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POKRATE
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VTB — resicni trofoblast (engl. Villous Trophoblast)



1. UVOD

1.1 Posteljica

1.1.1 Grada posteljice

Posteljica je organ specifican za trudnocu, a povezuje dva genetski i imunoloski razlicita
organizma: majku i fetus. Jedini je privremeni organ u ¢ovjeka koji se po zavrSenoj funkciji
jednostavno odbacuje. Veliki broj razli¢itih funkcija posteljice dijeli se u Cetiri osnovne

skupine: metabolicku, respiratornu, endokrinolosku i imunolosku (1).

Definirana posteljica ima dvije strane: fetalnu i maj¢inu (Slike 1ai 1b).

Slika 1b. Makroskopski prikaz fetalne strane terminske posteljice iz uredne trudnoce

Fetalnu stranu predstavlja korionska, a maj¢inu bazalna ploca. Od korionske ploce se prema
bazalnoj Siri trofoblasno stablo kojeg €ini sustav resica 1 njihovih ogranaka koje prati grananje

fetalnih krvnih Zila. Zrela terminska posteljica ima oko 10-16 generacija mati¢nih resica,



mezenhimske resice, zrele intermedijarne 1 terminalne resice. Terminalne resice su krajnji
ogranci, sadrzavaju fetalnu kapilaru kao nastavak arterijskog grananja fetalnih pupcanih
arterija. Predstavljaju temeljnu funkcionalnu jedinicu posteljice. Maj¢ina strana ili bazalna
plo¢a podijeljena je na 10-40 reznjeva koji se nazivaju kotiledoni, medusobno su odvojeni
pregradama. Na njenoj se povr$ini otvaraju spiralne arterije i zapocinju spiralne vene. Maj¢ina
krv izmedu spiralnih arterija i vena ne prolazi kapilarni bazen, ve¢ se Siri oko resica
trofoblasta (TB), kroz tzv. intervilozni prostor (Slika 2). Svaki kotiledon posteljice sadrzava

najmanje jedno resi¢no stablo koje oplahuje krv iz pripadajuce spiralne arterije.

korion

g

ammnion

. rezanj
korionska plo¢a ]

intervilozni prostor

korion

bazalna plo¢a decidua bazalis
spiralna arterija

Slika 2. Shematski prikaz grade posteljice

Histoloska grada korionske ploce objedinjuje: stanice amniona i koriona, ogranke krvnih zila
pupkovine i mati¢ne resice. Bazalnu plocu sa¢injavaju stanice bazalnog sloja decidualno
promijenjenog endometrija (lat. decidua basalis), stanice izvanresi¢nog trofoblasta (engl.
Extravillous Trophoblast - EVTB) i ogranci spiralnih arterija majke. Analiza posteljice radi se
u sredi$njim dijelovima postelji¢ne ploce, gdje se najbolje vidi razgranatost i vaskularizacija

postelji¢nih resica (Slika 3).

Slika 3. Mikroskopski prikaz postelji¢nih resica terminske posteljice iz uredne trudnoc¢e (HE x

200)



1.1.2 Razvoj posteljice

Proces nastanka posteljice naziva se placentogeneza, dok placentacija podrazumijeva
uspostavu dvaju paralelnih krvotoka: fetalnog i majc¢inog. Rast i razvoj posteljice reguliran je
lokalnom sekrecijom i medudjelovanjem brojnih hormona rasta, adhezijskih molekula,
proteina izvanstani¢nog matriksa, hormona i transkripcijskih c¢imbenika koji djeluju
parakrinim 1 autokrinim mehanizmima (1,2). Kona¢nom izgledu posteljice prethodi razvojni
put koji zapoc€inje prvom diferencijacijom stanica embrija Sest dana nakon oplodnje. Prva tri
dana zametak putuje kroz jajovod u obliku morule, sa svim stanicama identicne grade i u
ukupnom volumenu zigote. Pucanjem polisaharidnog omotaca (lat. zona pellucida) zapocCinje
prva diferencijacija 1 to u dva smjera: iz embrioblasta se dalje razvija embrio, a iz TB-a
plodovi ovoji 1 fetalna strana posteljice. Rezultat je blastocista koja se, koriste¢i pinopodije 1
adhezijske molekule, prislanja (proces adhezije i apozicije) na decidualno promijenjenu
sluznicu maternice. Slijedi izrazito bujanje stanica TB-a i formiranje stabla resica. Ve¢ina
resica ostaje slobodna u interviloznom prostoru (lat. villi liberi), a manji se dio vezuje za
bazalnu plocu tzv. sidrene resice (lat. villi fixativi). Tek se mali dio TB-a razvija kao ,,ne-
resicni ili EVTB. Prodiranjem u podrucje bazalne ploce EVTB osigurava kvalitetne temelje
sidrenim resicama, transformaciju sluznice maternice u interakciji s fetalnim tkivom,
modulira lu¢enje tumor nekrotizirajuéeg ¢imbenika alfa (engl. Tumor Necrosis Factor Alpha -
TNF-a) iz makrofaga endometrija 1 sudjeluje u fizioloskoj transformaciji spiralnih arterija
poticanjem apoptoze u miSiénim i endotelnim stanicama krvne zile. Zreli TB u posteljici
predstavlja epitelni pokrov terminalnih i svih drugih resica. Sastoji se od dva sloja. Na
bazalnoj membrani resica lezi jednostani¢ni citotrofoblast (CTB), iznad kojeg se prostire
multinuklearni sloj citoplazme poznat kao sinciciotrofoblast (STB). U interviloznom prostoru
STB je u direktnom kontaktu s maj¢inom krvi. Nakon diobe stanica CTB-a dio ostaje na
mjestu kao depo maticnih stanica, dok se ostatak diferencira u dva smjera: STB i EVTB (2,3).
Fuzijom stanica CTB-a nastaje multinuklearni sloj stanica STB-a koji raste prema decidualnoj
plo¢i. Apoptoza je neophodna za fuziju stanica CTB-a i formiranje STB-a (3,4). Pojacan
izrazaj antiapoptotskih ¢imbenika naprama ostalim tkivima usporava proces apoptoze u TB-u
(4). Jezgre stanica CTB-a ulaskom u STB gube mogu¢nost daljnje diobe, ali zadrzavaju
metaboliCku aktivnost koja slabi s progresijom apoptoze. Apoptozom usmréene jezgre s
pripadajuéom citoplazmom u obliku apoptotskih tjelesaca, tzv. sincicijski &vori¢i (SC)

otpustaju se od STB-a mehanizmom sli¢nim egzocitozi, ¢ime zavrSava zivotni ciklus TB-a



koji traje oko 25 dana (4). Apoptotska tjeleSca sasvim su imunoloski inertna i u fizioloskim
uvjetima u normalnim trudno¢ama ne uzrokuju upalnu reakciju majke (5).

Kada STB dosegne decidualnu plo¢u unutar njega nastaju Supljine (lakune). Ostatni dio
stanica STB-a koji spaja korionsku plocu s bazalnom plo¢om naziva se trabekula. Nastankom
lakuna u STB-u koje su medusobno odvojene trabekulama zapocinje lakunarno razdoblje u
razvoju posteljice, a traje od 8. do 13. postkoncepcijskog dana. Urastanjem CTB-a u trabekule
nastaju primarne resice: trabekule tada postaju sidrene resice, a lakune intervilozni prostori
(2). Od 15. do 20. postkoncepcijskog dana slijedi invadiranje stanica ekstraembrionalnog
mezoderma i hemangioblasta u trabekule ¢ime nastaju sekundarne resice (6). Nastankom
prvih fetalnih krvnih Zila iz hemangioblasta u procesu vaskulogeneze (stvaranje fetalnih
krvnih Zila de novo koje traje do kraja treeg postkoncepcijskog tjedna) sekundarne resice
postaju tercijarne (7). Sve ostale resice su podrazredi tercijarnih resica, a to su: mezenhimske,
maticne, nezrele intermedijarne, zrele intermedijarne i terminalne resice (Slika 4) (6).
Stvaranjem podrazreda tercijarnih resica na proces vaskulogeneze nastavlja se proces
angiogeneze (stvaranje krvnih zila iz ve¢ postojec¢ih krvnih zila) (6-8).

Tercijarne resice postaju mezenhimske stvaranjem kapilarne mreze u stromi. Mezenhimska
resica se pretvara u nezrelu intermedijarnu (do 23. tjedna gestacije) ili u zrelu intermedijarnu
resicu (nakon 23. tjedna gestacije). Do pocetka 23. postkoncepcijskog tjedna sve
mezenhimske resice se diferenciraju u nezrele intermedijarne resice, a one kasnije prelaze u
mati¢ne. Osnovna funkcija mati¢nih resica je da sluze kao skelet koji podrzava periferne
ogranke stabla korionskih resica (8). Opisano se naziva faza granajuce angiogeneze (9). Od
23. tjedna, a najizrazenije od 24. do 26. postkoncepcijskog tjedna, u posteljici nastaju
promjene smjera diferencijacije mezenhimskih resica prema zrelim intermedijarnim resicama.
Za razliku od nezrelih intermedijarnih resica zrele intermedijarne resice ne prelaze u mati¢ne
resice (8). Tada prevladava proces negranajuc¢e angiogeneze koji traje do termina (9). Zrele
intermedijarne resice prelaze u terminalne resice. Terminalne resice karakterizira visoki
stupanj kapilarizacije te izrazito dilatirane sinusoide. Vaskulosincicijske membrane su
podrucja na terminalnim resicama koje su od interviloznog prostora u kojem kola maj¢ina krv
odvojene TB-om, bazalnom membranom TB-a, endotelom kapilara i bazalnom membranom
endotela kapilara, ¢cime se maksimalno smanjuje difuzijska udaljenost izmedu majke 1 fetusa.
Stoga su vaskulosincicijske membrane najefikasnije strukture za razmjenu tvari izmedu majke
i ploda (8). Terminalne resice su najobilnije resice u posteljicama terminske trudnoce.
Angiogeneza 1 vaskulogeneza su sastavni dio gore opisanog razvoja postelji¢nih resica. Oba

procesa su pod uskladenim djelovanjem angiogenih i1 antiangiogenih ¢imbenika. Brojni su

6



¢imbenici od kojih su najbitniji vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. Vascular

Endothelial Growth Factor - VEGF), kojeg uglavnom sintetizira CTB, postelji¢ni ¢imbenik

Terminalna
resica

Zrela intermedijarna

Nezrela intermedijarna
resica resica

Mezenhimalna resica

Slika 4. Pojednostavljeni prikaz perifernog dijela zrelog postelji€nog stabla resica te tipi¢an

presjek raznih tipova resica. Dostupno na http://fn.bmj.com/content/77/3/F171 [pristupljeno
29. svibnja 2018]

Pravilan rast, sazrijevanje 1 grananje resica osnovni je mehanizam koji omogucava posteljici

pracenje sve vec¢ih zahtjeva ploda.

1.1.3 Pretvorba spiralnih arterija

Funkcija EVTB-a koji aktivno urasta u deciduu je pretvorba spiralnih arterija maternice u
uteroplacentne krvne zile (10). Pretvorba spiralnih arterija odvija se u dvije faze: prva
zapocinje samom implantacijom, a druga nakon 12. tjedna trudnoce i zavrSava u 18. tjednu
trudnoce. Prvi val mijenja spiralne arterije, a drugi krajnju tre¢inu radijalnih arterija. Radijalne
arterije su dio miometrija, ¢cime se zamiSljena granica invazije pomice dublje u stijenku
maternice. Endotel i glatko miSiéni sloj maj€ine krvne Zile u transformiranom dijelu zamijeni
EVTB i time postaje sastavni dio maj¢ine krvne Zile. U tom procesu majcine krvne Zile gube

misi¢nu stijenku i time prestaju biti osjetljive na kateholamine, ljevkasto se Sire ¢ime se struja


http://fn.bmj.com/content/77/3/F171

krvi naglo usporava 1 $titi resice od oSteCenja. lako pretvorba spiralnih arterija zavrSava

sredinom trudnoce, angiogeneza u posteljici i u fetusu traje tijekom ¢itave trudnoce (11).
1.2 Intrauterini zastoj rasta

1.2.1 Definicija i klasifikacija

Intrauterini zastoj rasta (IUZR) je klinicki sindrom koji se oCituje smanjenim fetalnim rastom
ili nemoguéno$éu fetusa da dosegne njegov genetski potencijal za rast (12). Klini¢ka
dijagnoza IUZR-a postavlja se kada je izmjerena masa fetusa ili novorodenceta ispod 10.
percentila za dob trudnoce naprama standardnim vrijednostima u populaciji s korekcijom za
paritet 1 spol fetusa ili novorodenceta (13). Fetalni rast se odvija u tri faze: hiperplasti¢na faza
rasta u prvom tromjese¢ju trudnoce; hiperplasti¢ni i hipertrofi¢ni rast u drugom tromjesecju,
nakon Cega u tre¢em tromjesecju trudnoce slijedi samo hipertrofi¢na faza fetalnog rasta (12).
Temeljem toga IUZR dijelimo na tri tipa. Tip I ili simetricni I[UZR-a zahvaca 20-30%
ukupnog broja IUZR-a. Novorodena djeca su premalena za gestacijsku dob, ali
proporcionalnog izgleda. Tip II ili asimetricni IUZR zahva¢a 70-80% svih IUZR-a, a
novorodena djeca su neproporcionalnog izgleda, rodena s malenom porodajnom masom i
razmjerno vecom glavom. Tip III se smatra kombiniranim (intermedijarnim) tipom kada
Stetan Cimbenik specifican za tip II pocne djelovati prije i utjeCe na hipertroficnu i

hiperplasti¢nu fazu rasta (14). Novorodena djeca su smanjene porodajne mase i duZine.

