prolapsa je > 1 cm iznad razine himena (< -1cm)
2. stupanj: najudaljenija tocka prolapsa je < 1 cm proksimalno ili distalno od razine himena ( >
-1 cmdo < +1 cm)
3. stupanj: najudaljenija tocka prolapsa je > 1 cm ispod razine himena, ali nije viSe od 2 cm
manja od ukupne duljine rodnice ( > +1 cm ali < +(tvl -2) cm)
4. stupanj: gotovo potpuna everzija rodnice
Najudaljenija tocka prolapsa je od himena udaljena viSe od ukupne duljine rodnice umanjene za 2

cm (> +(tvl-2) cm) (38, 43, 44).

1.2.4. LijeCenje

Lijecenje POP-a mozZe biti konzervativno 1 kirursko. Odabir vrste lijeCenja ovisi o stupnju
prolapsa po POP-Q klasifikaciji, dobi pacijentice, opéem stanju pacijentice te pridruzenim
komorbiditetima. Samo operativnim lijeCenjem mozZe se postici izlijeCenje, dok se

konzervativnim lije¢enjem manje ili viSe ublazuju neke smetnje (26, 37).

1.2.4.1. Kirursko lijeCenje

Kirurski zahvat moze se izvesti vaginalno, abdominalno, endoskopski i minimalno
invazivno. Izbor kirurske tehnike lije€enja ovisi o stupnju zdjeli€nog prolapsa (45).

Tradicionalna operacija kod centralnih cistokela prednja je kolporafija kod koje se veli¢ina
cistokele smanjuje s pomoc¢u Sava mjehura i poprec¢nih Savova pubocervikalne fascije (Slika 15.).
Savovi se postavljaju od vaginalne stijenke do vrata mokraénog mjehura. Medutim, taj zahvat nije
uc¢inkovit kod lateralnih cistokela. Kod njih se preporucuje Sivanje pubocervikalne fascije na tetivni
luk zdjeli€ne fascije. Kod korekcije postranicnog defekta upotrebljava se abdominalni
paravaginalni pristup, pri ¢emu Savovi prolaze kod postrani¢nu vaginalnu stijenku i veZu se na

tetivnom luku. Kod postrani¢nog defekta moZe se izvesti i postupak po Burchu. Pri tome se Savovi
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koji prolaze kroz prednju stijenku rodnice fiksiraju na Cooperov ligament te prijece
hipermobilnost. Nedostatak prednje kolporafije lezi u ¢injenici da je taj zahvat relativno u¢inkovit
samo kod centralnih cistokela te se kod operacije upotrebljava oslabljeno tkivo, $to dovodi do
recidiva s ucestalosti od 29-40 % (46, 47). Medutim, oslabljeno vezivno tkivo moze nadomjestiti
sustav s mrezicom. Rije¢ je o sustavu s mrezicom od polipropilenskih monofilamentnih vlakana,
polivinildien fluorida ili titana koji se polaze na pubocervikalnu fasciju, ¢ime se ista ojaca, a
mrezica se nakon toga fiksira s pomocu traka koje se provode kroz obturatorni foramen. Prednost
tog pristupa lezi u Cinjenici $to se jednim zahvatom mogu izlijeciti centralna i lateralna, ali i
kombinirana citokela. Operacija se moze izvesti 1 u slucaju kada je maternica in situ. Fiksiranjem

mrezice takoder se moze sprije€iti ispadanje vrata maternice (48, 49).

Slika 15. Operacija opsezene cistocele.

Preuzeto s: http://gynsafe.com/prolapse.html

Kod prolapsa straznje vaginalne stijenke mogu se rabiti tradicionalna straznja kolporafija,
ugradnja implantata i abdominalni pristup laparotomijom ili laparoskopijom. Najces¢a operacija
jos§ je uvijek straznja kolporafija (Slika 16.). Nakon sredi$nje incizije stijenke rodnice, ligiranja i
resekcije peritonealne vrecice, pristupa se zatvaranju podlezeceg fascijalnog defekta. Uspjesnost
straznje kolporafije iznosi 76-90 % (50). Moguca komplikacija je "de novo" nastala dispareunija

koja se javlja u do 26 % pacijentica kod kojih je ucinjena straznja kolporafija (51). Abdominalni
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pristup prolapsu straznje vaginalne stijenke ukljucuje tehniku sakralne kolpoperineopeksije kod
koje se straznja vaginalna stijenka pojacava implantatom koji se proteze od sakruma do perinealnog
tijela (52). Najnoviju metodu fiksiranja straznjeg svoda rodnice predstavlja sustav mrezice kojim
se postize podupiranje cjelokupne straznje stijenke rodnice. Sustav s mrezicom polaze se na
rektovaginalnu fasciju, a mrezica se fiksira s pomocu dvije trake. Prema dosad prikupljenim
podacima obje su metode uspjesne i sigurne, a komplikacije su rijetke tijekom same operacije, kao
i poslije nje. NajceS¢e je rijeC o eroziji vaginalne sluznice koja se pojavljuje u ranom
postoperativnom razdoblju. Vec¢ina njih nestaje nakon lokalnog estrogenskog lijeCenja. Potrebna
su daljnja klinicka istrazivanja koja ¢e mozda potvrditi stvarnu vrijednost tih operacija u zZena sa

simptomatskim prolapsom vaginalne stijenke (48, 53).

Slika 16. Operacija opsezene enterokele.

Preuzeto s: http://gynsafe.com/prolapse.html
Vaginalna histerektomija bez bilateralne salpingooforektomije ili s njom idealna je kirurSka

terapija za simptomatski prolaps maternice. S obzirom na ¢estu udruZenost prolapsa maternice s

cistokelom, enterokelom 1/ili rektokelom, uz vaginalnu histerektomiju obavljaju se tradicionalna
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prednja i straznja kolporafija. Indikacije za tu operaciju defekti su dna zdjelice s posljedicnom
statickom inkontinencijom. Operacija se sastoji od dva dijela: vaginalne histerektomije i prednje
kolporafije s korekcijom (54, 55).

U kirurskom lije¢enju prolapsa svoda rodnice upotrebljava se transvaginalna korekcija
fiksacijom za sakrospinalne ligamente. Pri tome Sav prolazi do svoda rodnice kroz medijalni dio
sakrospinalnog ligamenta. Postupak moze promijeniti polozaj srediSnjice rodnice, Sto moze
uzrokovati dispareuniju. Od komplikacija mogu se pojaviti krvarenje iz pudendalnih krvnih zila,

ozljeda ishijadi¢nog zivca te bol u glutealnom podrucju (56, 57).

1.2.4.2. Konzervativno lijeCenje

U konzervativni nacin lijeCenja ubraja se fizikalna terapija i uporaba mehanickih sredstava
(pesara). Fizikalne metode ljeCenja defekata dna zdjelice vjezbe su miSi¢a zdjelicnog dna
(Kegelove vjezbe). Tu je metodu ljecenja prvi osmislio Arnold Keger 1950. godine (58). Kegelove
vjezbe predstavljaju izometriCke kontrakcije pubokokcigealnog miSi¢a. Vjezbe mogu biti
ucinkovite samo kod pacijentica s insuficijencijom zdjelicnih miSic¢a (Slika 17). Takoder se mogu
primijeniti profilakticki u postpartalnom periodu ili nakon operacijskog zahvata u maloj zdjelici
(59). Za uspjeh Kegelovih vjezbi od presudne je vaznosti da se rade ispravno, redovito i dovoljno
dugo, od tri do Cetiri puta na tjedan s tri ponavljanja dnevno od 8-10 kontrakcija zadrzanih tri

sekunde. PoboljSanje se o¢ekuje nakon razdoblja od 20-60 dana (60).

‘-—*—ri_cr
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Slika 17. Kegelove vjezbe.
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Preuzeto s: http://poliklinika-ginecej.hr/kegelove-vjezbe/

Jos jedan oblik konzervativnog lijeCenja je lijeCenje pesarom tj. intravaginalnim prstenom.
Pesari se kao i fizikalne metode primjenjuju samo u slu¢ajevima kada pacijentica nije viSe
operabilna, odnosno kada je iz bilo kojeg razloga rizik za operaciju velik. Da bi u pesar uveden u
vaginu zadrzao spustanje maternice, muskulatura dna zdjelice mora biti bar toliko ¢vrsta da se o
nju pesar moze oslanjati (Slika 18). Postavljenjem u rodnicu pesara odgovarajuce veli¢ine podize
se vrat mokra¢nog mjehura, ¢ime se rijeSava ili ublazava inkontinencija te prolaps maternice i
rodnice (60, 61). Komplikacije mogu biti kolpitis, dekubitus rodnice te krvarenja iz dekubitusa, Sto

ograni¢ava primjenu tog oblika lijecenja (62).

Slika 18. Pesari.
Preuzeto s: http://hr.mymedinform.com/gynaecology/gynecological-pessary-to-hold-the-
uterus.html

1.3. Mitohondriji

Mitohondriji igraju klju¢nu ulogu u proizvodnji metaboli¢ke energije u eukariotskoj stanici.
OkruZeni su dvostrukim sustavom membrana sastavljenim od unutarnje i vanjske membrane koje

su odijeljenje medumembranskim prostorom. Unutarnja membrana mitohondrija oblikuje brojne
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nabore koji se protezu u matriks organele. Svaka od tih sastavnica ima razli¢itu funkciju, a zajedno

s matriksom i unutranjom membranom predstavljaju glavne radne odjeljke mitohondrija (63).

1.3.1. Grada i funkcija mitohondrija

Mitohondriji su jedinstveni medu stani¢nim organelima jer sadrzavaju vlastitu DNA koja
kodira transportne RNA (tRNA), ribosomske RNA (rRNA) i neke od proteina mitohondrija.
Genom mitohondrija ¢ovjeka kruzna je molekula DNA prisutna u velikom broju kopija po
organelu. Mitohodrijski genom covjeka veli¢ine je oko 16 kb. Mitohondriji su gradeni dijelom od
proteina kodiranih vlastitim genomom i sintetiziranih unutar organela, a dijelom od proteina
kodiranih genomom jezgre i unesenih iz citosola. Mitohondrijski genom ¢ovjeka kodira 13 proteina
ukljuenih u transportni lanac elektrona 1 oksidativnu fosforilaciju. Mitohondrijski genom
cirkularna je DNA molekula (mtDNA) koja kodira 22 tRNA, dvije rRNA i 13 polipeptida za
transportni sustav elektrona (ETS). Jezgra sadrzava gene koji kodiraju vecinu proteina ukljucenih
u oksidativnu fosforilaciju i sve enzime uklju¢ene u metabolizam mitohondrija (npr. enzime ciklusa
limunske kiseline) (64, 65). Mitohondriji u razli¢itim tkivima sadrze razliite proteine. Manje od
polovice proteina u humanim mitohondrijima zajednicko je u svim tkivima. Neke od ovih razlika
mogu biti uzrokovane tkivnospecificnom funkcijom mitohondrija, kao §to je kompleksna sinteza
steroida u srzi nadbubrezne Zlijezde ili biosinteza hema u koStanoj srzi. Preostale razlike potjecu iz
slabo poznatih procesa kontrole broja i veli¢ine mitohondrija u stanici i njihovog nasljedivanja
(63). Poput DNA jezgre, DNA mitohondrija moze biti djelomi¢no izmjenjena mutacijama koje su
Cesto Stetne za organele. Kako svi mitohondriji potjecu od oocite, a ne od spermija, mutacije nastale
u DNA mitohondrija prenose se na sljedecu generaciju samo po maj¢inoj liniji (66). Mitohondriji
igraju kljuénu ulogu u proizvodnji metabolicke energije u eukariotskoj stanici. Odgovorni su za
proizvodnju glavnine upotrebljive energije oslobodene razgradnjom lipida i ugljikohidrata koja se
mehanizmom oksidative fosforilacije pretvara u adenozin trifosfat (ATP). Matriks sadrzava
genetiCki sustav mitohondrija i enzime nuzne za reakcije oksidativnog metabolizma (Slika 19.)

(67).
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Slika 19. Grada mitohondrija.
Preuzeo s: http://prae-valeo.com/test/originali/popratno-v1/mitohondriji

Pocetni stupanj metabolizma glukoze zbiva se u citosolu (glikoliza), gdje se glukoza
pretvara u piruvat. Piruvat se zatim prenosi u mitohondije gdje se njegovom kompletnom
oksidacijom do CO; proizvodi vec¢ina korisne energije (ATP) dobivene metabolizmom glukoze.
Taj proces ukljucuje pocetnu oksidaciju piruvata do acetil-koenzima A (acetil-CoA) koji se tada s
pomocu ciklusa limunske kiseline razgraduje do CO». Oksidacijom masnih kiselina takoder nastaje
acetil-CoA koji se metabolizira u ciklusu limunske kiseline €iji su enzimi smjeSteni u matriksu
mitohondrija. Oksidacija acetil-CoA zdruzena je s redukcijom nikotinamid adenin dinukleotida
(NAD+) i flavin adenin dinukleotida (FAD) u NADH i FADH; (68). Glavnina energije nastale
oksidativnim metabolizmom proizvodi se u procesu oksidativne fosforilacije koja se zbiva na
unutarnjoj membrani mitohondrija. Unutarnja membrana mitohondrija glavno je mjesto
proizvodnje ATP-a. Razgradnjom glukoze u glikolizi i ciklusu limunske kiseline proizvodi se
ukupno cetiri molekule ATP-a, deset molekula NADH i dvije molekule FADH,. Tijekom
oksidativne fosforilacije elektroni s NADH i FADH: povezuju se s kisikom, a energija oslobodena
u tim reakcijama oksidacije i redukcije daje energiju za sintezu ATP-a iz ADP-a (69). Da bi se
mogla iskoristiti, ta se energija mora polagano oslobadati postupnim prolaskom elektrona preko
serije nosaca koji ¢ine transportni lanac elektrona. Ti su nosaci organizirani u Cetiri kompleksa u
unutarnjoj membrani mitohondrija. Peti kompleks proteina sluZi za povezivanje energijom bogate
reakcije transporta elektrona 1 sinteze ATP-a. Elektroni s NADH ulaze u transportni lanac elektrona
u kompleksu I. Prvo se prenose s NADH na flavin-mononukleotid, a zatim preko Zzeljezo-

sumpornog kompleksa na koenzim Q koji oslobada energiju. Koenzim Q mala je molekula topljiva
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u lipidima, koja kroz membranu prenosi elektrone s kompleksa I na kompleks III (70). U
kompleksu III elektroni se prenose s citokroma b na citokrom c, §to oslobada dodatnu energiju.
Citokrom c periferni je membranski protein vezan za vanjsku stranu unutarnje membrane, a prenosi
elektrone na kompleks IV (citokrom oksidazu), gdje oni na kraju prelaze na molekularni kisik.
Drugi kompleks proteina (kompleks IT) prima elektrone sa sukcinata, koji je meduprodukt ciklusa
limunske kiseline. Ti se elektroni prenose na FADH (a ne na NADH), a zatim na koenzim Q. Od
koenzima Q elektroni se dalje prenose na kompleks III, a zatim na kompleks IV. Za razliku od
prijenosa elektrona s NADH na koenzim Q na kompleksu I, prijenos elektrona s FADH> na
koenzim Q nije povezan sa znacajnim sniZzenjem slobodne energije te stoga nije povezan sa
sintezom ATP-a. Zbog toga prolazak elektrona od FADH kroz transportni lanac elektrona oslobada
slobodnu energiju samo u kompleksima III 1 IV. Slobodna energija koja potjee od prolaska
elektrona kroz komplekse I, III i IV upotrebljava se za sintezu ATP-a. Energija oslobodena tijekom
transporta elektrona upotrebljava se za stvaranje gradijenta protona kroz unutarnju membranu
mitohondrija (63, 68). Transport elektrona kroz komplekse I, III i IV vezan je za smanjenje
slobodne energije, Sto se upotrebljava za transport protona iz matriksa u medumembranski prostor.
Kompleksi I i IV djeluju kao protonske crpke koje kao rezultat konformacijskih promjena
potaknutih transportom elektrona prenose protone kroz membranu. U kompleksu III protoni se
prenose kroz membranu s pomocu koenzima Q koji prihvaca protone iz matriksa na kompleksu I i
I, a oslobada ih u medumembranski prostor na komplesku III. Kompleksi I i III prenose po Cetiri
protona kroz membranu po jednom paru elektrona. U kompleksu IV dva se protona po paru
elektrona prenose kroz membranu, a dva dodatna protona po paru elektrona reagiraju s kisikom i
stvaraju molekulu vode unutar matriksa. Potencijalna energija pohranjena u tom gradijentu
iskoriStava se s pomocu petog kompleksa koji zdruzuje povoljan protok protona kroz membranu
sa sintezom ATP-a (kemiosmotsko zdruzivanje) (71). Kako je fosfolipidni dvosloj nepropusan za
ione, protoni mogu pro¢i samo kroz proteinske kanale. Ta Cinjenica omogucuje da se energija
pohranjena u elektrokemijskom gradijentu iskoristi za sintezu ATP-a djelovanjem kompleksa V,
tj. ATP sintaze koja se sastoji od dviju komponenti FO i F1. Dio FO proteze se kroz unutarnju
membranu i oblikuje kanal kroz koji se protoni vrac¢aju iz medumembranskog prostora u matriks.
Energetski povoljan povratak protona povezan je sa sintezom ATP-a s pomocu jedinice F1 koja

katalizira sintezu ATP iz ADP 1 fosafatnih iona. Protok protona kroz FO uzrokuje rotaciju F1 koji
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djeluje kao rotacijski motor za sintezu ATP. Za sintezu jedne molekule ATP potrebno je Cetiri

protona vratiti u matriks (Slika 20.) (67, 70).