1.2.2 Etiopatogeneza

Incidencija IUZR-a je od 5-7% (15). Priroda samog procesa i vrijeme nastanka IUZR-a utje¢u
na klinic¢ki tijek 1 perinatalnu prognozu (16). Nastanak IUZR-a je posljedica umanjenog
potencijala za rast i/ili umanjene potpore za rast ploda. Potencijal za rast ploda odreduju
genetski i okoli$ni ¢imbenici, dok potporu za rast odreduje posteljica. Jedan od najznacajnijih
regulatora fetalnog rasta je inzulinu slican ¢imbenik rasta (engl. Insulin Like Growth Factor -
IGF). On zajedno s ostalim C¢imbenicima rasta i angiogenim ¢imbenicima omogucava
djelujuci parakrino, autokrino i endokrino, pravilan rast i razvoj posteljice i remodelaciju
spiralnih arterija (12,16).

Ostec¢eno dijeljenje embrionalnih stanica u ranoj trudnodi, ¢ija je etiologija raznolika, a

najc¢eS¢e ukljucuje kromosomopatije, kongenitalne anomalije, odredene lijekove, infekcije



itd., uzrokuje nastanak tipa I zastoja rasta. Neadekvatna placentacija osnova je za razvoj tipa
I i III TUZR-a. Razli¢iti etioloski c¢imbenici su uzrok neadekvatne placentacije:
preegzistirajue bolesti majke (npr. sistemske bolesti, antifosfolipidni sindrom) ili nastaje de
novo bez pridruzene bolesti majke. U asimetri¢cnom [UZR-u poremecen je proces hipertrofije,
a ponekad i hiperplazije stanica (14,16). Kada se IUZR ocituje bez drugih poremecaja
trudnoce naziva se idiopatski (I-IUZR). Intrauterini zastoj rasta moZze biti pridruzen nekim
drugim bolestima trudnoce, najcesce preeklampsiji (PE).

Preeklampsija povecava rizik za nastanak IUZR-a. Istrazivanja pokazuju da ¢e 12,8-58,6%
trudno¢a s ranom PE-om biti udruzeno s IUZR-om, dok ¢e njih 15% s IUZR-a imati
superponiranu PE u trudno¢i (17,18). S obzirom na to da su brojni ¢imbenici rizika zajednicki
IUZR-u i PE-i, jo$ nije u potpunosti poznato zaSto se neki ocituju samo IUZR-om,
intrauterinim zastojem rasta udruzenim s preeklampsijom (IUZR+PE), a neki samo PE-om.
Sindromi PE-a i IUZR-a preklapaju se u situacijama mogucée ili vjerojatne etiopatogeneze.
Tada je IUZR ce$c¢e asimetricni ili simetricno-asimetri¢ni i1 posljedica nedovoljne potpore, a

PE je rezultat istog stanja koje rezultira otpustanjem viabilnog TB-a u cirkulaciju majke (18).

1.2.3 Dijagnoza i prenatalni postupak

Klini¢ka dijagnoza IUZR-a moze se postaviti u prenatalnom razdoblju uz pomo¢ metoda
klasi¢nog porodnistva i UZV metode. U metode klasi¢nog porodniStva spadaju: mjerenje
visine fundusa, palpacija Leopold-Pavlikovim hvatovima i mjerenje visine fundus-simfiza u
cm (14,19).

Ultrazvu¢na metoda zapoc€inje biometrijom fetusa u Sto spadaju: biparijetalni promjer (engl.
Biparietal Diametar — BPD) uz koji se u slucaju dolihocefalije i brahicefalije mjeri opseg
glave (engl. Head Circumference — HC), opseg trbuha (engl. Abdominal Circumference —
AC) koji u drugom tromjesecju sluzi za procjenu dobi trudnoce, a u treCem tromjesecju za
procjenu uhranjenosti te duljina bedrene kosti (engl. Femur Length - FL.).

Uvrstavanjem gore navedenih biometrijskih mjerenja zasebno ili zajedno u matematicke
formule procjenjujemo masu ploda (engl. Estimated Fetal Weight - EFW). U klinickoj praksi
najvise se koristi formula po Hadlocku [Log;o BW = 1.335 - 0.000034 (AC x FL) + 0.00316
(BPD) + 0.00457 (AC) + 0.01623 (FL9)]. Srednja vrijednost apsolutne pogreske u procjeni
mase ploda koriStenjem ove formule bila je 10-11% (20). Vrijednost apsolutne pogreske u

izraCunu EFW-a raste s porastom mase fetusa > 4000g i smanjenjem mase fetusa < 2500g.



Tocnost procjene smanjuje se i u slucajevima oligohidramnija, smjestaju posteljice sprijeda,
pretilosti majke. Procjena EFW-a ispod 10. percentila za dob trudnoc¢e korigirana za spol 1
paritet svrstava plod u IUZR ili u literaturi jo§ poznat kao malen za gestacijsku dob (engl.
Small For Gestational Age - SGA) §to potvrdujemo nakon najmanje dva mjerenja u razmaku
od dva tjedna (14). Kada su svi biometrijski pokazatelji nizi u odnosu na gestacijsku dob
govorimo o simetriénom [UZR-u. Dijagnozu asimetri¢nog IUZR-a postavljamo kada je AC
manji u odnosu na gestacijsku dob, a BPD, HC i FL su uredne veli¢ine. Kombinirani [UZR
dijagnosticiramo u fetusa kod kojih su BPD, HC i FL manji za gestacijsku dob, a AC manji
od njih (12,20,21).

U procjeni ugrozenosti fetusa s [UZR-om pomazu nam dole navedene dodatne metode.
Fetalni biotjelesni profil (BFP) se sastoji od pet biofizikalnih aktivnosti koji se dijele na
akutne 1 kroni¢ne biljege fetalne ugrozenosti. Akutni biljezi fetalne ugrozenosti su fetalni
tonus, fetalni pokreti, fetalni respiracijski pokreti i kardiotokografski zapis dok je indeks
plodove vode kroni¢ni biljeg fetalne ugroZenosti. Fetalni tonus podrazumijeva otvaranje i
zatvaranje Sake ili barem jednu aktivnu ekstenziju ili fleksiju udova. Fetalni pokreti ukljucuju
barem tri pokreta tijela ili udova u trideset minuta. Fetalni respiracijski pokreti koji su prisutni
najmanje trideset sekundi u razdoblju od trideset minuta. Kardiotokografski zapis (CTG)
mjeri promjenu sré¢ane frekvencije u jedinici vremena i istovremeno biljezi kontrakcije
maternice. CTG zapis prikazuje osnovnu, oscilacije osnovne i promjenu osnovne fetalne
sr¢ane frekvencije. Prisutnost dvije akceleracije vece od petnaest i viSe otkucaja u trajanju od
petnaest sekundi nakon micanja fetusa kroz trideset minuta uz urednu bazalnu frekvenciju
smatra se urednim CTG zapisom. Indeks plodove vode (engl. Amniotic Fluid Index - AFI) je
ultrazvuc¢na mjera koli¢ine plodove vode. Normalan raspon AFI je od 5-25; kada je AFI<S
postavlja se dijagnoza oligohidramnija te nas ista indirektno upucuje na oSte¢enu funkciju
posteljice ili odredene malformacije fetusa od Cega su najece one urinarnog sustava . Svaka
sastavnica BFP ako je uredna nosi dva boda, a ako nije nula. Zbroj bodova ¢ini ocjenu BFP
koja je indirektni pokazatelj fetalne kondicije te predvida perinatalni ishod i1 pomaze u
odlucivanju dovrSetka trudnoce.

Doplerska ultrazvu¢na metoda nam omogucéava procjenu hemodinamskih promjena fetalnog i
uteroplacentarnog krvotoka. U klinickoj praksi naj¢eS¢e mjerimo protok krvi u srednjoj
mozdanoj arteriji (a. cerebri media) 1 pupCanoj arteriji (lat. a.umbilicalis). Pri analizi
arterijskog dopler signala najceS¢e se koristimo Pourcelotovim indeksom otpora (engl.
Resistance Index - Rl), indeksom pulsatilnosti (engl. Pulsality Index - PI) i omjerom sistole i

dijastole. Sva tri mjerenja na razliite nacine usporeduju najviSu brzinu strujanja krvi u sistoli
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1 najnizu u dijastoli. Indeks otpora srediSnje mozdane arterije je proporcionalan parcijalnom
tlaku O, fetalne krvi, Dopler pup€ane arterije pokazuje smanjenje indeksa otpora na racun
porasta dijastole napredovanjem trudnoce. Povecani otpor u krvnim zilama posteljice
trudnoca kompliciranih TUZR-om za posljedicu ima povecanje indeksa otpora pupcane
arterije na raCun smanjenja dijastole ili potpuni izostanak dijastole ili obrnuti protok u
dijastoli. Najprecizniji pokazatelj hemodinamskih promjena u posteljici 1 mozgu, a neovisan o
sr¢anoj frekvenciji je cerebroumbilikalni omjer (omjer indeksa otpora srednje mozdane
arterije i umbilikalne arterije). U urednim trunoéama on je uvijek ve¢i od 1. Pad
cerebroumbilikalnog omjera ispod 1 je posljedica smanjenja indeksa otpora srednje mozdane
arterije. Vazodilatacija krvnih zila mozga koja nastaje zbog centralizacije fetalnog krvotoka je
uzrok smanjenog indeksa otpora u srednjoj mozdanoj arteriji.

Amnioskopija je metoda kojom se promatra izgled plodove vode da bi se procijenila fetalna
zrelost 1 njegova potencijalna ugrozenost. Vibroakusti¢na stimulacija fetusa koristi se za
izazivanje refleksa trzaja koji uzrokuje fetalne pokrete koji za posljedicu imaju akceleracije u
fetalnoj src¢anoj frekvenciji 1 znak su dobre kondicije fetusa. Maj¢ino prac¢enje pokreta djeteta
takoder je jedan od bitnih pokazatelja djetetova stanja. Niti jedna od ovih metoda sama za
sebe nije dovoljno dobra u procjeni ugrozenosti fetusa, ali u kombinaciji pomazu klinic¢aru,
nakon $to je prepoznao fetus s [UZR-om, donijeti klinicku odluku je li rije¢ samo o SGA ili
IUZR-u kojem je potrebna intervencija i pojacan klinicki nadzor (20-22).

Za razliku od fetusa s IUZR-om, SGA fetusi dostizu svoj genetski potencijal i imaju uredan
nalaz BFP-a. Danas se preporucava napraviti individualni graf rasta za svaki fetus, zato jer je
lo§ perinatalni ishod rijedak u SGA fetusa, dok su fetusi ispod i blizu 10. percentila, koji ne

dostignu svoj genetski potencijal (IUZR) skloni loSijem perinatalnom ishodu (14,15,17,19).

1.2.4 Klinic¢ka specifi¢nost i znacaj

Intrauterini zastoj rasta ima neujednacenu i ponekad nepoznatu etiopatogenezu zbog ¢ega ga i
svrstavamo u sindrom, a kao takav nema uzro¢nog lijeCenja. Smisao nakon postavljanja
dijagnoze je nadzor fetalne ugrozenosti i postupak ovisno o tome, a ne o morfologiji ili EFW-
u. Dijagnoza IUZR-a je morfoloSka, a intervencija mora biti funkcijska. Jedan od vodecih
uzro¢nika perinatalnog mortaliteta 1 morbiditeta je IUZR-a. Novorodencad iz trudnoca
kompliciranih IUZR-om c¢eS¢e ima perinatalnu hipoksiju, hipotermiju, hipoglikemiju i

respiratorni distres sindrom §to u konacnici ima loSiji perinatalni ishod. Pogoden je i kasniji
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rast 1 razvoj ove djece. Provedena istrazivanja povezuju ih s poremecajima u postnatalnom
razvoju 1 ponaSanju te ve¢oj pojavnosti kroni¢nih nezaraznih bolesti u odrasloj dobi (arterijske
hipertenzije, dijabetes melitusa tipa II, kardiovaskularnih 1 kroni¢ne opstruktivne pluéne

bolesti) (23).