Complex | Complex I Complex il Complex IV Complex V

NADH Succinate Ubiquinol Cytochrome C ATP synthase
dehydrogenase dehydrogenase cytochrome C oxidase
oxidoreductase
47 Subunits 4 Subunits 11 Subunits 13 Subunits 17 Subunits
7 miDNA/40 nDNA 0 mtDNA/4 nDNA 1 mDNAMONDNA 3 miDNA/10 nDNA ~ 2mtDNA/15 nDNA

Slika 20. Mitohondrijski respiratorni lanac.

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/Mitochondrial-respiratory-chain-For-mammals-

the-respiratory-chain-consists-of-four_fig5_ 24188659

1.3.2. Disfunkcija mitohondrija

Defekti u genomu mitohondrija nakupljaju se sa Zivotnom dobi te se smatra da imaju
uzro¢nu ulogu u procesu starenja (72). DNA mitohondrija podloZna je mutacijama jer je smjeStena
u blizini izvora reaktivnih kisikovih spojeva, ne sadrZi histone, a sustav popravka DNA u
mitohondrijima je ograni¢en. ETS poremecaji zapazeni su u mitohondrijskim miopatijama, a
ukljuc¢uju duplikacije, tockaste mutacije 1 delecije mitohondrijskog genoma (73, 74). Delecije
mtDNA gomilaju se tijekom Zivota i uobi€ajene su u postmitotskim tkivima kao $to je mozak, srce
1 skeletni misi¢, koji jako ovise o oksidativnom metabolizmu (75).

Defekti mitohondrijske respiracijske funkcije povezani sa Zivotnom dobi opisani su u
skeletnim miSi¢ima ljudi, rezus majmuna i glodavaca. Najces¢e koristen biljeg mitohondrijskih
ETS abnormalnosti ukljucuje histokemijsku aktivnost citokrom ¢ oksidaze (engl. COX complex IV)
i sukcinat dehidrogenaze (engl. SDH complex II). Uoceno je da tijekom godina nastupaju gubitak
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aktivnosti COX (COX-) i popratna hiperaktivnost SDH (SDH++). Taj fenotip (COX-/SDH++) nije
homogeno rasporeden u svim mi$iénim vlaknima, ve¢ se abnormalnosti nakupljaju fokalno. Studije
u kojima su istrazivana pojedina miSi¢na vlakna u cijeloj duljini pokazala su da su fizioloske
posljedice poremecaja ETS-a atrofija i lom vlaka. Dokazana je izravna povezanost ETS
poremecenih regija miSi¢nog vlakna nastalih tijekom godina i delecijske mutacije mtDNA koja je

bila pracena COX- i SDH+ regijama zahvacenog misi¢nog vlakna (76).

1.4. Cimbenik induciran hipoksijom (HIF-1a)

Transkripcijski ¢imbenik, ¢imbenik induciran hipoksijom (engl. hypoxia-inducible factor-
1, HIF-1a), vazan je regulator indukcije gena koji omogucava prezivljenje stanica i adaptaciju
cijelog organizma na hipoksiju (1% O) (77, 78).

HIF-1a prisutan je u svim tkivima covjeka 1 miSa te ima glavnu ulogu u brojnim fizioloskim
odgovorima na hipoksiju kao $to su brzi odgovori (eritropoeza i glikoliza) 1 dugotrajno djelovanje
(angiogeneza) (78). Protein HIF-1a ima kratko poluvrijeme Zivota (5 min) i njegova regulacija jako
je ovisna o kisiku (79). Medutim, u uvjetima kad je razina kisika normalna, protein HIF-1a brzo se
raspada i nije ga moguce dokazati u stanici (77). U hipoksiji se protein HIF-1a iz citoplazme
prebacuje u jezgru, gdje nakon dimerizacije s HIF-1 tvori HIF kompleks 1 postaje transkripcijski

aktivan (Slika 21) (80).
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Slika 21. Aktivacija HIF-1a.
Preuzeto s: https://publications.ncats.nih.gov/publications/19502547
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Poznato je vise od 100 gena ¢iji izrazaj potice HIF-1a vezujuéi se na promotorsku regiju
(81). Time regulira eritropoezu i metabolizam Zeljeza, angiogenezu i ovisno o uvjetima, stani¢nu
proliferaciju i1 prezivljenje ili apoptozu stanica. Dokazano je da su hipoksija i HIF-1a put znacajni
u embrionalnom razvoju i patogenezi brojnih bolesti. U ishemi¢nim bolestima dokazana je
aktivacija HIF-1a u odgovoru na ishemiju, hipoksiju i upalna stanja u kojima ima ulogu u
pozitivnom odgovoru na ostecenje tkiva ili organa. Primjerice, razina HIF-1a i ¢imbenika rasta
vaskularnog endotela (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) povisene su u miokardu
pacijenata s akutnim zacepljenjem koronarne arterije (82). Zbog toga se sve viSe istrazuje
mogucnost regulacije tog proteina u terapijske svrhe. Za razliku od inhibicije HIF-1a sustava u
terapiji karcinoma, poticanje njegove aktivacije mogla bi biti prednost u ishemijskim bolestima.
Tako je u transgeni¢nih miSeva s pretjeranim izrazajem HIF-1a u epidermisu dokazan povecan
izraza] VEGF-a 1 znafajna hipervaskularizacija bez edema, upale ili povecane vaskularne
propusnosti (83).

Adaptacija na niski parcijalni tlak kisika u stanici (hipoksiju) dovodi do transkripcijske
indukcije niza gena koji sudjeluju u angiogenezi, metabolizmu Zeljeza, metabolizmu glukoze i
prezivljenju/proliferaciji stanice. Primarni medijator ovog odgovora je HIF-1, transkripcijski
aktivator osjetljiv na kisik. HIF-1 sastoji se od konstitutivo izrazene jedinice HIF-1p te podjedinice
HIF-1a koja je osjetljiva na kisik. HIF-1 se veze na HRE (engl. hypoxia response element)
regulacijske regije ciljnih gena u uvjetima hipoksije. Stabilnost i aktivnost HIF-1a podjedinice su
regulirane posttranslacijskim modifikacijama kao $to su hidroksilacija, ubikvitinacija, acetilacija i
fosforilacija (84, 85). Transkripcija i sinteza HIF-1 su konstitutivne i ¢ini se da nisu povezane s
parcijalnim tlakom kisika. Ipak, u normoksiji, hidroksilacija dva prolinska ostatka i acetilacija
lizinskog ostatka na domeni HIF-1a ¢ija degradacija ovisi o kisiku, dovodi do povezivanja s pVHL
E3 ligaza kompleksom, a potom do degradacije ubikvitinskim proteasomskim sustavom. HIF-1a
podjedinica u hipoksiji postaje stabilna i prelazi u jezgru, gdje se veze za HIF-1f, a potom ulazi u
interakciju s koaktivatorima kao §to je cAMP response element-binding protein / p300 (CBP/p300)
i regulira ekspresiju ciljnih gena. Prekomjerna ekspresija HIF-1 je pronadena u raznim tipovima
tumora (86).

Budu¢i da se stanice i organi trebaju prilagoditi promjenama u opskrbi kisikom, nije
iznenadujuce da je znaCajan broj gena na koje utjeCe HIF-1 reguliran na tkivno-specifi¢an nacin.

Postoji viSe od 100 gena na koje utje¢e HIF-1 razli¢itih funkcija (84).
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1.4.1. Eritropoeza i metabolizam Zeljeza

U odgovoru na hipoksiju povecava se kapacitet eritrocita za prijenos kisika tako da se
povecava ekspresija gena ukljuCenih u eritropoezu i metabolizam Zeljeza. Hipoksija povecava
ekspresiju eritropoetina koji je potreban za formaciju eritrocita. Povecan broj eritrocita pospjesuje
dopremu kisika do tkiva. Produkti gena uklju¢enih u metabolizam Zzeljeza kontroliraju korak
eritropoeze — produkciju hema, koja je inace ogranicavajuci korak. Hipoksija dovodi do povecane
proizvodnje transferina koji prenosi Fe** u stanice te transferinskih recepotra koji vezu transferin i
omoguéuju njegov ulazak u stanice, kao i ceruloplazmina koji je potreban za oksidaciju fero Fe*
u feri Fe** Zeljezo. Poveéanje ovih komponenti potrebno je kako bi Zeljezo dospjelo do eritroidnih

tkiva (87, 88).

1.4.2. Uloga HIF-1a u angiogenezi

Angiogeneza je kompleksan proces koji ukljucuje mnogo genskih produkata dobivenih od
raznih tipova stanica. Velik broj gena ukljuen u angiogenezu povecava svoju ekspresiju u
hipoksiji. Medu njima su vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) koji je najpotentniji mitogen
specifican za endotel, a direktno sudjeluje u angiogenezi regrutiraju¢i endotelne stanice u
hipoksi¢no i avaskularno podrucje i stimuliraju¢i njithovu proliferaciju. Indukcija VEGF-a i drugih
proangiogenih faktora dovodi do povecanja vaskularne gustoce i stoga do bolje opskrbe tkiva
kisikom. Nadalje, HIF-1 regulira gene uklju¢ene u moduliranje vaskularnog tonusa kao §to su
sintaza duSi¢nog oksida, hem oksigenaza 1, endotelin 1, adrenomedulin i alb adrenergicke

receptore (89, 90).

1.4.3. Uloga HIF-1a u metabolizmu glukoze

U uvjetima slabije opskrbljenosti kisikom stanice prebacuju metabolizam glukoze s ovisnog
o kisiku na glikolizu koja je neovisna o kisiku. Budu¢i da samo dvije molekule ATP-a nastaju
glikolizom od jedne molekule glukoze, a njih ¢ak 30 oksidacijskom fosforilacijom, stanice u
hipoksiji trebaju podignuti svoju sposobnost za proizvodnju ATP-a tako da povecaju primitak
glukoze u stanicu. To se postize povecanjem broja glikolitickih enzima i transportera glukoze u

stanici (68). Hipoksija i HIF-1a povecavaju koli¢inu svih enzima koji sudjeluju u glikolizi, kao i
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broj glukoznih transportera 1 i 3 (GLUT-1 i GLUT-3). Nadalje, glikoliticki metabolic¢ki produkti
kao Sto su laktat i piruvat uzrokuju akumulaciju HIF-1o u normoksi¢nim uvjetima te reguliraju

ekspresiju gena ovisnih o hipoksiji uspostavljajuci tako mehanizam pozitivne povratne sprege (91).

1.4.4. Uloga HIF-10 u preZivljenju stanice

Hipoksija i HIF-1a induciraju faktore rasta kao sto su inzulinu sli¢an faktor rasta 2 (IGF2)
1 transformiraju¢i faktor rasta alfa (TGF-a). Vezanjem za svoje receptore ti faktori aktiviraju
signalni put koji vodi do proliferacije 1 prezivljenja stanice te stimulira ekspresiju samog HIF- 1a
(92). Paradoksalno, adaptacija stanice na hipoksiju dovodi ne samo do proliferacije ili prezivljenja
stanice, nego i do njezine smrti u nekim okolnostima. Hipoksija moZze inducirati apoptozu, a u tome
vaznu 1 kompleksnu ulogu ima HIF-1a (93). Geneticka istrazivanja s embrionalnim mati¢nim
stanicama koje su imale deleciju HIF-1a pokazala su smanjenu apoptozu u usporedbi s divljim
tipom u uvjetima hipoksije (94). Aktivacija kaspaze-3 i Apaf-1 inducirane kaspaze-9 te otpustanje
citokroma ¢ dogadaju se u nekim stanicama u hipoksiji (95). Takoder je pokazano da ekspresija
HIF-1a i HIF-1p korelira s apoptozom i s proapoptotskim faktorima kao Sto su kaspaza-3, Fas i
Fas ligand (93). Takoder, hipoksija smanjuje koli¢inu antiapoptoskog proteina Bcl-2, dok je
koli¢ina proapoptoskog proteina Bcl-2/adenovirus EIB 19-kDa interacting protein 3 (BNip3) i
njegovog homologa Nip3-like protein X (NIX) bila povecana ovisno o HIF-u (96). Neki geni
ukljuceni u kontrolu stani¢nog ciklusa poput gena p53 i p21 takoder su ovisni o HIF-u. Gen p53
regulira i apoptozu induciranu hipoksijom kroz indukciju gena odgovornih za apoptozu kao $to su

Bax, NOXA, PUMA i PERP (97).

1.4.5. Uloga HIF-1a u ishemi¢kim bolestima

Aktivacija HIF-1a prisutna je u fizioloskim odgovorima na ishemijske, hipoksi¢ne i upalne
uvjete, gdje HIF-1a igra ulogu u odgovoru na oste¢enje organa ili tkiva (98, 99). Primjerice, razina
HIF-1a i VEGEF bila je pove¢ana u miokardu pacijenata s akutnim koronarnim sindromom (100).
Remodeliranje krvnih Zila nakon ishemi¢ne ozlijede ovisilo je o HIF-1a. Povecanje ekspresije HIF-
la i HIF-inducibilnih gena pronadeno je i u ovaca i Stakora s ishemijom miokarda i mozga (101).
Takoder, indukcija HIF-1a pronadena je u preeklamptickoj placenti, makrofagima, reumatoidnoj

sinoviji, ishemi¢noj retini te cijeljenju rana (102-105).
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1.4.6. Ostale uloge HIF-1a

Osim svih prethodno nabrojenih gena, HIF-1a takoder regulira mnoge druge gene vazne u
razli¢itim procesima kao §to je adipogeneza, formacija karotidnog tjelesca, razvoj B limfocita te
imune reakcije (106-108).

Hipoksija i HIF-1a vazni su za normalan embrionalni razvoj, naro¢ito krvnih zila, Ziv€anog
i kardiovaskularnog sustava (109, 110).

Da bi solidni tumori rasli, potrebno je povecanje dotoka kisika stanicama s pomocu
angiogeneze 1 povecanja glikolize, Sto se zove Warburgov efekt (111). Zbog vaznosti HIF-1a u
aktivaciji tih esencijalnih procesa, nije iznenaduju¢e da HIF-la ima vaznu ulogu u progresiji
tumora te na taj naCin daje prednost tumorskim stanicama. U mnogim humanim tumorima

pronadena je prekomjerna ekspresija gena HIF-1a (112).

1.5. Problematika istrazivanja

Postoje naznake da su oSte¢enje mitohondrija i kumulativni oksidativni stres vazni u
patofiziologiji POP-a. Nije poznato jesu li mitohondrijske abnormalnosti uzro¢ni ¢imbenik ili
posljedica u sluc¢ajevima prolapsa zdjeli¢nih organa (113).

Somatska mutacija mtDNA moze biti nasljedna ili steCena, naj¢es¢e zbog oksidativnog
stresa. Povecan broj COX-/SDH-++ fibrila upucuje na oStecenje u respiracijskom lancu i moze biti
objasnjenje za slabost miSi¢a dna male zdjelice u ovih pacijentica, dok je osnovni posrednik u
stanicnom odgovoru na hipoksiju i otpornost na oksidativni stres HIF-1a koji igra klju¢nu ulogu u
prilagodbi stanice regulirajui izrazaj gena odgovornih za metabolizam glukoze, angiogenezu i

prezivljenje stanica (83, 113).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZA
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2.1. Ciljevi istrazivanja

1. Istraziti postoji li stani¢ni odgovor na hipoksijsko oste¢enje u stanicama stijenke vagine,
uterosakralnom ligamentu 1 analnom levatoru analizom proteina HIF-1a u Zena s POP-om 1 Zena
iz kontrolne skupine (Zena operiranih iz drugih razloga).

2. Odrediti mitohondrijsku funkciju u uzorcima misiénog sloja rodnice zena operiranih zbog
POP-a analizom pet respiracijskih kompleksa mitohondrija i usporediti s uzorcima rodnice Zena

operiranih zbog neke druge ginekoloske patologije.

2.2. Hipoteza

Pretpostavka je da u Zena s POP-om postoji poremecaj respiracijskog kompleksa
mitohondrija 1 poviSen izrazaj HIF-1a u stanicama svih fibromuskularnih struktura u odnosu na

kontrolnu skupinu.
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3. METODE I MATERIJALI
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3.1. Ustroj istraZivanja
Ovo je istrazivanje prema specificnom ustroju opazajno presjecno istazivanje. Prema
nacinu prikupljanja podataka istrazivanje je primarno, tj. koristeni su iskljucivo prikupljeni vlastiti

podaci.

3.2. Mjesto istraZivanja

1. Uzimanje uzoraka provedeno je na Klinickom odjelu ginekoloske kirurgije Klinike za zenske
bolesti i porode KBC Split.

2. Obrada i analiza uzoraka za HIF-1a provedena je na Odjelu za patologiju pri Klinickom
zavodu za patologiju, sudsku medicinu 1 citologiju. Uzorci su obradeni (fiksacija, uklapanje u
parafin, rezanje i imunohistokemijsko bojenje) u Laboratoriju za imunohistokemiju. Dobiveni
rezultati analizirani su upotrebom svjetlosnog mikroskopa Olympus BX41 i1 raCunalnog programa
Cell Soft Imaging System (Olympus, Miinster, Njemacka).

3. Obrada i1 analiza uzoraka na strukturne dijelove pet respiracijskih kompleksa
mitohondrija provedena je u suradnji s istrazivackim timom Laboratorija za stani¢nu fiziologiju pri
Zavodu za integrativnu fiziologiju Medicinskog fakulteta u Splitu. Nefiksirani uzorci rodnice
nakon obrade (priprema uzorka, elektroforeza i western blotting) analizirani su upotrebom softvera

Image lab 3.0 software.