1.3 Preeklampsija

1.3.1 Definicija i klasifikacija

Prema klasifikaciji ACOG (The American Congress of Obstetricians and Gynecologists), PE
je jedan od pojavnih oblika hipertenzivnih bolesti u trudno¢i. Pojavljuje se nakon 20. tjedna
trudnode, a traje najkasnije 4-6 tjedana poslije porodaja. Dijagnosticira se vrijednostima
sistoli¢kog tlaka visSim od 18,7 kPa 1 dijastolickog visSim od 12 kPa dva puta u razmaku od 4
sata i proteinurijom koja je visa od 300 mg/24 sata i/ili protein (mg/dl)/ kreatinin (mg/dl) >=
0,3 ili 1+ na trakici za urin (ako kvantitativna mjerenja nisu mogucéa). U odsutnosti
proteinurije, novonastala hipertenzija uz prisutnost trombocitopenije (<100,000/ul), bubrezna
insuficijencija (porast serumske razine kreatinina > 1,1mg/dl, dvostruko povecéanje serumskog
kreatinina bez prisutnosti bubrezne bolesti), oSte¢ena jetrena funkcija (dvostruko povecanje
jetrenih enzima), pluéni edem i simptomi SZS-a (npr. glavobolja, svjetlaci), takoder su
dijagnosticki kriteriji PE-e (24). Na osnovi simptoma, PE-u dijelimo na blagu i teSku prema
odredenim kriterijima. Blagu PE-u definira poviSenje vrijednosti sistolickog krvnog tlaka
viSeg od 18,7 kPa 1 dijastolickog viSeg od 14,7 kPa dva puta u razmaku 4 sata, proteinurijom
koja je visa od 300 mg/24 sata i/ili protein (mg/dl)/ kreatinin (mg/dl) >= 0,3 ili 1+ , bez
znakova ugrozenosti majke i ploda. Teska PE definira se prema sljede¢im kriterijima:
vrijednost sistolickog krvnog tlaka visa od 21,3 kPa 1 dijastolickog viSa od 14,7 kPa dva puta
u razmaku od 4 sata; oSteCenom jetrenom funkcijom (povecani jetreni enzimi 2 puta viSe od
normalnih vrijednosti), bol u epigastriju, progresivna renalna insuficijencija (serumska
koncentracija kreatinina > 1.1 mg/dl ili udvostrucenje vrijednosti kreatinina u odsutnosti
bubrezne bolesti), pojava cerebralnih i o¢nih poremecaja, pluéni edem i trombocitopenija
(<100,000/ul) (25). Prema vremenu pojavljivanja PE dijelimo na ranu (engl. early onset) koja
se pojavljuje prije 34. tjedna gestacije i kasnu (engl. late onset). Rana PE se najcesce
klasificira kao teska 1 Cesto je udruzena s [UZR-om. Kasna PE ima blazu klini¢ku sliku 1

najcesce nije pracena IUZR-om (24,25).
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1.3.2 [Etiopatogeneza

Incidencija PE-e iznosi 5-14% od ¢ega 10% otpada na ranu PE-u, 25% na tesku, a preostalih
65% na blagu (25). Etiologija PE-e do danas ostaje nerazjasnjena, ali se pretpostavlja da
vodecu ulogu u nastanku PE-e ima poremecaj pretvorbe spiralnih arterija (26). Uzrok
neadekvatne pretvorbe spiralnih arterija dijelom, a time i PE-e, moze biti objaSnjen
imunoloSkom teorijom, a dijelom genetskom predispozicijom i1 Cimbenicima okolisa.
Imunoloska teorija istice mehanizam koji je slican reakciji odbacivanja presatka (engl. Graft
Versus Host Disease — GVHD) (27). U prilog imunoloske teorije govori povecana aktivnost
prirodnih stanica ubojica (engl. Natural Killer Cell - NKC) 1 povec¢an broj dendritickih stanica
unutar decidue posteljica iz trudno¢a kompliciranih PE-om. Dendriticke stanice su vazne u
zapocinjanju specifiénog T-stani€nog odgovora na transplantirani antigen (28,29). Prisutnost
protutijela na angiotenzin I (engl. Angiotensin I - AT 1) antigen dokazana je u posteljicama iz
trudno¢a kompliciranih PE-om. Ona uzrokuju poveéani ulazak Ca** u endotelne stanice te
onemogucavaju remodeliranje krvnih zila decidue (31). Studije su pokazale da prvorotke s
obiteljskom anamnezom PE-e, trudnice s prethodnom opstetrickom anamnezom PE-e kao i
supruge muskaraca ¢ije su prijasnje partnerice imale PE-u imaju poveéan rizik za nastanak
iste Sto govori u prilog genetske predispozicije (32-34). Medu Cimbenicima znaCajnim za
razvoj PE-e istiu se topljivi fms - kinaze tirozin -1 tropni protein (engl. soluble Fms - Like
Tyrosine Kinase-1 - sFlt-1) &iji se gen nalazi na 13. kromosomu. Zene koje nose djecu s
trisomijom 13 imaju povecan rizik za nastanak PE-e (35). Nekoliko drugih gena, kao $to je
gen koji kodira angiotenzin, endotelnu i stani¢nu nitrit oksigenazu te geni za trombofilije,
takoder su vezani za nastanak PE-e (36).

Izostankom fizioloSke pretvorbe, spiralne arterije zadrzavaju tzv. ,,jet* cirkulaciju (po Borelu)
koja podrazumijeva snazni, brzi i uski mlaz tijekom sistole i vrlo mali ili izostali protok
tijekom dijastole. Snaga sistoliCkog udara mehanicki ostecuje resice u podrucju iznad sebe,
¢ime dijelovi oSte¢enog TB-a odlaze u maj¢inu cirkulaciju preko interviloznog prostora, dok
TB izmedu pojedinih spiralnih jet cirkulacijskih podrucja postaje hipoksi¢an. Na taj nacin TB
je dvostruko oSte¢en: mehanicki 1 hipoksijom, a rezultat je isti: ulazak TB-a u krvotok majke.
Preeklampsija, koja nastaje kao posljedica neadekvatne pretvorbe spiralnih arterija, moze se
predvidjeti u drugom tromjesec¢ju mjerenjem indeksa otpora materni¢ne arterije (lat. a.
uterina), a vezana je za nastanak rane PE-e 1 naj¢eSc¢e je udruZena s razvojem IUZR-a (37).
Intervilozni prostor u PE-i obiljezen je razdobljima ishemije i reperfuzije, a slijedom toga

vremenskim i prostornim varijacijama pO,. Hipoksija posteljicnog tkiva, koja nastaje u
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razdobljima ishemije posteljice, neposredno utjeCe na nastanak slobodnih kisikovih radikala
(engl. Reactive Oxygen Radicals- ROR) koji imaju znacajnu ulogu u reperfuzijskoj ozljedi
posteljice. Reperfuzija rezultira disfunkcijom endotela i aktivacijom upalnog odgovora §to
uzrokuje povecano stvaranje citokina i drugih upalnih medijatora poput tumor
nekrotizirajueg ¢imbenika o (TNF-a), interleukina 6 (IL-6) i interleukina 10 (IL-10). Bitnu
ulogu u upalnom odgovoru imaju i derivati arahidonske kiseline kao §to su prostaglandin 12
(PGI2) i tromboksan A2 (TXA2) koji mogu nastati ili kao produkt lipidne peroksidacije ili
zbog "down" regulacije ciklooksigenaze-1 (COX-1) koju, izmedu ostalog, uzrokuje i
hipoksija (38-40).

Postelji¢no tkivo na hipoksiju odgovara ubrzanim zivotnim ciklusom TB-a. Posljedicno tome
jedan dio TB-a ne prolazi kompletan put apoptoze ve¢ ide u nekrozu, poznatiju kao
aponekroza 1 kao takav otpusta se u cirkulaciju majke (4). Otpustanje aponekrotskih Cestica
zajedno s direktnim ulaskom TB-a u cirkulaciju majke, povecava koncentraciju "cell free"
DNA, sFlt-1 i drugih toksi¢nih sincicijskih proteina. Gore navedeni produkti nastali raspadom
TB-a uzrokuju aktivaciju maj¢inog upalnog odgovora i posljedicnu disfunkciju endotela.
Klini¢ka manifestacija PE-e nastaje kao posljedica endotelne disfunkcije (41).

Nastanak PE-e mogu uzrokovati i bolesti majke koje su postojale i prije trudnoce

(hipertenzija, antifosfolipidni sindrom, sustavne bolesti, Se¢erna bolest itd.) (33).

1.4 Receptor inzulinu sli¢nog ¢imbenika rasta

Receptor inzulinu sliénog ¢imbenika rasta 1 (engl. Insulin Growth Factor Receptor 1 -
IGFIR) je transmembranski receptor molekularne tezine 320 kDa, dio je velike obitelji tirozin
kinaznih receptora (42). IGF1R se nalazi na TB-u, endotelu krvnih Zila postelji¢nih resica,
stromi resica i decidui. Njegova imunohistokemijska razina je u ovisnosti o gestacijskoj dobi.
Najvec¢a imunohistokemijska razina IGFIR-a u posteljici je za vrijme prvog i treceg
tromjesje¢ja trudnoce (43). Na njega se vezu inzulin vezajuci ¢imbenik rasta I (engl. Insulin
Growth Factor I - IGF]) 1 inzulin vezaju¢i ¢imbenik rasta Il (engl. Insulin Growth Factor II -
IGFII). Aktivacija IGF1R-a u posteljici poti¢e proliferaciju CTB-a, proliferaciju i migraciju
EVTB-a, regulira apoptozu TB-a, povecava preuzimanje aminokiselina, respiracijsku
povrsinu posteljice 1 propusnost za hranjive tvari. Preko njega se ostvaruje i antiapoptotsko
djelovanje IGFI i IGFII u posteljici (44,45). Pred kraj trudnoce, imunohistokemijska razina

IGFIR-a je ve¢a u TB-u nego u endotelnim stanicama Sto nas navodi na zakljuak da je
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podjednak utjecaj maj¢inog i fetalnog IGF 11 IGFII na stanice TB-a. IGFIR zajedno s IGF I i
IGF II, vezaju¢im proteinima inzulin vezajueg Cimbenika rasta 1-6 (engl. Insulin Like
Growth Factor Binding Proteins 1-6 - 1GFBP 1-IGFBP6), receptorom inzulin sli¢nog
¢imbenika rasta 2 (engl. Insulin Growth Factor Receptor 2 - IGF2R), inzulinskim receptorom
1 hibridom inzulinskog 1 IGF receptora je dio IGF osi (44). Glavni regulator prenatalnog i
postnatalnog rasta je IGF os. Mnogi okolisni signali, ukljucujuéi hranjive tvari, kisik,
hormone (hormon rasta, kortizol, inzulin, tiroidni hormon i spolne hormone) sudjeluju u
regulaciji IGF osi (45). Istrazivanja IGF osi u posteljicama trudno¢a kompliciranih [UZR-om i
PE-om su dokazala poremecéen odnos IGFI i vezajucih proteina inzulin vezajuéeg ¢imbenika
rasta u odnosu na uredne trudno¢e. Dokazana je smanjena koncentracija IGFI u I[UZR-u i PE-
i. Temljem toga radena su imunohistokemijska i molekularna istrazivanja IGF1R-a na
posteljicama PE-e i [UZR-a. Rezultati istraZzivanja na posteljicama PE-e su pokazala pozitivnu
povezanost broja IGFIR-a na VTB-u s masom posteljice i masom novorondenceta dok je
afinitet vezanja za receptor ostao nepromijenjen, a nije dokazana povezanost u broju receptora
i afinitetu vezanja za njega s arterijskim tlakom (46). Za razliku od posteljica PE istrazivanja

IGF1R-a na posteljicama IUZR-a nisu dala ujednacene rezultate (47,48).

1.5 Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. Vascular Endothelial Growth Factor - VEGF) je
homodimerni disulfidno-vezujuéi glikoprotein uklju¢en u angiogenezu i vaskulogenezu,
kontrolu mikrovaskularne propustljivosti 1 vazodilatacije (49,50). Glavni izvor VEGF-a u
posteljici su VTB i Hofbauerove stanice. Obitelj VEGF ukljucuje VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D i postelji¢ni ¢imbenik rasta (engl. Placenta Growth Factor - PGF) (51,52). Svoje
djelovanje VEGF ostvaruje vezanjem za jedan od tri tipa receptora vaskularnog endotelnog
¢imbenika rasta (VEGFR 1-3). Postoji i1 topljiva forma VEGFRI1 (engl. Soluble Vascular
Endothelial Growth Factor - sFltl ili sVEGFR1) koja nastaje alternativnom obradom mRNA
i kodira samo izvanstani¢ni dio receptora. sFlt-1-om vezu¢i VEGF i PGF onemogucava
njihovo djelovanje (53,54).

Razina VEGF-a u postelji¢nom tkivu ovisi o dobi trudnoce, a razlike u njegovoj koncentraciji
reguliraju vaskulogenezu i prijelaz granajuce u negranajucu angiogenezu (50). NajizraZeniji je

u prvom tromjesecju trudnoce, kada se veze na VEGFR2 receptor endotelnih i mezenhimalnih
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stanica i Flt-1 receptor primitivnih vaskularnih lumena i traaka angiogenih stanica (51).
Nastajanje pocetnih vaskularnih izdanaka navodeno je sFlt-1 koji vjerojatno izravno regulira
vaskulogenezu (53).

Napredovanjem trudnocée snizava se razina VEGF-a i VEGFR2 u postelji¢nom tkivu §to vodi
padu koncentracije slobodnog VEGF-a u maj¢inom serumu. Za razliku od VEGF-a, razina
Flt-1 i PGF-a u posteljicnom tkivu raste, kao i koncentracija PGF-a u maj¢inom serumu koja
ima nagli skok izmedu 28. i 32. tjedna trudnoc¢e. Od 33. do 36. tjedna prisutan je i porast sFlt-
1 u majcinoj cirkulaciji koji vjerojatno pridonosi smanjenju slobodnog VEGF-a (51,52,54).
Decidualne stanice (DC) takoder izrazavaju samo VEGF za razliku od EVTB-a koji izrazava
VEGF 1 Flt-1. Osim uloge u angiogenezi 1 vaskulogenezi, VEGF sudjeluje u proliferaciji,
diferencijaciji 1 funkciji TB-a (52).

Istrazivanja na posteljicama trudnoca kompliciranih I-IUZR-om pokazala su povecanu
imunohistokemijsku razinu VEGF-a u VTB-u, EVTB-u i krvnim Zilama postelji¢nih resica,
dok su istrazivanja na posteljicama trudno¢a kompliciranih ITUZR+PE-om pokazala manju

imunohistokemijsku razinu VEGF-a u istrazivanim dijelovima posteljice (55,56).

1.6 Sustav Fas/FasL

Fas (CD 95) je tip I transmembranskog proteina i pripada super obitelji TNF-a. FasL je tip II
transmembranskog proteina koji pripada TNF 1 CD40 ligand obitelji (57). Sustav Fas/FasL
smatra se posrednikom u imunoloskoj toleranciji majke na fetus. IzraZen je na NK stanicama,
aktiviranim T-limfocitima 1 na imunoloski privilegiranim mjestima kao $to su oko, mozak i
posteljica (58,59). FasL izrazen na povrS$ini stanice moze biti proteoliticki razgraden matriks
metaloproteinazom (engl. Matrix Metalloprotinase - MMP) 1 kao takav se pretvara u topljivi
FasL (engl. Soluble FasL - sFasL) (60). Vezanjem FasL na Fas receptor pokrece se vanjski
put apoptoze (4). Imunohistokemijska istrazivanja pokazala su da je FasL najizrazeniji na
VTB-u i EVTB-u u odnosu na ostale dijelove posteljice (61-65). Fas pozitivni T-limfociti
smjeSteni su na majéino-fetalnoj granici gdje sudjeluju u stvaranju imunoloske tolerancije
majke na fetus (63,66). FasL izraZzen na TB-u moze pokrenuti apoptozu u aktiviranim T-
limfocitima i tako eliminirati majcine imunoloske stanice koje mogu biti senzitizirane o¢evim
antigenima (64,67,68). To potvrduje i studija Hunta i sur. koji su dokazali da TB uzrokuje
apoptozu na Fas pozitivnim T-limfocitima in vitro i da miSevi s nedostatkom funkcionalnog

FasL-a imaju povecanu infiltraciju T-limfocita na maj¢ino-fetalnoj granici Sto rezultira
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povecanom incidencijom gubitka trudnoc¢e (69). EVTB aktivno kontrolira maj¢in imunoloski
odgovor uzrokujué¢i smrt aktiviranih T-limfocita i tako sudjeluje u imunoloskoj toleranciji
majke na fetus (63,68). Osim uloge u o¢uvanju majc¢ino-fetalne imunoloske barijere, Fas/FasL
sudjeluje u pretvorbi spiralnih arterija $to su dokazala in vitro i in vivo istrazivanja, a i u
angiogenezi. Istrazivanja su dokazala da se FasL izrazen na EVTB veze na Fas receptor
endotelnih i glatkih miSiénih stanica spiralnih arterija poticu¢i njihovu apoptozu u svrhu
remodelacije istih (70). U prilog tome upucuju studije koje su pokazale da majcin
polimorfizam za Fas receptor, koji snizava razinu istog na endotelu, povecava rizik za

nastanak PE-e 1 IUZR-a (69).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZE

Cilj istrazivanja bio je odrediti imunohistokemijsku razinu sljede¢ih ¢imbenika koji su
ukljuceni u razvoj IUZR-a:

1. Odrediti imunohistokemijsku razinu IGF1R-a u VITB-u i EVTB-u, DC-a, krvnim zilama
postelji¢nih resica 1 krvnim zilama decidue basalis primjenom imunohistokemijskog biljega
za IGF1R, u tkivu posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE-om i u tkivu

posteljica urednih trudnoca te rezultate medusobno usporediti.

Ocekivali smo da ¢e imunohistokemijska razina IGFIR-a biti viSa u ispitivanim dijelovima
posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om u odnosu na posteljice iz trudnoca

kompliciranih [TUZR+PE-om i u odnosu na posteljice urednih trudnoca.

2. Odrediti imunohistokemijsku razinu VEGF-a u VITB-u, EVTB-u, DC-a, krvnim zilama
postelji¢nih resica i krvnim zilama decidue basalis primjenom imunohistokemijskog biljega
za VEGF, u tkivu posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE-om i u tkivu

posteljica urednih trudnoca te rezultate medusobno usporediti.

Ocekivali smo da nece biti razlike u imunohistokemijskoj razini VEGF-a u istrazivanim
dijelovima posteljica izmedu posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE-om i

posteljica iz urednih trudnoca.

3. Odrediti imunohistokemijsku razinu Fas-a 1 FasL-a u VITB-u i EVTB-u, DC-a, krvnim
zilama posteljicnih resica i1 krvnim zilama decidue basalis primjenom imunohistokemijskih
biljega Fas i FasL, u tkivu posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE-om i

tkivu posteljica iz urednih trudnoca te rezultate medusobno usporediti.

Ocekivali smo da nece biti razlike u imunohistokemijskoj razini Fas-a u istraZivanim
dijelovima posteljica izmedu posteljica iz trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om, [UZR+PE-om i
posteljica urednih trudnoc¢a. Oc¢ekivali smo da ¢e imunohistokemijska razina FasL-a biti viSa u
ispitivanim dijelovima posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-[TUZR-om u odnosu na posteljice
urednih trudnoca, a sniZena u posteljicama iz trudno¢a kompliciranih [IUZR+PE-om u odnosu

na posteljice iz urednih trudnoca.
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4. Odrediti povezanost imunohistokemijske razine IGF1R-a s FasL-om u VIB-u, EVTB-u,
DC-a, krvnim Zilama posteljicnih resica, krvnim zilama decidue basalis u posteljicama iz
trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om, IUZR+PE-om i posteljicama urednih trudnoca te

rezultate medusobno usporediti.

Ocekivali smo da nece biti povezanosti izmedu imunohistokemijske razine IGF1R-a i FasL-a
u VTB-u, EVTB-u, DC-a, krvnim zilama postelji¢nih resica i krvnim Zilama decidue basalis
posteljica iz trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om, IUZR+PE-om i posteljica iz urednih

trudnoca.

5. Odrediti ukupan broj krvnih zila posteljicnih resica 1 broj resica te njihov omjer na 10
vidnih polja velikog povecanja u posteljicama trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE-
om i posteljicama urednih trudnoca te rezultate medusobno usporediti 1 istraziti povezanost

cene

IGF1R-a i VEGF-a u ispitivanim dijelovima posteljice.

Ocekivali smo da ¢e postojati povezanost izmedu imunohistokemijske razine IGF1R-a u
ispitivanim dijelovima posteljice iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om, IUZR + PE-om i
urednih trudno¢a s omjerom broja krvnih Zila postelji¢nih resica i broja resica.

Nismo ocekivali povezanost izmedu imunohistokemijske razine VEGF-a u ispitivanim
dijelovima posteljice iz trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om, [UZR+PE-om i urednih trudnoca

s omjerom broja krvnih zila postelji¢nih resica i broja resica.
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3. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

3.1 Materijal

Materijal predstavlja 30 posteljica iz trudno¢a kompliciranih [IUZR+PE-om, 30 posteljica iz

trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om i 60 posteljica urednih trudnoc¢a iz poroda u Klinici za

zenske bolesti i porode KBC-a Split odabranih prema dolje navedenim kriterijima.

Kriteriji ukljucenja u studiju.:

A)

Klini¢ka dijagnoza I-IUZR-a:

e porodajna masa manja od 10. percentila s obzirom na spol, dob trudnoce i paritet

B)

majke prema referentnim vrijednostima Klinike za Zenske bolesti i porode KBC-a
Split (71).

Klini¢ka dijagnoza IUZR+PE:

arterijska hipertenzija u prethodno normotenzivnih Zena (sistolicki tlak > 140 mmHg,
dijastolicki > 90 mmHg ), u dva mjerenja u razmaku duljem od cetiri sata,
proteinurija (=300 mg/24 satnom urinu ili >1+ na test traci za proteine u urinu) (24),
porodajna masa manja od 10. percentila s obzirom na spol, dob trudnoc¢e 1 paritet
majke prema referentnim vrijednostima Klinike za Zenske bolesti i porode KBC-a

Split (71).

Kriteriji iskljucenja iz studije:

Arterijska hipertenzija i druge bolesti krvozilnog i bubreznog sustava koje su postojale
prije trudnoce.

Trombofilije: nasljedne i steCene. Nasljedne trombofilije dijele se na visokorizi¢ne i
niskorizi¢ne. Visokorizi¢ne ukljucuju: nedostatak antitrombina, prisutnost mutacije za
heterozigotnost protrombina i faktora V Leiden, homozigot za faktor V Leiden. U
niskorizi€ne trombofilije se ubrajaju: heterozigotnost za faktor V Leiden,
heterozigotnost za protrombin G20210A, nedostatak proteina C 1 S, homozigotnost za
4G/4G mutaciju u inhibitoru aktivatora plazminogena (PAI-1), hiperhomocistonemija
(mutacija gena za metilentetrahidrofolat reduktazu C677T MTHFR). Stecene
trombofilije podrazumijevaju: antifosfolipidni sindrom ¢ija se dijagnoza postavlja
prema prisutnosti jednog ili viSe klini¢kih i laboratorijskih kriterija: vaskularna
tromboza, gubitak jedne ili viSe trudnoca oko 10. tjedna trudnoce s urednom fetalnom
morfologijom, jedan ili viSe prijevremenih porodaja zbog eklampsije, PE-e ili
posteljicne insuficijencije, tri ili viSe gubitaka trudnoce prije 10. tjedna trudnoce s
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maj¢inim urednim anatomskim i hormonalnim statusom 1 isklju¢enim kromosomskim
anomalijama majke, prisutnost lupus antikoagulanta, antikardiolipinska protutijela
(aCL) 1 anti-beta-2 glikoprotein protutijela u plazmi 2 ili viSe puta u posljednjih 12
tjedana (72,73).

Viseplodova trudnoca.

Sindrom HELLP (LDH >600 IU/L), poviSene vrijednosti jetrenih enzima (AST 1 ALT
dva puta vise od normalnih vrijednosti), trombocitopenija (broj trombocita < 100x10°
/L), anemija, dva od tri navedena pokazatelja za hemolizu: sniZen serumski
haptoglobin, povisSen serumski bilirubin, shistiociti u perifernom razmazu (24).
Klinicki i laboratorijski znakovi sindroma intraamnijske infekcije ukljucuju sljedece:
trudnica s tjelesnom temperaturom > 39° C ili tjelesnom temperaturom > 38° C i <
39°C u dva uzastopna mjerenja u razdoblju od 30 min bez drugog poznatog uzroka
povisenja tjelesne temperature, osnovna sréana fetalna frekvencija >160/ min
iskljucujuci akceleracije, deceleracije i razdoblja izrazite varijabilnosti, leukociti (L)
>15 x 10° u majc¢inoj krvi, gnojni sadrzaj iz cervikalnog kanala prilikom pregleda u
spekulu. Dijagnoza se potvrduje Gramm pozitivnim obojenjem plodove vode,
smanjenom koncentracijom glukoze u plodovoj vodi i visokim brojem leukocita u
plodovoj vodi i patohistoloskim nalazom korioamnionitisa stadija 2 ili 3, gradusa
viSeg od 1 (74).

Gestacijski dijabetes odreden prema kriterijima International Association of the
Diabetes and Pregnancy Study Group: povisSenje jedne ili viSe vrijednosti glukoze u
plazmi iznad referentne vrijednosti nakon oralnog optere¢enja sa 75 g glukoze
(nataste > 5,1 mmol/l, nakon 1 h>10.0 mmol/l i nakon 2 h > 8,5 mmol/l ) (75).

Ostali poremecaji trudno¢e osim gore spomenutih.

Kontrolnu skupinu ¢ine posteljice iz jednoplodovih urednih trudnoéa s porodajnom masom od

10. do 90. percentila, koje odgovaraju svim kriterijima isklju¢enja iz istrazivanja.

Na osnovi rezultata pilot studije odredena je veli¢ina uzorka (76). Procjena potrebne veli¢ine

provedena je uz pomo¢ ra¢unalnog programa G*Power 3.1.2.
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3.2 Metode istraZivanja

3.2.1 Obrada i patohistolo$ka analiza tkiva

Po zavrSetku porodaja posteljice su stavljene u dovoljno veliku posudu s 10% puferiranim
formalinom 1 upuc¢ene na Klini¢ki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel za
patologiju. Nakon fiksiranja i makroskopskog pregleda posteljica uzeti su uzorci tkiva prema
standardnom protokolu za preuzimanje tkiva posteljica (77). Nakon obrade u histokinetu tkivo
je uklopljeno u parafin i rezano rotacijskim mikrotomom na 4 pm, nakon cega je obojeno
hemalaun-eozinom. Za mikroskopsku analizu preparata koriSten je mikroskop marke
Olympus BX41. Broj resica i broj krvnih zila po resici odreden je na 10 vidnih polja

povecanja objektiva 40X uz pomo¢ programa Cell D1 Image analysis (Olympus).