3.3. Mjere ishoda

1. Imunohistokemijskim metodama na parafinskim rezovima odrediti pozitivnost proteina
HIF-1a u stanicama rodnice, uterosakralnog ligamenta i misi¢a analnog levatora u zena s POP-om
te zena kontrolne skupine i usporediti ih.

2. Metodom western blotting odrediti status pet respiracijskih kompleksa mitohondrija u

miSi¢nom sloju rodnice Zena s POP-om te Zena kontrolne skupine i1 usporediti ih.

3.4. Ispitanice

U istrazivanje je uklju¢eno 120 ispitanica hospitaliziranih u Klinici za Zenske bolesti 1

porode. Ispitanice su podijeljene u dvije skupine, 60 ispitanica s POP-om 1 60 ispitanica kontrolne
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skupine. Prvu skupinu Ccinile su hospitalizirane ispitanice koje su pristupile vaginalnom
operativnom zahvatu zbog POP-a. Drugu, kontrolnu skupinu, Cinile su hospitalizirane ispitanice
koje su operirane abdominalnim putem zbog dobro¢udnih ginekoloskih bolesti. Tijekom
operativnog zahvata kod obje skupine ispitanica u¢injena je histerektomija. Sve ispitanice bile su
upoznate s postupkom i dobrovoljno su potpisale pristanak na obrascu ,,Suglasnost — informirani
pristanak®. U ispitivanje su uklju¢ene isklju¢ivo Zene u postmenopauzi. Posebna pozornost obratila
se na iscrpnu evidenciju podataka vezanih za zdravstveno stanje ispitanica, tj. istrazivanje nije
ukljucilo pacijentice koje boluju od nekih drugih bolesti. Tijekom vaginalne i abdominalne
histerektomije izvrSeno je uzimanje uzoraka tkiva. Veli¢ina uzorka odredena je na temelju
ocekivane razlike od 25 %, statisticke snage od 0,80 te razine znac¢ajnosti od 0,05, a uzorak je zatim
dodatno uvecan za 20 % kako bi se uklonio mogu¢i uc¢inak dobivanja nepotpunih podataka od
nekih ispitanica te je veli¢ina odredena kao 60 ispitanica po svakoj skupini.

Odredivanje pozitivnosti proteina HIF1-a u stanicama rodnice, uterosakralnog ligamenta 1
miSi¢a analnog levatora napravljeno je za svih 120 ispitanica.

Analiza mitohondijske funkcije napravljena je za 16 ispitanica od Cega je deset Zena

bolovalo od POP-a, a Sest ih je pripadalo kontrolnoj skupini.

3.5. Postupci

3.5.1. Operacijski zahvat

Abdominalnim ili vaginalnim operacijskim zahvatom svim bolesnicama odstranila se
maternica.

e Za analizu HIF-la tijekom vaginalne histerektomije svakoj ispitanici uzet je 1 cm tkiva
vaginalne stijenke, 1 cm lijevog i desnog uterosakralnog ligamenta te 5 x 2 mm miSi¢a, analnog
levatora. Tijekom abdominalne histerektomije svakoj bolesnici uzet je 1 cm tkiva vaginalne
stijenke, 1 cm lijevog i desnog uterosakralnog ligament te 5 x 2 mm ravnog trbusnog misica
(lat. m. rectus abdominis) (jer zbog eti¢kih razloga ne postoji niti jedan nain da se
pacijenticama u kontrolnoj skupini uzme uzorak analnog levatora).

e Za analizu pet respiracijskih kompleksa mitohondrija, tijekom vaginalne histerektomije svakoj
je ispitanici uzet 1 cm tkiva vaginalne stijenke. U kontrolnoj je skupini tijekom abdominalne

histerektomije pacijentica koje boluju od drugih benignih ginekoloskih bolesti takoder uzet 1
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cm vaginalnog tkiva.

3.5.2. Imunohistokemijsko bojenje

Za analizu HIF-10 komadi¢i tkiva fiksirani su u 4 %-tnom paraformaldehidu tijekom 24 sata,
a potom ispirani u 0,1 M fosfatnom puferu. Nakon dehidracije u uzlaznim koncentracijama
alkohola i ksilolu, uklopljeni su u parafin na 56° C. Komadi¢i tkiva uklopljeni u parafin izrezani
su na rezove debljine 4-6 mikrometara i prilijepljeni na predmetna stakalca prethodno obradena
0,01 %-tnom vodenom otopinom poli-L-lizina (Sigma Chemical Co., St. Louis, SAD).
Imunohistokemijski postupak proveden je u uredaju BenchMarkULTRA IHC/ISH Staining
Module (Ventana, Tucson, Arizona, SAD) uz pozitivnu kontrolu. Nakon deparafinizacije u ksilolu
i rehidracije kroz alkohole silazne koncentracije, rezovi su kuhani u natrij citratu tijekom 10-30
min. Inkubacijom u 3 %-tnom H202 (30 min na sobnoj temperaturi) inaktivirana je endogena
peroksidaza. Nakon toga presjeci su isprani u otopini fosfatnog pufera (PBS) i inkubirani
primarnim protutijelom u vlaznoj atmosferi tijekom 32 minute. Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi su
inkubirani s odgovaraju¢im biotiniziranim sekundarnim protutijelom 35 minuta na sobnoj
temperaturi. Tako pripremljeni rezovi isprani su u PBS-u i obojeni diaminobenzidinom (DAB)
tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Obojeni uzorci analizirani su svjetlosnim mikroskopom
Olympus BX41.

e Primarno protutijelo Anti-HIF1 alpha antibody [EP1215Y] (ab51608) (Abcam plc,

Cambridge, UK); Pozitivna kontrola: karcinom jetre.

e Sustav za sekundarnu detekciju Ultraview Universal DAB Detection Kit (Ventana, Tucson,

Arizona, SAD).

3.5.3. Western blotting

Za analizu pet respiracijskih kompleksa mitohondrija nakon ekscizije miSi¢nog sloja vagine
uzorak je homogeniziran primjenom pufera s inhibitorima proteaze i fosfataze (Ultra-Turrax T25).
Nakon elektroforeze prenesen je na nitrocelulozne membrane te tretiran anti citrat sintaza
primarnim protutijelima (ab96600, Abcam, Cambridge, UK) mjeSavinom mi§jih primarnih

protutijela za strukturne dijelove pet respiracijskih kompleksa mitohondrija (Mitoprofile Total
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OXPHOS antibody cocktail MS601, MitoSciences, Eugene, OR, USA; podjedinica 22 kDa
NDUFBS8 kompleksa I, podjedinica 30 kDa Ip kompleksa II, podjedinica 47 kDa core 2 kompleksa
III, podjedinica II (ab110258) kompleksa 1V, te a-podjedinica F1FO ATP sintetaze kompleksa V)
te primarnim protutijelima anti alfa aktin glatkog misi¢a (ab5694, Abcam, Cambridge, UK). Nakon
inkubacije s odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom i SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Pierce/Thermo Fisher Scientific, IL, USA) rezultati su vizualizirani primjenom sustava

Chemidoc imaging system (Bio-Rad). Kao kontrola upotrijebljen je b- Aktin.

3.6. Eticka nacela

Sve ispitanice koje su pristupile istrazivanju potpisale su obrazac ,,Suglasnost — informirani
pristanak®. IstraZivanje je provodeno kao dio znanstveno-istraZivackog projekta Ministarstva
znanosti, obrazovanja i1 Sporta pod naslovom ,,Metabolizam kolagena u sindromu spustenih
genitalnih organa® (br. 216-0000000-0535), za koji postoji dozvola Etickog povjerenstva KBC-a
Split. Postupci navedeni u ovom istraZivanju nisu niti na koji nacin utjecali na dijagnosti¢ke 1
terapijske postupke potrebne bolesnicama. Ovo istrazivanje na ispitanicama-dobrovoljcima
obavljeno je u skladu sa svim primjenjivim smjernicama ¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje i
sigurnost osoba koje sudjeluju u ovom znanstvenom istrazivanju, uklju¢uju¢i Osnove dobre
klinicke prakse, Helsinsku deklaraciju, Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske (NN

121/03) 1 Zakon o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04). Obavezujem se da ¢e

identitet ispitanica uvijek ostati anoniman.

3.7. Statisticka analiza

Analiza podataka provedena je deskriptivnim i analitickim metodama. Normalnost razdiobe
podataka ispitana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Rabljeni su izraun prosjeka i standardne
devijacije kao mjere srediSnje tendencije i1 varijabilnosti za numericke podatke s normalnom
razdiobom. U slucajevima odstupanja od normalne razdiobe rabljeni su medijan i interkvartilni
raspon. Za usporedbu skupina rabljen je Mann-Whitneyev test. U konacnom koraku analize obje
skupine usporedene su upotrebom logisticke regresije kako bi se i multivarijatnom metodom
uklonili u€inci zbunjivanja. Analiza je provedena u programskom paketu SPSS version 18 (SPSS

Inc., Chicago, IL, USA) s razinom statisticke znacajnosti postavljenom na P < 0,05.
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4. REZULTATI
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U Tablici 1. prikazane su demografske karakteristike 120 ispitanica u kojih je ispitivana
pozitivnosti proteina HIF1-a (60 bolesnica s POP-om i 60 kontrola). Nije pronadena statisticki
znacajna razlika u indeksu tjelesne mase (ITM), zivotnoj dobi, trajanju menopauze, broju porodaja
i pobacaja izmedu zena s POP-om i kontrolne skupine (Mann Whitney test, P<0,001). Menopauza

je u zena u obijema skupinama zapocela barem Cetiri godine ranije.