3.2.2 Imunohistokemijsko bojenje

Za imunohistokemijsku analizu uzorka svake posteljice uzet je po jedan parafinski rez iz
srediSnjeg dijela posteljice te je postavljen na super frost plus stakalce (Thermoscientific,
Njemacka). Daljnja obrada vrSila se u automatskom bojacu (Ventana Bench Mark Ultra
autostainer, Ventana Roche, Tucson, Arizona, SAD) univerzalnim sekundarnim protutijelom
(Universal DAB detection kit, Ventana, SAD) uz primjenu sljedecih primarnih protutijela:
a) zecjeg monoklonalnog protutijela IGFIR (klon Gl1, Ventana, SAD) s
tvorni¢kim razrjedivacem (S2022 Antibody diluent, DAKO, Danska),
b) zejeg poliklonalnog protutijela VEGF (ab46154, Abcam, Engleska) u
razrjedenju 1:500 s tvornickim razrjedivaéem (S2022 Antibody diluent,
DAKO, Danska),
c) misSjeg monoklonalnog protutijela Fas (klon GM30, Leica, Engleska) u
razrjedenju 1:75 s tvorni¢kim razrjedivacem (S2022 Antibody diluent, DAKO,
Danska),
d) misjeg monoklonalnog protutijela FasL (klon 5D1, Novocastra, Engleska) u
razrjedenju 1:50 s tvornickim razrjediva¢em (52022 Antibody diluent, DAKO,
Danska),
e) misSjeg monoklonalnog protutijela CD31 (klon JC70A, Dako, Danska) u
razrjedenju 1:50 s tvorni¢kim razrjedivacem (S2022 Antibody diluent, DAKO,
Danska).
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Nakon toga slijedilo je ispiranje u vodi, dehidracija u gradijentu 96% i1 100% alkohola,
tretiranje ksilolom i pokrivanje Mount Mounting Mediumom i pokrovnicom.

Za IGF1IR, VEGF, Fas, CD31 pozitivnom reakcijom smatrala se smeda obojenost membrane
stanica. Tkivo posteljice iz uredne trudnoce koristilo se kao pozitivna kontrola za IGFIR,
VEGF, CD31 te tkivo tankog crijeva za Fas. Pozitivnom reakcijom na FasL smatrala se
smeda obojenost membrane i citoplazme stanica. Kao pozitivna kontrola koristilo se tkivo
prostate.

Endotelne stanice krvnih zila postelji¢nih resica i krvnih zila decidue basalis prikazane su

uporabom protutijela CD31 (Slika 5a i 5b).

Slika 5b. Slabi intenzitet obojenja stanica VIB-a 1 krvnih zila - HSCORE=2 (x200)
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Uporabom protutijela za IGF1R, VEGF, Fas i1 FasL ispitana je imunohistokemijska razina
istih u VTB-u i krvnim zilama posteljicnih resica te u EVTB-u, krvnim zilama decidue basalis
iu DC-ma (Slike 6, 7, 8, 9, 10).

Imunohistokemijska razina gore navedenih antigena opisana je pomoéu HSCORE-a, koji se
racuna prema formuli: HSCORE=} Pi(i+1), gdje oznaka ,,i* predstavlja intenzitet obojenja
procijenjen s 1, 2 ili 3 (slabo, umjereno, jako), a ,,Pi“ umnozak postotaka obojenja svakog
intenziteta (78). UvrStavanjem u formulu za HSCORE dobivena je nova vrijednost Cija je
maksimalna vrijednost 4, a oznaCava najjaci intenzitet obojenja stanica te minimalna ¢ija je

vrijednost 1 1 znaci da se stanice ne bojaju zadanim protutijelom.

3.2.3 Statisti¢ki postupci

Odstupanje istrazivanih numerickih varijabli od normalne razdiobe utvrdili smo Shapiro-Wilk
testom. Za usporedbu vrijednosti numerickih varijabli izmedu tri ispitivane skupine koristili
smo Kruskal-Wallis test, a za post hoc analizu Mann-Whitney U-test. Prikazali smo razliku
medijana 1 odgovaraju¢i 95% raspon pouzdanosti (engl. Confidence Interval - Cl) razlike
izraCunat metodom koju su preporucili Bonett&Price (2002) (79). Jakost veze izraunata je po
formuli R= Z/\n. Prilagodba za dob trudnoée napravljena je multivarijantnom binarnom
logisticCkom regresijom. Za utvrdivanje povezanosti dviju numerickih varijabli koristili smo
Spearmanov koeficijent korelacije.

Pearsonov koeficijent korelacije koristi se kada izmedu ispitivanih varijabli promatranog
modela postoji linearna povezanost 1 neprekidna normalna distribucija. Vrijednost
Pearsonovog koeficijenta korelacije kre¢e se od +1 (savrSena pozitivna korelacija) do -1
(savrSena negativna korelacija). Predznak koeficijenta upucuje nas na smjer korelacije, je li
pozitivna ili negativna, ali nas ne upucuje na snagu korelacije. Spearmanov koeficijent
korelacije (produkt rang korelacije) koristi se za mjerenje povezanosti izmedu varijabli u
slu¢ajevima kada nije moguce primijeniti Pearsonov test. Bazira se na tome da se izmjeri
dosljednost povezanosti izmedu poredanih varijabli, a oblik povezanosti (npr. linearni oblik
koji je preduvjet za koriStenje Pearsonovog koeficijenta) nije bitan. Slucajevi u kojima se
koristi Spearmanov koeficijent (rho, r;) ili korelacija ranga su npr. kada medu varijablama ne
postoji linearna povezanost, a nije moguce primijeniti odgovarajucu transformaciju kojom bi
se povezanost prevela u lineranu tj. kad jedan od skupa podataka slijedi ordinalnu ljestvicu ili

kada raspodjela podataka znacajno odstupa od normalne raspodjele te postoje podatci koji
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znafajno odstupaju od veéine izmjerenih. Prilikom tumacenja vrijednosti koeficijenta
korelacije vrijede ista pravila za Pearsonov i Spearmanov koeficijent korelacije. Uobi¢ajeno
se smatra kako vrijednost R od 0 do 0,25 ili od 0 do -0,25 upucuje na nepostojanje
povezanosti, dok vrijednost R od 0,25 do 0,50 ili od -0,25 do -0,50 upucuje na slabu
povezanost medu varijablama. Vrijednost R od 0,50 do 0,75 ili od -0,50 do -0,75 upuéuje na
umjerenu do dobru povezanost te vrijednost R od 0,75 do 1 ili od 0,75 do -1 upucuje na vrlo
dobru do izvrsnu povezanost medu varijablama.

Rezultati su prikazani tablicno i interpretirani na razini znacajnosti P<0,05. Za statistiCku

obrada koristio se statisticki paket Statistica 7.0 (SPSS, Chicago, IL).
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4. REZULTATI

U Klinici za Zenske bolesti 1 porode KBC-a Split, postujuci kriterije ukljucenja i iskljucenja iz
studije, prikupljene su posteljice i podatci iz 30 trudnoéa kompliciranih [UZR+PE-om, 30
trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om i 60 urednih trudnoca koje su predstavljale kontrolnu
skupinu. Obrada 1 analiza posteljica ucinjena je u Klinickom zavodu za patologiju, sudsku

medicinu i citologiju KBC-a Split.

4.1 Demografska obiljezZja skupina

Nije nadena statistiCki znacajna razlika izmedu rodilja ispitivanih skupina prema zivotnoj dobi
(x2= 3,14; P=0,208) i paritetu (x2=2,3; P=0,321). Postojala je statisticki znacajna razlika
izmedu rodilja ispitivanih skupina prema dobi trudno¢e kod porodaja (32=29,9; P<0,0001).
Post-hoc analizom utvrdeno je da su rodilje s [IUZR + PE-om imale statisticki zna¢ajno manju
dob trudnoce kod porodaja od rodilja s I-IUZR-om (Z=4,5; P<0,001) i od rodilja kontrolne
skupine (Z=5,1; P<0,001). Nismo dokazali statisti¢ki znacajnu razliku u dobi trudnoc¢e kod
porodaja izmedu rodilja s I-IUZR-om i rodilja kontrolne skupine (Z=0,488; P=0,99) (Tablica
1).

Tablica 1. Demografska obiljezja ispitivanih skupina

I-IUZR IUZR + PE Kontrola P
(n=30) (n=30) (n=60)

Dob rodilje
(godina) 27,5 (21-36) 31,5 (22-48) 29 (19-40) 0,208
Paritet (broj
rodene djece) 1(1-3) 1(1-5) 1(1-3) 0,321
Dob trudnocée kod
porodaja (tjedni) 38,5 (37-41)" 36,5(32-39)"  38(37-41)" <0,0001

Podatci su izrazeni kao medijan (minimalna i maksimalna vrijednost).

* Kruskal-Wallis test

* P<0.001 izmedu IUZR+PE i I-IUZR ; IUZR+PE i kontrolne skupine
(Mann-Whitney U-test)
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4.2 Imunohistokemijska razina IGF1R-a u DC-ma, VIB-u, EVTB-u, krvnim Zilama

postelji¢nih resica i krvnim Zilama decidue basalis ispitivanih posteljica

Imunohistokemijska razina IGF1R-a u DC-ma (x2=6,7; P=0,035), VIB-u (X2=1 1,5; P=0,003),
EVTB-u (X2: 11,8; P=0,003), krvnim zilama posteljicnih resica (X2:8,2; P=0,017) i krvnim
zilama decidue basalis (x2:24,5; P<0,001) statisticki se znacajno razlikovala u istrazivanim
dijelovima posteljica kompliciranih: IUZR+PE-om, IUZR-om 1 u posteljicama urednih

trudnoca (Tablica 2), (Slike 6 1 7).

Tablica 2. Imunohistokemijska razina IGF1R-a u decidualnim stanicama (DC), resi¢nom
trofoblastu (VTB), izvanresicnom trofoblastu (EVTB), krvnim zilama posteljicnih resica
(KZ), krvnim Zilama decidue basalis (KZDEC) posteljica trudnoéa kompliciranih I-TUZR-om,

IUZR+PE-om i kontrolnim posteljicama

I-ITUZR IUZR+PE Kontrola P
(n=30) (n=30) (n=60)

DC 3,9(1.5-4) 3(2-4) 3,8(2-4) 0,035

VTB 3,8(2-4) 3(2,1-3,8) 3,5(1-4) 0,003

EVIB  4(2-4) 3(2-4) 3,8(2-4) 0,017

KZ 2,9(1,8-4) 2(2-3,8) 2,5(1-3,8) <0,001

KZDEC  3,5(1,5-4) 2,5(2-4) 3(1-3,5) 0,003

Podatci su prikazani kao medijan (minimalna i maksimalna vrijednost).

* Kruskal-Wallis test

Imunohistokemijska razina IGFI1R-a je statisticki znacajno viSa u DC-ma (Z=2,5; R=0,32;
P=0,013), VTB-u (Z=3,5; R=0., 5; P<0,001), EVTB-u (Z=3.4; R=0,44; P=0,001), krvnim
zilama postelji¢nih resica (Z=2,7; R=0,35; P=0,007) i krvnim zilama decidue basalis (Z=4,1;
R=0,53; P<0,001) posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om nego u skupini posteljica
iz trudno¢a kompliciranih IUZR+PE-om. Logistickom regresijom uz prilagodbu za dob
trudnoce kod porodaja potvrdili smo statisticki znaCajnu razliku imunohistokemijske razine
IGF1R-a u VTB-u, EVTB-u, krvnim zilama decidue basalis 1 krvnim zilama posteljicnih
resica posteljica iz trudno¢a kompliciranih s [-IUZR-om i ITUZR+PE-om. Nije potvrdena

razlika u DC-ma izmedu posteljica ove dvije skupine (P=0,111) (Tablica 3).

27



Tablica 3. Prikaz razlika medijana i 95% CI imunohistokemijskog izrazaja IGF1R-a izmedu

ispitivanih posteljica trudnoca kompliciranih [-IUZR-om, IUZR+PE-om i kontrolnim

posteljicama.

I-IUZR i IUZR+PE P P®
DC 0,9 (0,65-1,35) 0,013 0,111
VTB 0,8 (0,41-1,09) <0,001 0,036
KZ 0,9 (0,61-1,29) 0,007 0,011
KZDEC 1 (0,32-1,68) <0,001 0,003
EVTB  1(0,65-1,35) 0,001 0,044

I-IUZR 1 Kontrola

~

KZ 0,4 (-1,01 do 0,11) 0,035
KZDEC 0,5 (-0,02 do1,02) <0,001
EVTB 0,2 (-0,42 do 0,02) 0,025

% Mann Whitney U-test ;’- logisti¢ka regresija prilagodena za gestacijsku dob.

Nismo dokazali statisticki znacajnu razliku u imunohistokemijskoj razini IGF1R-a krvnih zila
decidue basalis (Z=1,1; P=0,273), krvnih zila postelji¢nih resica (Z=1,22; P=0,224) i EVTB-a
(Z=1,8; P=0,072) posteljica kompliciranih IUZR+PE-om i urednih trudnoca. Statisticki
znacajnu razliku nasli smo u DC-ma (Z=2,14; P=0,033) i VIB-u (Z=2,1; P=0,037), ali je
naknadnom logistickom regresijom uz prilagodbu za dob trudno¢e nismo potvrdili ni u DC-
ma (P=0,071) ni u VTB-u (P=0,334).