Tablica 1. Prikazane su demografske karakteristike 60 Zena s POP-om (prolapsom zdijelicnih
organa) te 60 Zena iz kontrolne skupine u kojih je ispitivana pozitivnost proteina HIF1-a.
Usporedba skupina izvedena je Mann-Whitneyevim testom. Razina statistiCke znacajnosti

postavljena je na P < 0,005.

Kontrolna skupina POP{ skupina  npo
) P
Medijan IR} Medijan IR Whitney U

ITM* (kg/m?) 27,3 0,95 27,2 1,17 1724,5 0,691
Dob (godine) 59 3 59 3 1753,5 0,804
TraJ.ennJe menopauze ) 6 ) 1662.5 0.452
(godine)

Broj porodaja 2 1 3 1 1588 0,218
Broj pobacaja 1 1 1 1 1650 0,392

*ITM — indeks tjelesne mase; T IR — interkvartilni raspon; § POP — prolaps zdjeli¢nih organa

U Tablici 2. prikazane su demografske karakteristike ispitanica kod kojih je ispitivana
mitohondrijska funkcija u uzorcima misi¢nog sloja rodnice. Nije pronadena statisticki znacajna
razlika u indeksu tjelesne mase (ITM), Zivotnoj dobi, trajanju menopauze, broju porodaja i

pobacaja izmedu Zena s POP-om i kontrolne skupine (Mann Whitney test, P < 0,001).
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Tablica 2. Prikazane su demografske karakteristike deset zena s POP-om (prolapsom zdijeli¢nih

organa) te Sest zena iz kontrolne skupine u kojih je ispitivana mitohondrijska funkcija u uzorcima

misiénog sloja rodnice. Usporedba skupina izvedena je Mann-Whitneyevim testom. Razina

statisticke znacajnosti postavljena je na P < 0,005.

Kontrolna skupina  POP] skupina Mann-
Whitney U

Medijan IR Medijan IR} P
ITM* (kg/m?) 26,95 1,6 27,35 1,9 21 0,368
Dob (godine) 55,5 3 55,5 3 30 1
Trajanje menopauze 5 2 5 2 24 0,562
(godine)
Broj porodaja 2,5 1 3 2 25 0,635
Broj pobacaja 1 2 1 2 26,5 0,713

*ITM- indeks tjelesne mase; T IR — interkvartilni raspon; § POP — prolaps zdjeli¢nih organa

Na Slici 1. prikazana je mikroskopska slika vaginalne stijenke bojene hematoksilin-

eozinom, a na Slici 2. mikroskopska slika vaginalne stijenke s oznacenim HIF-1a pozitivhim

vaginalnim stromalnim stanicama detektiranim imunohistokemijskom metodom.
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Slika 1. Vagina, bojenje hematoksilin-eozin, povecanje x 400.

E - viSeslojni plocasti epitel; LP -lamina propria
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Slika 2. Vagina, imunohistokemijska detekcija ¢imbenika induciranog hipoksijom (engl. hypoxia-

inducible factor-1, HIF-1a) — diaminobenzidin kromogen i hematoksilin, poveéanje x 400.

Bojenje jezgara s pozitivnim stromalnim stanicama (strelica).

Imunohistokemijskom analizom pronadeno je postojanje statisticki znacajno veceg broja
HIF-1a pozitivnih stromalnih stanica u stijenci vagine Zena s POP-om u odnosu na kontrolnu

skupinu (P < 0,001, Mann- Whitney test) (Tablica 3.).
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Tablica 3. Usporedba broja HIF-la (engl. hypoxia-inducible factor-1, ¢imbenik induciran

hipoksijom) pozitivnih vaginalnih stromalnih stanica u Zena s POP-om (prolaps zdjelicnih organa)

1 kontrolnoj skupini

Razina statisticke znacajnosti je postavljena na P < 0,05.

Broj HIFa-pozitivnih Kontrolna skupina POP* skupina Pt
vaginalnih stromalnih stanica
N =60 N =60

aritmeticka sredina 2,12 7,33

standardna devijacija 0,99 1,26

minimum 1 6 < 0,001

maksimum 4 10

medijan 2 7

interkvartilni raspon 2 2

*POP — prolaps zdjeli¢nih organa; 1 - Mann-Whitney test

Rezultati nisu pokazali postojanje statisticki znaCajanog porasta imunohistokemijske

ekspresije HIF-1a u uterosakralnom ligamentu i analnom levatoru Zena s prolapsom u usporedbi s

ekspresijom HIF-1a u uterosakralnom ligamentu i m. rectus abdominisu kod Zena kontrolne

skupine (Tablica 4.).
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Tablica 4. Usporedba broja HIF-la (engl. hypoxia-inducible factor-1, ¢imbenik induciran
hipoksijom) pozitivnih stanica u fibromuskularnim strukturama (uterosakralni ligament, m. levator

ani i m. rectus abdominis) u zena s POP-om (prolaps zdjeli¢nih organa) i kontrolnoj skupini

Razina statisticke znac¢ajnosti je postavljena na P < 0,05.

Broj HIF-1a pozitivnih Medijan (raspon) Medijan (raspon) Razlika Pi

stanica Kontrolna POP* skupina medijana
skupina 95 % CI7)
N =60
N =60
Uterosakralni ligament 3,0 (1,0, 3,0) 2,0 (1,0, 3,0) 1,0 (0,0, 0,25
1,0)
M. levator ani i m. 1,0 (1,0, 3,0) 1,0 (1,0, 2,0) 1,0 (0,0, 1
rectus abdominis 1,0)

*POP — prolaps zdjeli¢nih organa; $CI — interval pouzdanosti; {- Mann Whitney test

Western blotting analiza pokazala je da bolesnice u POP skupini imaju smanjenu razinu
glatko miSi¢nog aktina u vaginalnoj stijenci u usporedbi s kontrolnom skupinom (Mann Whitney
test, P < 0,05). Postojala je izrazena sklonost smanjenju ekspresije citrat sintaze, markera
mitohondrijskog stani¢nog sadrzaja, u zena s POP-om u usporedbi s kontrolama, ali bez statisticke

znacajnosti (Mann Whitney test, P = 0,06) (Slike 3. 14.).
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Kontrolna skupina POP skupina

Slika 3. Western blotting s primarnim protutijelom za glatkomisiéni aktin (SMA) i citrat sintazu

(CS).
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Intenzitet kemoluminescencije %

SMA CS

® kontrole ™ POP skupina

Slika 4. Prikaz prosje¢nih vrijednosti intenziteta kemoluminescencije glatko miSiénog aktina
(SMA) 1 citrat sintaze (CS) u Zena s POP-om (prolapsom zdjeli¢nih organa) i kontrolnoj skupini

*P < 0,05 u POP skupini u odnosu na kontrole.

Western blotting analiza podjedinica mitohondrijskog respiratornog lanca pokazala je da

postoji statisticki znaCajno manja ekspresija mitohondrijskog respiratornog kompleksa II u
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vaginalnoj stijenci Zena s POP-om u usporedbi s kontrolama (Mann-Whitney test, P<0,05).
Postojala je jasna tendencija smanjenju ekspresije ostalih podjedinica kompleksa, ali bez statisticke

znacajnosti (Slika 5. 16.).

Kontrolna skupina POP skupina

ci

Clv
Cl

Slika 5. Western blotting s protutijelima za mitohondrijske respiracijske komplekse (C I do C V).
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Slika 6. Prikaz prosjecnih vrijednosti intenziteta kemoluminescencije pet podjedinica respiratornog

kompleksa u zena s POP (prolapsom zdjeli¢nih organa) i kontrolnoj skupini.

*P < 0,05 u POP skupini u odnosu na kontrole.

Analiza omjera pojedinacnih respiratornih kompleksa i citrat sintaze pokazala je jasnu
tendenciju porasta ekspresije svih respiratornih kompleksa po jedinici mitohondrijskog sadrzaja,

osim kompleksa II (Slika 7.).
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Respiratorni kompleksi/citrat sintaza

kompleks | kompleks Il kompleks IlI kompleks IV kompleks V

m kontrole m POP skupina

Slika 7. Prikaz omjera razina eckspresije pet pojedinacnih podjedinica mitohondrijskog
respiratornog lanca i citrat sintaze u zena s POP-om (prolapsom zdjeli¢nih organa) i kontrolnoj

skupini.
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5. RASPRAVA
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Ovo istrazivanje prvi put u srediSte interesa stavlja vaginalne stromalne stanice i
fibromuskularne strukture zdjelicnog dna zena koje boluju od POP-a te ispituje stani¢ni odgovor
na prolongiranu hipoksiju i oksidativni stres. Prvi put se istrazuje imaju li vaginalne stromalne
stanice ispitanica s POP-om drugaciji izrazaj HIF-1a od Zena kontrolne skupine te postoji li u
sakrouterinim ligamentima i miSi¢u analnom levatoru ispitanica s POP-om drugaciji izrazaj HIF-
la u odnosu na zene iz kontrolne skupine.