Imunohistokemijska razina IGF1R-a je statisticki znacajno vi$a u krvnim zilama posteljicnih
resica (Z=2,1; R=0,22; P=0,035), krvnim zilama decidue basalis (Z=4,5; R=0,47; P<0,001) i
EVTB-u (Z=2,2; R=0,23; P=0,025) posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om nego u
posteljicama iz urednih trudnoca (Tablica 3). U DC-ma (Z=0,331; P=0,74) i VTB-u (Z=1,6;
P=0,111) posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om i urednih trudnoca nije bilo

satisti¢ki znacajne razlike u imunohistokemijskoj razini IGFIR-a.
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Slika 6. Imunohistokemijska razina IGF1R-a u VTB-u i krvnim Zilama postelji¢nih resica iz
trudnoc¢a kompliciranih I-ITUZR-om — jak intenzitet obojenja (A): posteljica urednih trudnoca—
umjeren intenzitet obojenja (B) 1 posteljica iz trudno¢a IUZR+PE-om — slab intenzitet
obojenja (C) (x200).
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Slika 7. Imunohistokemijska razina IGF1R u decidui basalis **, EVITB-u * 1 krvnim
zilama decidue basalis posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om — jak intenzitet
obojenja (A): posteljica urednih trudno¢a — umjeren intenzitet obojenja (B) i posteljica iz

trudnoca kompliciranih [IUZR+PE-om — umjeren intenzitet obojenja (C) (x200).
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4.3 Imunohistokemijska razina VEGF-a u DC-ma, VIB-u, EVTB-u, krvnim Zilama

postelji¢nih resica i krvnim Zilama decidue basalis ispitivanih posteljica

Nismo dokazali statisticki znacajnu razliku vrijednosti imunohistokemijske razine VEGF-a u
VTB-u (X2:4,3; P=0,119), EVTB-u (X2:0,778; P=0,687) 1 krvnim Zilama posteljicnih resica
(X2=3,5; P=0,176) posteljica kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE-om 1 posteljica urednih
trudnoca. Dokazali smo statisticki znacajnu razliku u imunohistokemijskoj razini VEGF-a u
DC-ma (x’=11,6; P=0,003) i krvnim Zilama decidue basalis (x’= 9,7; P=0,008) posteljica iz
trudnoc¢a kompliciranih [UZR+PE-om, I-IUZR-om i posteljica urednih trudnoc¢a (Tablica 4).

Tablica 4. Imunohistokemijska razina VEGF-a u decidualnim stanicama (DC), resicnom
trofoblastu (VTB), izvanresi¢nom trofoblastu (EVTB), krvnim Zilama postelji¢nih resica
(KZ2), krvnim Zilama decidue basalis (KZDEC) u posteljicama trudnoéa kompliciranih I-
IUZR-om, IUZR+PE-om i kontrolnim posteljicama

I-IUZR IUZR + PE Kontrola p*
(n=30) (n=30) (n=60)
DC 4(3-4) 4(1,8-4) 4(2-4) 0,003
VTB 3(2-4) 3,35(1,6-4) 3(1,5-4) 0,119
EVTB 3,9(2.5-4) 4(2-4) 3(1,5-4) 0,687
KZ 3(1,5-4) 3(1,6-4) 4(2-4) 0,176
KZDEC 4(2-4) 4(2-4) 4(2-4) 0,008

Podatci su prikazani kao medijan (minimalna i maksimalna vrijednosti).

* Kruskal-Wallis test

Post hoc analizom nismo dokazali statisticki znacajnu razliku imunohistokemijske razine
VEGF-a u DC-ma (Z=1,4; P=0,161) posteljica iz trudno¢a kompliciranih [UZR+PE-om i I-
IUZR-om, kao ni izmedu (Z= 1,81; P=0,07) posteljica kompliciranih [TUZR+PE-om i urednih
trudnoca. Dokazali smo statisticki znacajnu razliku u imunohistokemijskoj razini VEGF-a u
DC-ma (Z=3,2; P=0,001) izmedu posteljica kompliciranih I-IUZR-om i urednih trudnoca.
Kako iz medijana 1 raspona nije vidljiva razlika u imunohistokemijskoj razini VEGF-a u DC-a
posteljica kompliciranih I-IUZR-om 1 urednih trudno¢a Kkoristili smo prosje¢nu rang
vrijednost Kruskal-Wallis testa. Prosje¢na rang vrijednost za VEGF-a u DC-a I-IUZR-a
iznosila je 73,43 a u kontrolnoj skupini je prosjecna rang vrijednost iznosila 52,05. Iz

prosjec¢ne rang vrijednosti se donosi zakljucak da je u skupini I-IUZR imunohistokemijska
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razina VEGF-a u DC-a statisticki znacajno veca u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 5). U
krvnim  Zilama decidue basalis post hoc analizom nije dokazana razlika u
imunohistokemijskoj razini VEGF-a posteljica kompliciranih [-IUZR-om 1 IUZR+PE-om
(Z=0,23; P=0,818). Dokazana je statisticki znaCajna razlika imunohistokemijske razine
VEGF-a u krvnim Zzilama decidue basalis (Z=2,4; P=0,016) posteljica iz trudnoca
kompliciranih I-IUZR-om 1 posteljica urednih trudnoéa. S obzirom na to da iz medijana i
raspona nije vidljiva razlika izmedu imunohistokemijske razine VEGF-a u krvnim zilama
decidue basalis posteljica iz trudnoc¢a kompliciranih I-IUZR-om i posteljica urednih trudnoca
koristili smo prosje¢nu rang vrijednost Kruskal-Wallis testa imunohistokemijske razine
VEGF-a u krvnim Zilama decidue basalis posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om i
posteljica urednih trudnoca. Prosje¢na rang vrijednost za VEGF-a u krvnim zilama decidue
basalis posteljica 1z trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om iznosila je 63,32, a u posteljicama iz
urednih trudnoca je prosjecna rang vrijednost iznosila 48,07. 1z prosjecne rang vrijednosti se
donosi zakljucak da je u skupini I-IUZR-a imunohistokemijska razina VEGF-a u krvnim
zilama decidue basalis statisti¢ki znacajno veca u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 5). U
krvnim zilama decidue basalis posteljica iz trudnoca kompliciranih [IUZR+PE-om i posteljica
iz urednih trudnoca postoji statisticki znacajna razlika u imunohistokemijskoj razini VEGF-a

(Z=2,5; P=0,012), ali je nismo potvrdili nakon prilagodbe za dob trudnoce (P=0,211).

Tablica 5. Prikaz prosjecne rang vrijednosti Kruskal-Wallis testa za VEGF-a u decidualnim
stanicama (DC) i krvnim Zilama decidue basalis (KZDEC) posteljica trudnoéa kompliciranih

[-IUZR-om, IUZR+PE i kontrolnim posteljicama.

I-TUZR Kontrola pP?
DC 73.43 52,05 0,001
KZDEC 63,43 48,08 0,010

- Mann Whitney U-test
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Slika 8. Imunohistokemijska razina VEGF-a u decidui basalis **, EVTB-u * i krvnim
zilama decidue basalis posteljica iz trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om — jak intenzitet
obojenja (A): posteljica urednih trudnoca — jak intenzitet obojenja (B) i posteljica iz trudnoca
kompliciranih [UZR+PE-om — jak intenzitet obojenja (C) (x200).
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4.4 Imunohistokemijska razina Fas-a u DC-ma, VITB-u, EVTB-u, krvnim Zilama

postelji¢nih resica i krvnim Zilama decidue basalis ispitivanih posteljica

Nismo dokazali statistiCki znacajnu razliku u imunohistokemijskoj razini Fas-a u DC-ma
(x’=2,55; P=0,280), VTB-u (3°=3,9; P=0,142), EVTB-u (¥’=0,021; P=0,989) i krvnim Zilama
postelji¢nih resica (X2=0,O94; P=0,954) posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om,
IUZR+PE-om 1 posteljica urednih trudno¢a. Imunohistokemijska razina Fas-a statisti¢ki se
znadajno razlikovala u krvnim Zilama decidue basalis (y*=12,80; P=0,002) posteljica iz
trudnoc¢a kompliciranih I-IUZR-om, IUZR + PE-om i posteljica urednih trudnoca (Tablica 6).
Post hoc analizom dokazana je statisticki znacajno viSa imunohistokemijska razina Fas-a u
krvnim Zilama decidue basalis posteljica urednih trudno¢a naprama krvnim Zilama decidue
basalis posteljica trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om. Razlika medijana izmedu
imunohistokemijske razine Fas-a u krvnim zilama decidue basalis posteljica kompliciranih I-

IUZR-om i posteljica urednih trudnoca iznosi 0,7 uz 95% CI:-1,2do-0,5 (Z=3,7; P<0,001).

Tablica 6. Imunohistokemijska razina Fas-a u decidualnim stanicama (DC), resi¢nom
trofoblastu (VTB), izvanresi¢cnom trofoblastu (EVTB), krvnim zilama postelji¢nih resica i
krvnim Zilama decidue basalis posteljica trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om, [IUZR+PE-om i

kontrolnim posteljicama.

I-TUZR IUZR+PE Kontrola P*
(n=30) (n=30) (n=60)
DC 3,5(2,5-4) 3,25(2-4) 3(2,4-4) 0,280
VTB 2(2-3,9) 2,4(2-3,6) 2,8(2-3,8) 0,142
EVTB 3(2-4) 3,5(2,5-4) 3(2,4-4) 0,989
KZ 2,9(2,1-3,9) 3(2-4) 3(2-3,9) 0,954
KZDEC  3(2,5-4,3)" 3,5(2-4) 3,7(3-4) 0,002

Podatci su prikazani kao medijan (minimalna i maksimalna vrijednosti).
*Kruskal-Wallis test
" P<0.001 u odnosu na kontrolu (Mann-Whitney U-test)
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4.5 Imunohistokemijska razina FasL-a u DC-ma, VIB-u, EVTB-u, krvnim Zilama

postelji¢nih resica i krvnim Zilama decidue basalis ispitivanih posteljica

Imunohistokemijska razina FasL-a u DC-ma (x’=50; P<0,001),VTB-u (3°=46,3; P<0,001),
EVTB-u (X2:51,5; P<0,001), krvnim Zilama postelji¢nih resica (X2:47,8; P<0,001) i krvnim
Zilama decidue basalis (x°=55; P<0,001) statisticki se znacajno razlikovala izmedu posteljica
kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE-om i posteljica uredne trudnoce (Tablica 7) (Slike 9 i
10).

Tablica 7. Imunohistokemijska razina FasL-a u decidualnim stanicama (DC), resicnom
trofoblastu (VTB), izvanresicnom trofoblastu (EVTB), krvnim Zilama posteljicnih resica
(KZ), krvnim Zilama decidue basalis (KZDEC) posteljica trudnoéa kompliciranih I-TUZR-om,

IUZR+PE-om i kontrolnim posteljicama.

I-TUZR IUZR + PE Kontrola
(n=30) (n=30) (n=60) P

DC 4 (3-4) 2,8(2-4) 2,8(2-3,5) <0,001

VTB 3,5(3,2-3.,8) 2,5(2-3,7) 3,3(3-3,7) <0,001

EVTB 3,8(2-4) 2,8(2-4) 3,5(1-4) <0,001

KZ 3,5(3-3,8) 2,4(2-3,6) 3(2,5-3,5) <0,001

KZDEC  3,8(2,8-4) 2(2-3) 3(2-3,5) <0,001

Podatci su prikazani kao medijan (minimalna i maksimalna vrijednosti).

* Kruskal-Wallis test

Imunohistokemijska razina FasL-a u DC-ma (Z=4,99; R=0,64; P<0,001), VTB-u (Z=5,4;
R=0,69; P<0,001) i EVTB-u (Z=5,3; R=0,68; P<0,001), krvnim zilama postelji¢nih resica
(Z=5,3; R=0,68; P<0,001) i krvnim zilama decidue basalis (Z=6,2; R=0,80; P<0,001)
posteljica trudnoca kompliciranih [-IUZR-om viSa je nego u posteljicama trudnoca
kompliciranih IUZR+PE-om, a razlika je potvrdena logistickom regresijom uz prilagodbu za
dob trudnoce izmedu posteljica trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om i [UZR+PE-om (Tablica
8).

Imunohistokemijska razina FasL-a je statistiC¢ki znacajno visa u DC-ma (Z=7,1; R=0,75;
P<0,001), VTB-u (Z=4,3; R=0,45; P<0,001), EVTB-u (Z=7; R=0,74; P<0,001), krvnim
zilama postelji¢nih resica (Z=5,5; R=0,58; P<0,001), krvnim zilama decidue basalis (Z=6,3;
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R=0,66; P<0,001), posteljica kompliciranih I-IUZR-om u odnosu na posteljice urednih
trudnoca (Tablica 8).

U posteljicama trudno¢a kompliciranih [TUZR+PE-om imunohistokemijska razina FasL-a je
statisticki znacajno niza u VTB-u (Z=5,1; R=0,54; P<0,001), krvnim zilama postelji¢nih
resica (Z=4,3; R=0,45; P<0,001), krvnim zilama decidue basalis (Z=3,15; R=0,33; P=0,002)
nego u posteljicama urednih trudnoca, a razlika je potvrdena logistickom regresijom uz
prilagodbu za dob trudnoc¢e izmedu skupina (Tablica 8). Nismo dokazali statisticki znac¢ajnu
razliku u imunohistokemijskoj razini FasL-a u DC-ma (Z=0,57; P=0,568) i EVTB-u
(Z=0,458; P=0,647) posteljica trudno¢a kompliciranih ITUZR+PE-om i posteljica uredne

trudnoce.

Tablica 8. Prikaz razlika medijana i 95% CI za FasL u decidualnim stanicama (DC), resicnom
trofoblastu (VTB), izvanresicnom trofoblastu (EVTB), krvnim Zzilama postelji¢nih resica
(KZ2), krvnim Zilama decidue basalis (KZDEC) posteljica trudnoéa kompliciranih I-TUZR-om,

IUZR+PE-om i kontrolnim posteljicama.

I-IUZR i IUZR + PE P P°
DC 1,2 (0,94-1,46 ) <0,001 0,001
VTB 1 (0,53-1,42) <0,001 0,007
EVTB 1(0,51-1,49) <0,001 0,001
KZ 1,1 (0,16-0,24) <0,001 0,002
KZDEC 1,8 (1,46-2,14) <0,001 0,013
I-IUZR i Kontrola
DC 1,2 (0,93 — 1,47) <0,001
VTB 0,1 (0,04 —0,34) <0,001
EVTB 0,3 (0,99 — 1,61) <0,001
KZ 0,5 (0,35 —0,65) <0,001
KZDEC 0,8 (0,95 —1,65) <0,001
IUZR + PE i Kontrola
VTB 0,7 (0,36 —1,21) <0,001 <0,001
KZ 0,6 (-1,1-0,12) <0,001 <0,001
KZDEC  1(-0,85-0,15) 0,002 0,027

Podatci su prikazani kao razlike medijana i 95% CI.

% Mann Whitney U-test ; °- logisticka regresija prilagodena za gestacijsku dob
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Slika 9. Imunohistokemijska razina FasL-a u VTB-u i1 krvnim Zilama postelji¢nih resica iz
trudno¢a kompliciranih [-IUZR-a — jak intenzitet obojenja (A): posteljica urednih trudnoca

— umjeren intenzitet obojenja (B) i posteljica iz trudno¢a IUZR+PE-om — slab intenzitet

obojenja (C) (x200).
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Slika 10. Imunohistokemijska razina FasL-a u decidui basalis **, EVTB-u * i krvnim
zilama decidue basalis posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-a — jak intenzitet
obojenja (A): posteljica urednih trudno¢a — umjeren intenzitet obojenja (B) i posteljica

iz trudnoca kompliciranih [UZR+PE-om — slab intenzitet obojenja (C) (x200).
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4.6 Povezanost imunohistokemijske razine IGF1R-a s FasL.-om u DC-ma, VTB-u,
EVTB-u, krvnim Zilama postelji¢nih resica i krvnim Zilama decidue basalis u

ispitivanim posteljicama

Ne postoji statistiCki znacajna povezanost izmedu vrijednosti imunohistokemijske razine
IGF1R-a i FasL-a u DC-ma, VTB-u i krvnim Zilama postelji¢nih resica posteljica trudnoca
kompliciranih I-IUZR-om, ITUZR+PE-om i kontrolnih posteljica. Postoji statisticki znacajna
negativna povezanost izmedu imunohistokemijske razine IGF1R-a i FasL u EVTB-u

posteljica iz trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om (Tablica 9).

Tablica 9. Spearmanov koeficijent korelacije rho (p) imunohistokemijske razine IGFIR-a i
Fasl-a u decidualnim stanicama (DC), resicnom trofoblastu (VTB), izvanresicnom
trofoblastu (EVTB), krvnim Zilama postelji¢nih resica (KZ), krvnim Zilama decidue basalis

(KZDEC) posteljica trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE-om i kontrolnim

posteljicama.
[-IUZR IUZR+PE Kontrola
(n=30) (n=30) (n=60)
DC - 0,325 (0,105) 0,229 (0,920) - 0,058 (0,328)
VTB 0,150 (0,214) - 0,115 (0,277) -0,119 (0,183)
EVTB - 0,367 (0,023) 0,139 (0,231) -0,119 (0,183)
KZ 0,033 (0,432) 0,180 (0,171) 0,178 (0,087)
KZDEC -0,169 (0,185) -0,075 (0,346) - 0,196 (0,066)

4.7 Broj resica, broj krvnih Zila postelji¢nih resica te omjer broja krvnih Zila

postelji¢nih resica i broja resica u ispitivanim posteljicama

Nadena je statisticki znac¢ajna razlika u broju resica (¥2=9,2; P=0,01) 1 krvnih Zila postelji¢nih
resica (¥2=13,3; P<0,001) posteljica trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om i ITUZR+PE-om i
kontrolnim posteljicama. Izmedu istrazivanih skupina nije bilo statisticki znacajne razlike u
omjeru broja krvnih Zila postelji¢nih resica i broja resica na 10 vidnih polja velikog povecanja

(x2=3,3; P=0,193) (Tablica 10).
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Post hoc analizom dokazano je da je u posteljicama trudnoc¢a s I-IUZR-om broj krvnih Zila
postelji¢nih resica (Z=2,95; R=0,38; P=0,003) i broj resica statisticki znac¢ajno veci nego u
posteljicama trudnoé¢a kompliciranih [IUZR+PE-om (Z=1,95; P=0,05) (Tablica 10).

U posteljicama trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om nakon post hoc analize, broj resica
(Z=3,1; R=0,36; P=0,002) i broj krvnih zila resica (Z=3,4; P=0,001) bio je statisticki znacajno
vecéi nego u posteljicama iz urednih trudnoca (Tablica 10).

Izmedu posteljica trudnoca kompliciranih [TUZR+PE-om 1 posteljica urednih trudnoca nije
nadena statisticki znacajna razlika u broju krvnih zila postelji¢nih resica (Z=0,67; P=0,445) i

broju resica (Z=0,51; P=0,612) (Tablica 10).

Tablica 10. Broj resica, broj krvnih zila i broj krvnih zila po resici u posteljicama trudnoca

kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE-om i kontrolnim posteljicama

I-IUZR IUZR+PE Kontrola p*
(n=30) (n=30) (n=60)
Broj resica 63,5(23-102)" 41 (25-105) 43(27-91) 0,010
Broj krvnih zila ~ 437,5 (322-509,7)""  302,5 (235-386) 298 (269-336) 0,001
Broj krvnih zila/ 6,9 (5,6-9,2) 5,7 (5,1-9) 7 (6,7-8,4) 0,193

po resici

Podatci su prikazani kao medijani (minimalna i maksimalna vrijednost).

*Kruskal-Wallis test

* P=0,003 u odnosu na IUZR+PE; P=0,001 u odnosu na kontrolu (Mann-Whitney U-test)
™ P=0,05 u odnosu na IUZR+PE; P=0,002 u odnosu na kontrolu (Mann-Whitney U-test)

4.8 Povezanost broja omjera broja krvnih Zila postelji¢nih resica i broj resica u
ispitivanim dijelovima posteljicama kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE -om i

urednih trudnoé¢a s IGF1R-om i VEGF-om

U  posteljicama  kompliciranim  IUZR+PE-om  postoji  pozitivha  povezanost
imunohistokemijske razine IGF1R-a, EVTB-a i VTB-a s omjerom broja krvnih Zzila
posteljicnih resica i broja resica. U posteljicama urednih trudnoca postoji negativna dobra
povezanost izmedu imunohistokemijske razine IGFIR-a DC-a s omjerom broja krvnih Zzila

postelji¢nih resica i broja resica (Tablica 11).
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Tablica 11. Prikaz Spearmanovog koeficijenta korelacije rho (p) omjera broj krvnih zila
posteljicnih resica i1 broj posteljicnih resica s imunohistokemijskom razinom IGFIR-a u
decidualnim stanicama (DC), resicnom trofoblastu (VTB), izvanresi¢nom trofoblastu
(EVTB), krvnim Zilama postelji¢nih resica (KZ), krvnim Zilama decidue basalis (KZDEC)

posteljica trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE-om i kontrolnim posteljicama.

[-IUZR IUZR+PE Kontrola

(n=30) (n=30) (n=60)
DC -0,152 (0,211) -0,141 (0,229) -0,485 (0,00)
VTB -0,047 (0,402) 0,505 (0,002) - 0,242 (0,031)
KZ 0,384 (0,018) 0,459 (0,005) 0,308 (0,008)
KZDEC -0,060 (0,377) 0,310 (0,047) -0,051 (0,350)
EVTB -0,263 (0,080) 0,384 (0,018) -0,211 (0,053)

U posteljicama kompliciranim IUZR+PE-om i posteljicama urednih trudnoca ne postoji
povezanost izmedu imunohistokemijske razine VEGF-a i omjera broja krvnih Zila postelji¢nih
resica i broja resica u svim ispitivanim dijelovima posteljice. Postoji slaba pozitivna
povezanost izmedu imunohistokemijske razine VEGF-a i EVTB-a posteljica kompliciranih I-

IUZR-om i omjera broja krvnih Zila postelji¢nih resica i broja resica (Tablica 12).

Tablica 12. Prikaz Spearmanovog koeficijenta korelacije rho (p) omjera broja krvnih Zila
posteljicnih resica i broja posteljicnih resica s imunohistokemijskom razinom VEGF-a u
decidualnim stanicama (DC), resicnom trofoblastu (VTB), izvanresicnom trofoblastu
(EVTB), krvnim Zilama postelji¢nih resica (KZ), krvnim Zilama decidue basalis (KZDEC)

posteljica trudnoc¢a kompliciranih I-IUZR-om, IUZR+PE-om i kontrolnim posteljicama.

I-IUZR IUZR+PE Kontrola
(n=30) (n=30) (n=60)
DC 0,098 (0,303) 0,054 (0,388) 0,011 (0,468)
VTB -0,126 (0,254) 0,104 (0,291) - 0,147 (0,132)
KZ -0,069(0,358) 0,077(0,344) -0,115 (0,191)
KZDEC -0,114 (0,274) 0,195 (0,151) 0,030 (0,417)
EVTB 0,429 (0,009) 0,284 (0,064) 0,078 (0,291)
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S. RASPRAVA

Intrauterini zastoj rasta klini¢ki je sindrom koji se dijagnosticira kada je masa novorodenceta
ili fetusa <10. percentila za dob trudno¢e korigirana prema paritetu i spolu (13). MozZe se
ocitovati kao I-IUZR-a ili moze biti udruZzen s nekom drugom bolesti, najé¢es¢e PE-om (14).
Neadekvatna pretvorba spiralnih arterija je zajednicki patofizioloski mehanizam nastanka oba
entiteta, a glavnu razliku ¢ini majc¢in sustavni odgovor na racun endotelne disfunkcije koja se
pojavljuje u PE-1 (16,38). Razlog nastanka endotelne disfunkcije u nekim, ali ne 1 svim
trudno¢ama kompliciranih IUZR-om, do danas ostaje nerazjaSnjen. Dosadasnja istrazivanja
nisu jasno odvojila navedene entitete. Objavljene studije radene su na malom broju uzoraka, a
dobiveni rezultati su neujednaceni. Pregledom dostupne literature odlucili smo istraziti
imunohistokemijsku razinu nekih od bitnijih ¢imbenika u rastu i razvoju posteljice koji bi
mogli pridonijeti razvoju ova dva sindroma. Na osnovi strogo navedenih kriterija ukljucenja 1
iskljuenja odvojili smo skupinu [-IUZR-a od TUZR+PE-om. Prema dosada$njim, nama
dostupnim, studijama predstavljeno istrazivanje je prvi put prikazalo imunohistokemijsku
razinu IGF1R-a, VEGF-a, Fas-a, Fasl.-a na EVTB-u, VIB-u, DC-ma, krvnim zilama decidue
basalis, krvnim zilama posteljicnih resica, zasebno za oba sindroma, a rezultate smo
usporedili s imunohistokemijskom razinom istih u posteljicama iz urednih trudnoca.

S obzirom na to da se IUZR-a pojavljuje ¢e$¢e u skupini ranih PE-a ocekivali smo i manju
dob trudnoée kod porodaja u skupini [IUZR+PE u odnosu na ostale dvije ispitivane skupine
(17,18). Rezultati ovog istrazivanja su potvrdili da je dob trudno¢e kod porodaja u skupini
IUZR+PE-om znac¢ajno manja u odnosu na skupinu I-IUZR-a i kontrolnu skupinu. Time smo
potvrdili da su skupine dobro formirane temeljem kriterija ukljucenja 1 iskljucenja.
Imunohistokemijska razina IGF1R-a, VEGF-a, Fas-a, FasL-a u svim istrazivanim dijelovima
posteljice mijenja se s dobi trudnoce (47,52,64). Sukladno tome dobiveni rezultati na
posteljicama iz trudnoc¢a kompliciranih ITUZR+PE-om su korigirani za dob trudno¢e kod
porodaja. Nije dokazana razlika u dobi rodilja i paritetu izmedu ispitivanih skupina.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su poviSenu imunohistokemijsku razinu IGF1R-a u
EVTB-u, krvnim zilama postelji¢nih resica i krvnim Zilama decidue basalis u posteljicama iz
trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om u odnosu na posteljice iz trudnoca kompliciranih
IUZR+PE-om 1 kontrolne posteljice. Takoder, imunohistokemijska razina IGF1R-a bila je
znacajno visa u VTB-u posteljica sa I-IUZR-a u odnosu na posteljice sa ITUZR+PE-om.