Rezultati ukazuju na Cinjenicu da u vaginalnim stromalnim stanicama zena s POP-om
postoji statistiCki znacajna razlika u izrazaju tog transkripcijskog ¢imbenika kao odgovoru na
oksidativni stres u odnosu na kontrolnu skupinu. Istovremeno nas izrazaj HIF-1a pronaden kod
zena kontrolne skupine vodi do zaklju€ka da u njihovim stromalnim vaginalnim stanicama postoji
uredno i normoksemicno stanje.

S druge strane, u sakrouterinim ligamentima 1 miSi¢nim strukturama Zena s prolapsom
nismo pronasli statisti¢ki znacajnu razliku u izrazaju tog transkripcijskog ¢imbenika kao indikatora
oksidativnog stresa u odnosu na kontrolnu skupinu.

Nesporno je da HIF-1a moze aktivirati velik broj gena vezanjem za promotorsku regiju te
posljedicno pokrenuti cijeli niz vaznih stani¢nih dogadaja kao odgovor na hipoksiju, Sto su
pokazala mnoga istrazivanja (77, 78). Nadalje, oksidativni stres moZe inhibirati sintezu proteina i
pridonijeti miSi¢noj atrofiji (114). Thurmond i suradnici opisali su postojanje strukturnih promjena
u prostati starijih muskaraca kao odgovor na hipoksiju (115). Prethodno je pronadeno da je
poremecaj protoka krvi i dostave kisika doveo do poviSene razine mRNA za HIF-1a u misicu m.
gastrocnemius 1 oSitu Stakora mehanicki ventiliranih 24 sata (116). DosadaSnja istrazivanja vezana
za zene s POP-om upucuju na poviSenu razinu kisikovih radikala u uterosakralnom i kardinalnom
ligamentu kao odgovor na mehanicki stres (117). Na temelju rezultata ovog istrazivanja zakljucili
smo da kod Zena koje su predstavljale kontrolnu skupinu u ispitivanim tkivnim strukturama
vjerojatno postoji normoksemicno stanje. Istovremeno je kod Zzena s POP-om uslijed dugotrajne
izlozenosti oksidativnom stresu u ispitivanim tkivima dos$lo do prilagodbe stanice na postojece
uvjete. Ta se prilagodba ocituje u atrofiji stanice (114, 118, 119). Neke studije ukazuju na
morfoloske promjene tkivnih struktura kod Zena s prolapsom i stres inkontinencijom urina u smislu
smanjenja gusto¢e vlakana analnog levatora te pojave fibroze (120). U slucaju da atroficne
promjene tkiva dugo traju i veoma su izraZene, vracanje zahvacenog tkiva u prvobitno stanje ¢esto

je nemoguce. S obzirom na to da je atrofija u mnogim slu¢ajevima reverzibilna te da stanica nakon
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otkljanjanja uzroka poprima pocetni oblik i veli¢inu, preventivnim djelovanjem na ¢imbenike
rizika mogli bismo sprijeciti njezin nastanak (121). Dakle, sve mjere koje eliminiraju rizi¢ne
¢imbenike (smanjenje protoka krvi kroz tkivo, smanjenje ishrane tkiva, smanjenje funkcije tkiva,
gubitak inervacije, gubitak endokrine stimulacije, gubitak krvi...), mogle bi posluziti u preventivi
pojave tog vaznog poremecaja zdjelicnog dna. Preventivne mjere bilo bi razumno primjenjivati §to
je ranije moguce. Posebnu pozornost trebalo bi posvetiti razdoblju prokreacije Zene €iji je pocetak
individualan, a obzirom na to da veliki broj Zena koje su radale ima poremecaj zdjeli¢nog dna.
Posebno su rizi¢ne zene s vec¢im brojem poroda te one koje su radale djecu velike porodne tezine.
Nadalje, svi ostali komorbitetni faktori (pretilost, prirodena slabost vezivnog tkiva, manjak
estrogena, kroni¢ne opstruktivne bolesti pluca...), mogli bi takoder posluziti u probiru populacije,
tj. regrutiranju Zena s poviSenim rizikom pojave zdjelicnog prolapsa iz opce populacije Zena.
Pacijentice s povisenim rizikom mogle bi na taj na¢in pravovremeno biti detektirane 1 podvrgnute
prevenciji i terapiji. Moze se pretpostaviti da bi se utjecanjem na ¢imbenike koji prethode stanju
atrofije stanice mogla poboljsati kvaliteta struktura koje zdjeli€no dno €ine suficijentnim. Na taj
nacin zdjelicno dno moglo bi postati bolja linija obrane od mogucéeg buduceg zdjeli¢nog prolapsa
ili pak napredovanja tek zapocetog defekta dna zdjelice (122-125).

Tehrani i suradnici sastavili su upitnik naziva ,,Probir na prolaps zdjeli¢nih organa bez
fizikalnog pregleda* (engl. Screening of pelvic organ prolapse without a physical examination).
Njihov upitnik ispituje postojanje inkontinencije urina tijekom smijanja, kihanja 1 kasljanja,
postojanje urgencije, boli tijekom defekacije te osjecaj postojanja prolabirajue mase u rodnici
(126). Barber 1 suradnici su analiziraju¢i upitnik o poremecajima zdjeli€énog dna (engl. Pelvic floor
distress inventory questionnaire - PFDI) izdvojili pitanje ,,Jmate li osjecaj postojanja prolabirajuce
mase u rodnici ili mozete vidjeti da vam nesto izlazi iz rodnice?* kao najznacajniji pokazatelj
istrazivanog poremecaja (127). Tan JS i suradnici takoder upotrebljavaju specificna pitanja u svrhu
probira na POP. Pitanja se odnose na postojaje potrebe za digitalnom manipulacijom prolabiranog
sadrzaja kako bi pacijentica mogla mokriti ili defecirati (128). Lukacz i suradnici te Tegerstedt G.
1 suradnici takoder su izradili svoje upitnike za probir na POP (129, 130). Svi ti upitnici pokazali
su veliku vrijednost u procjeni stanja zdjelicnog dna odabranih zdravih ispitanica bez klini¢kog
pregleda. MoZe se pretpostaviti da bi pravovremenom upotrebom tih upitnika bilo moguce izdvojiti
riziCne pacijentice iz opée populacije. Te rizicne pacijentice predstavljale bi skupinu Zena s

povecanim rizikom za buducu mogucu pojavu defekta zdjeliénog dna ili pak napredovanje tek
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zapocetog defekta. Pacijentice s poviSenim rizikom mogle bi pravovremeno biti prepoznate i
podvrgnute prevenciji i terapiji. Sirok spektar staniénih procesa na koji utje¢e HIF-1a sugerira da
bi mogao biti klinicki znacajan u patogenezi POP-a. Modulacija HIF-1a mogla bi imati Sirok
spektar mogucnosti u smislu terapije i prevencije kod Zena s razvojem prolapsa. Moze se
pretpostaviti da bi se spomenutim zbivanjima u stanicama mogla poboljSati kvaliteta vaginalne
stijenke pa uzro¢no-posljedicno ista uciniti i boljom linijom obrane od moguéeg buduceg
zdjeli¢nog prolapsa (122-125).

Ovo je istrazivanje pokazalo da postoji reducirana ekspresija citrat sintaze u glatkom
misi¢ju vaginalne stijenke Zena koje boluju od prolapsa zdjelicnih organa, Sto ukazuje na smanjen
sadrzaj mitohondrija. Takoder, pronadena je smanjena ekspresija mitohondrijskih respiratornih
kompleksa u vaginalnom tkivu Zena s POP-om, $to ukazuje na poremecen bioenergijski
mitohondrijski sustav u vagini tih Zena.

Mitohondrijski je genom kruzna DNA koja kodira 22 tRNA, 2 rRNA 1 13 polipeptida za
elektronski transport (64). Sklona je mutacijama zbog blizine izvora reaktivnih kisikovih radikala
1 ne sadrZi histone. Nadalje, mehanizam je popravka DNA u mitohondrijima ograni¢en. Literatura
ukazuje na postojanje poremecaja elektronskog transporta (zbog duplikacija, tockastih mutacija i
delecija mitohondrijskog genoma) kod mitohondrijskih miopatija (73, 74). Ucestalost delecije
mitohondrijske DNA povecava se sa zivotnom dobi i nerijetko se javlja u tkivima koja ovise o
oksidativnom metabolizmu, poput skeletnog misi¢a, mozga 1 srca (75). Defekti mitohondrijske
respiratorne funkcije povezani s dobi opisani su u skeletnim misi¢ima covjeka, rezus majmuna i
glodavaca (75, 76, 131-134). Neki su autori prethodno istrazivali ulogu mitohondrijskih
poremecaja u nastanku POP-a. Sun i suradnici pronasli su smanjenu koli¢inu mitohondrijske DNA
1 vecu ucestalost delecija mitohondrijske DNA u uterosakralnom ligamentu Zena s POP-om, §to
ukazuje na vaznost promjena mitohondrijske DNA u razvoju POP-a (135). Yiou R i suradnici kod
Zena s prolapsom pronasli su oSte¢enje popre¢no prugastih miSi¢nih vlakana analnog levatora
(engl. ragged red fibers), $to je karakteristicno za miS$i¢ s abnormalnim mitohondrijskim
nakupljanjem. Naden je i veliki porast COX i SDH negativnih vlakana koji ukazuju na postojanje
mitohondrijske disfunkcije u misi¢ju zdjeli€énog dna zena s POP-om (113). Takoder je pronadena
povecana apoptoza mitohondrija u uterosakralnom ligamentu Zena s POP-om (136). Prethodne

studije pronasle su i smanjenje koli¢ine aktina u glatkom mi$i¢ju vaginalnog zida Zena s POP-om
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(137). Ackrell je zakljucio da se citopatije javljaju u slucaju manjka kompleksa II. Mutacije i
manjak SDSHA dovode do poremecaja ciklusa limunske kiseline 1 produkcije energije (138).

Rezultati ovog strazivanja sugeriraju da, osim redukcije aktina u glatkom misSi¢u vaginalne
stijenke kod zena s POP-om na koju su ve¢ ukazali prethodni autori, postoji i smanjenje ekspresije
enzima respiratornog kompleksa mitohondrija (kompleks II). To je najvjerovatnije posljedica
smanjenja sadrzaja mitohondrija, na Sto ukazuje smanjena aktivnost citrate sintaze. Svi su
kompleksi pokazali tendenciju smanjenja aktivnosti, no bez statisticke znacajnosti, dok je smanjena
aktivnost kompleksa II statisticki znacajna. Svi su kompleksi pokazali sklonost porastu ekpresije
kada se ekspresija normalnizirala po citrat sintazi, indikatoru mitohondrijskog sadrZaja. Kompleks
IT respiracijskog lanca je jedina komponenta lanca ¢iji niti jedan gradivni protein nije kodiran
mtDNA. U svim je drugim kompleksima barem neki od proteina kodiran iz mtDNA, osim u
kompleksu I (139). To ide u prilog tvrdnji da, uz eventualna oSte¢enja mitohondrijske DNA u
miSi¢u vaginalne stijenke kod Zena s POP-om (¢ije je postojanje pretpostavljeno, makar u ovom
radu nije mjereno), takoder dolazi do oStec¢enja 1 nuklearne DNA odgovorne za sintezu proteina
kompleksa II.

Rezultati sugeriraju da su mitohondrijski oksidativni kapacitet i potencijal za produkciju
ATP-a smanjeni u vaginalnoj stijenci Zena s POP-om, najvjerojatnije zbog smanjene koli¢ine
mitohondrija, Sto rezultira tkivom u kojem je sadrzaj kisika nedostatan. Taj bi mehanizam mogao
biti vazan u patogenezi POP-a. Smanjen sadrzaj mitohondrija u glatkom misSic¢u, kao i smanjenje
aktivnosti mitohondrijskih kompleksa u zena s POP-om, vjerojatno ima vaznu ulogu u patogenezi
POP-a. Zbog smanjene koli¢ine mitohondrija energetski status glatkog misica postaje manjkav.
Budu¢i da zdrav vaginalni kanal zajedno s drugim strukturama ima vaznu ulogu u odrZavanju
normalne anatomije zdjelicnog dna, moguce je da takav nalaz moze biti povezan s promjenama

anatomije zdjeli¢nog dna.
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6. ZAKLJUCCI
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1.

U bolesnica s POP-om pronaden je ve¢i broj HIF-1a pozitivnih stromalnih stanica u stijenci
vagine u odnosu na kontrolnu skupinu, $to ukazuje na postojanje hipoksijskog ostecenja 1
oksidativnog stresa koji bi mogli imati ulogu u patogenezi POP-a.

Bolesnice s POP-om imaju smanjenu razinu ekspresije mitohondrijskog respiratornog
kompleksa II u vaginalnoj stijenci u usporedbi s kontrolnom skupinom, §to ukazuje na
poremecen mitohondrijski oksidativni kapacitet i potencijal za produkciju. Taj bi

mehanizam mogao biti vazan u patogenezi POP-a.
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7. SAZETAK
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Cilj istrazivanja: Cilj ovog istrazivanja je istraziti postoji li stanicni odgovor na hipoksijsko
ostecenje u stanicama zdjeli¢nih struktura Zena s POP-om (prolapsom zdjeli¢nih organa) i Zena iz
kontrolne skupine te analizirati mitohondrijsku funkciju u misi¢nom sloju rodnice Zena s POP-om
i usporediti je s uzorcima rodnice zena iz kontrolne skupine.

Materijali i metode: U istrazivanje je ukljuc¢eno 120 ispitanica hospitaliziranih u Klinici za zenske
bolesti i porode KBC Split. Ispitanice su podijeljene u dvije skupine. POP skupinu (60 ispitanica)
¢inile su pacijentice koje su pristupile vaginalnoj histerektomiji zbog POP-a. Kontrolnu skupinu
(60 ispitanica) ¢inile su bolesnice u kojih je izvrSena abdominalna histerektomija zbog dobro¢udnih
ginekoloSkih bolesti. Analiza mitohondijske funkcije napravljena je za dodatnih 16 ispitanica (10
u POP skupini, a 6 u kontrolnoj skupini). Tijekom operacijskog zahvata izvrSeno je uzorkovanje
tkiva. Imunohistokemijskim metodama odredena je pozitivnost proteina HIF-lo u stanicama
rodnice, uterosakralnog ligamenta i analnog levatora. Metodom western blotting odreden je status
pet respiracijskih kompleksa mitohondrija u mi§i¢nom sloju rodnice.

Rezultati: U bolesnica s POP-om pronaden je ve¢i broj HIF-1a pozitivnih stromalnih stanica u
stijenci vagine u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,05), dok nije postojao statisticki znacajan
porast ekspresije HIF-1a u uterosakralnom ligamentu i analnom levatoru kod zena s prolapsom u
usporedbi s kontrolnom skupinom. U bolesnica s POP-om pronadena je smanjena ekspresija
mitohondrijskog respiratornog kompleksa II u vaginalnoj stijenci u usporedbi s kontrolnom
skupinom (P < 0,05).

Zakljucak: Rezultati ukazuju na postojanje hipoksijskog oSteCenja 1 poremecenog
mitohondrijskog oksidativnog kapaciteta u zena s POP-om u usporedbi s kontrolnom skupinom,

Sto bi moglo biti vazno u pojaSnjavanju etiopatogeneze POP-a.
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8. SUMMARY
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Title: Mitochondrial dysfunction and cellular response to hypoxia in fibromuscular structures of

the pelvic floor in women with pelvic organ prolapse

Objective: The objective of this study was to investigate whether or not there is a cellular response
to hypoxic damage in cells of pelvic structures in women with POP (pelvic organ prolapse) and in
those from the control group, as well as to analyze the mitochondrial function in the muscular layer

of the vagina in woman with POP, and to compare it with the samples collected from the control

group.

Materials and Methods: The study included 120 subjects hospitalized at the Department of
Gynecology and Obstetrics, University Hospital Center of Split. The subjects were divided into
two groups. The POP group (60 subjects) consisted of patients who underwent vaginal
hysterectomy due to POP. The control group (60 respondents) consisted of patients who underwent
abdominal hysterectomy due to benign gynecological diseases. Mitochondrial function analysis
was performed for 16 subjects (10 from the POP group and 6 from the control group). During the
surgical procedure, tissue sampling was performed. Immunohistochemical methods were used to
determine the positivity of the HIF-1a protein in vaginal cells, uterosacral ligaments and levator
ani muscle. The Western blotting method was used to determine the status of five respiratory

mitochondria complexes in the muscle layer of the vagina.

Results: A higher number of HIF-1a positive stromal cells was found in the vaginal wall of women
with POP in comparison with those from the control group (P <0.05), while there was no
statistically significant increase in expression of HIF-1a in the uterosacral ligament or levator ani
muscle of women with prolapse in comparison with those from the control group. A decreased
expression of mitochondrial respiratory complex II was found in the vaginal wall of patients with

POP in comparison with those from the control group (P <0.05).

Conclusion: Results indicate the existence of hypoxic damage and dysfunctional mitochondrial
oxidative capacity in women with POP in comparison with the control group, which might be of

importance when it comes to clarifying POP etiopathogenesis.
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