Dosadasnja istrazivanja IGF1R-a na posteljicama IUZR-a s ili bez PE-e pokazala su opre¢ne
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rezultate. Studija Holmesa 1 sur. istrazila je imunohistokemijsku razinu IGF1R-a u
posteljicama iz trudnoca kompliciranih [-IUZR-om 1 to na sljede¢im posteljicnim
strukturama: stromi resica, krvnim zilama postelji¢nih resica, TB-u i DC-ma. Njihova studija
nije pokazala razliku u imunohistokemijskoj razini IGFIR-a u ispitivanim dijelovima
posteljica I-IUZR-a u odnosu na kontrolne posteljice (48,79). Razlika u rezultatima navedene
studije i ovog istrazivanja najvjerojatnije proizlazi iz razliitog nacina odredivanja
imunohistokemijske razine IGFIR-a. U ovom istrazivanju imunohistokemijska razina je
odredivana semikvantitativnom HSCORE metodom, dok su oni koristili kvalitativhu metodu
odredivanja intenziteta imunohistokemijskog obojenja. Takoder, njihova studija je ukupno
imala 26 posteljica, a naSa 120. Studije koje su koristile kvantitativhu molekularnu metodu
PCR pokazale su povec¢anu koncentraciju mRNA IGF1R-a u posteljicama iz [-IUZR-a §to je
ujedno potvrda rezultata poviSene imunohistokemijske razine IGF1R-a u naSoj studiji (81,44).
Prednost molekularne metode je kvantifikacija rezultata, a s druge strane je onemoguéeno
istrazivanje zasebnih dijelova posteljice. U naSem istrazivanju, prema nama dostupnoj
literaturi, prvi put je istrazena imunohistokemijska razina IGF1R-a u EVTB-u i krvnim Zilama
decidue basalis ispitivanih skupina posteljica, stoga dobivene rezulate nismo mogli usporediti
s drugim istrazivanjima. Aktivacija IGF1R-a §titi stanice od apoptoze i djeluje proliferacijski
(42). U endotelnim stanicama, dodatni ucinak IGF1R-a je poticanje na luenje NO-a
aktivacijom eNO sintetaze. U stanjima oksidativnog stresa "up" regulacija IGFIR-a na
endotelnim stanicama zna¢i aktivaciju mehanizama zaStite u svrhu odrzanja endotelnih
stanica u inaktivnom obliku (82). Pove¢ana imunohistokemijska razina IGF1R-a na krvnim
krvnim zilama decidue basalis kod I-IUZR-a mozda je kompenzacijski mehanizam u svrhu
odrzanja endotelnih stanica u inaktivnom obliku, a u krvnim zilama postelji¢nih resica utjece
indirektno na povecan transport aminokiselina i glukoze. Imunohistokemijska razina IGF1R-a
na EVTB-u posteljica iz trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om mogla bi biti kompenzacijski
mehanizam u svrhu zastite istih stanica od apoptoze. U prilogu tome govori i negativna
povezanost IGF1R-a i FasL na EVTB-u posteljica iz trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om.

U skladu s prethodnim istrazivanjima svi istrazivani dijelovi posteljica iz trudnoca
kompliciranih [-IUZR-om, IUZR+PE-om kao i kontrolne posteljice pokazali su
imunohistokemijsko obojenje VEGF-a (83). U nasem istrazivanju u DC-ma 1 krvnim Zilama
decidue basalis posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om imunohistokemijska razina
VEGF-a bila je viSa naspram posteljica kontrolne skupine, ali ne i posteljica skupine
IUZR+PE. Razlika u imunohistokemijskoj razini VEGF-a u svim istrazivanim dijelovima

posteljice nije dokazana izmedu posteljica iz skupine IUZR+PE 1 posteljica kontrolne
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skupine. Prema nama dostupnoj literaturi dosadasnja istrazivanja VEGF-a na posteljicama
patoloskih trudnoca dala su oprecne rezultate i tek se djelomicno slazu s rezultatima naSe
studije. Barut i sur. su na posteljicama IUZR-a, koriste¢i imunohistokemijske metode,
dokazali povisenu razinu VEGF-a u sljede¢im dijelovima posteljice: stromi resica, mi$iénim
stanicama spiralnih arterija, endotelnim stanicama krvnih Zila posteljicnih resica, CTB-u,
STB-u, EVTB-u (55). Prema metodologiji rada njihova studija je najsli¢nija ovoj: koristili su
semikvantitativnu metodu na velikom broju uzoraka, a nedostatak je nedovoljno definirani
kriteriji ukljucenja i iskljucenja u studiju. Za razliku od nase studije oni su koristili selektivno
protutijelo na VEGF. Ostale studije, koje su koristile imunohistokemijsku analizu VEGF-a na
posteljicama IUZR-a, pokazale su nepromijenjenu imunohistokemijsku razinu VEGF-a u DC-
ma i VTB-u (84,85). U naSoj studiji imunohistokemijska razina VEGF-a bila je
nepromijenjena u skupini [IUZR+PE u odnosu na skupinu I-IUZR-a i kontrolne posteljice §to
se slaze i s rezultatima molekularnih studija u kojima je ukupna mRNA za VEGF bila
nepromijenjena u IUZR+PE, dok su rezultati molekularne analize u posteljicama
kompliciranih PE-om i/ili IUZR-om pokazali pove¢anu koncentraciju mRNA za VEGF (86-
88). Imunohistokemijska razina VEGF-a na DC-ma posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-
IUZR-om u naSem istrazivanju je poviSena Sto moze indirektno utjecati na angiogenezu
posteljice. Nepromijenjena imunohistokemijska razina VEGF-a u ispitivanim dijelovima
posteljica iz trudnoca kompliciranih IUZR+PE-om i I-IUZR-om moZe biti posljedica
koriStenja protutijela VEGF-a koji veZe sve izoforme VEGF-a, za razliku od gore navedene
studije Baruta 1 sur. koji su ispitivali imunohistokemijsku razinu izoforme VEGF-A. VEGEF je
¢imbenik rasta koji utjece na angiogenezu, a u terminskim posteljicama sudjeluje u regulaciji
vaskularne permeabilnosti i vazodilatacije (49-52). PoviSena imunohistokemijska razina
VEGF-a u DC-ma mozda parakrinim putem utjeCe na vazodilataciju krvnih zila decidue
basalis i/ili na poticanje angiogeneze u posteljicnim resicama.

U svim istrazivanim dijelovima posteljice [-IUZR-a, imunohistokemijska razina FasL-a bila je
povisSena u odnosu na posteljice iz skupine IUZR+PE i kontrolne. Rezultati prethodnih
istrazivanja su neujednaceni; neki su pokazali nepromijenjenu (89), neki povisenu (90), a neki
snizenu (91) razinu FasL-a, dok je razina Fas-a bila nepromijenjena u posteljicama IUZR-a. U
usporedbi s rezultatima prethodnih studija koja su manjkava najsli¢nija ovoj je ona Eide i
suradnika. Njihovo istrazivanje je dokazalo nizu imunohistokemijsku razinu FasL-a na DC-
ma i EVTB-u posteljica trudno¢a kompliciranih PE-om sa ili bez IUZR-a u odnosu na
posteljice iz urednih trudnoc¢a (91). Rezultati ove studije pokazali su nizu imunohistokemijsku

razinu FasL-a u VTB-u, krvnim Zilama postelji¢nih resica i krvnim zilama decidue basalis ali
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ne i u DC-ma i EVTB-u posteljica kompliciranih IUZR+PE-om. Na razliku u rezultatima
izmedu nasSe i njihove studije zasigurno je utjecalo, osim gore navedenog, neodvajanje
skupina I-IUZR-a od IUZR+PE. Rezultati nasih prethodnih istrazivanja FasL na posteljicama
iz PE-e su pokazala snizenu imunohistokemijsku razinu FasL na VTB-u u posteljicama
kompliciranim PE-om (92). Pregledom dostupne literature nasSe istrazivanje je prvi put
predstavilo imunohistokemijsku razinu FasL-a u krvnim Zzilama postelji¢nih resica i krvnim
zilama decidue basalis posebno za skupinu [-IUZR-a i IUZR+PE-om. Sukladno rezultatima
drugih studija imunohistokemijska razina Fas-a nije se razlikovala u VTB-u, EVTB-u, DC-ma
1 krvnim Zilama postelji¢nih resica (93). U nasoj studiji imunohistokemijska razina Fas-a bila
je snizena u krvnim Zilama decidue basalis 1-1UZR-a naspram krvnih Zila decidue basalis
posteljica iz trudnoc¢a kompliciranih [UZR+PE-om i kontrolnoj skupini posteljica. Do sada ni
jedna studija nije ispitivala imunohistokemijsku razinu Fas-a na krvnim Zilama decidue
basalis tako da je usporedba s ostalim studijama onemoguéena. U posteljicama iz trudnoc¢a
kompliciranih PE-om postoji povecana infiltracija decidue basalis T-limfocitima, a u
posteljicama [UZR-a smanjenje broja NK stanica (94,95). Studije na miSevima su dokazale
medudjelovanje FaslL-a i T-limfocita u decidui basalis. MiSevi, koji su defektni za
funkcionalni FasL, imaju na fetomaternalnoj granici povecan broj T-limfocita (67).
Istrazivanje na posteljicama PE-e pokazalo je da FasL izraZen na stanicama TB-a ima glavnu
ulogu u eliminaciji Fas pozitivnih T-limfocita (93,94). PoviSena imunohistokemijska razina
FasL-a u posteljicama iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om moZe biti odgovor na povecanu
infiltraciju upalnim stanicama koja kod IUZR+PE izostaje, S$to pokazuje 1 sniZena
imunohistokemijska razina FasL-a u posteljicama [UZR+PE.

Ostecen razvoj posteljice koji prati [-IUZR 1 IUZR+PE posljedica je kronicne
uteroplacentarne hipoksije (6,16,37). Rezultati naSe studije pokazali su znacajnu disregulaciju
IGF1R-a, VEGF-a, Fas-a i FasL-a u posteljicama [-IUZR-a i IUZR+PE-om, a najvecu u
krvnim Zzilama decidue basalis. Na osnovi toga pokusali smo istraziti moguéi utjecaj
ispitivanih ¢imbenika na razvoj ova dva sindroma. Nemoguénost "up" regulacije IGFIR-a u
krvnim Zilama decidue basalis u IUZR+PE je mogu¢i uzrok aktivacije endotela koji za
posljedicu ima oSte¢enu sintezu NO 1 povecanu infiltraciju upalnih stanica u krvne zile.
Ostecena vazodilatacija putem NO povisuje stupanj hipoksije koji je ve¢ prisutan u posteljici
(37,38). Rajakumar 1 sur. su u svojoj studiji pokazali da postoji razlika u stupnju hipoksije: u
IUZR-a nema aktivacije HIF gena za razliku od PE-e (96). Isto to potvrduju i patohistoloske
analize tkiva posteljice u I-IUZR-a i IUZR+PE-om. Akutna ateroza, fibromuskularna

hiperplazija krvnih Zila postelji¢nih resica 1 obliterativni endarteritis su patohistoloSke
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karakteristike PE-e, ali ne IUZR-a (97). Navedene patohistoloSke promjene krvnih Zila
posljedica su aktivacije endotelnih stanica s posljedicnom ekstravazacijom upalnih stanica u
deciduu basalis (30,96). Dokazano je u eksperimentalnim modelima da pretjerana
imunohistokemijska razina FaslL-a sprjeCava ekstravazaciju upalnih stanica koja je
posredovana TNF-a (98). lako je u decidui basalis prisutna upala, DC-e 1 EVTB posteljica
IUZR+PE-om nemaju poviSenu imunohistokemijsku razinu FasL-a u svrhu zaStite od
povecane infiltracije upalnih stanica. U posteljicama I-IUZR-a poviSena imunohistokemijska
razina FasL-a na DC-ma i EVTB-u upudivala bi na aktivaciju protuupalnog odgovora. Na
EVTB-u posteljica I-IJUZR-a imunohistokemijske razine IGFIR-a i FasL-a pokazuju
negativnu povezanost ¢ime se potvrduje antiapoptotsko djelovanje IGF osi, a upucuje nas da
je EVTB, kao modulator fetomaternalnog odgovora, viSestruko zasti¢en.

Promjene u razvoju korionskih resica kao posljedica hipoksije mogu i¢i u dva smjera: a)
produljeno djelovanje procesa granajue angiogeneze uzrokuje dominaciju nezrelih
intermedijarnih resica u posteljici $to vodi u nedovoljnu reapsorpciju hranjivih tvari fetusa, a
posteljica je sklona hiperoksicnim oSte¢enjima, b) prelazak granaju¢e u negranajucu
angiogenezu prije 23. tjedna uzrokuje prijevremenu dominaciju zrelih intermedijarnih resica,
posljedica ¢ega je posteljica sklona hipoksi¢nim osteé¢enjima (1,2,6-9). Da nastaju promjene u
korionskim resicama, dokazali su i rezultati naseg istrazivanja. Broj resica i broj krvnih Zila
posteljicnih resica bio je znacajno ve¢i u skupini I[-IUZR-a u odnosu na broj istih u
posteljicama IUZR+PE-om 1 kontrolne skupine. Omjer krvnih Zila postelji¢nih resica i broja
resica je bio jednak izmedu ispitivanih skupina. U svim ispitivanim skupinama dokazana je
povezanost imunohistokemijske razine IGF1R-a krvnih Zila posteljicnih resica s omjerom
broja krvnih Zila postelji¢nih resica i broja resica. U posteljicama kompliciranim [UZR+PE-
om imunohistokemijska razina IGF1R-a VTB-a i EVTB-a je pozitivho povezana s omjerom
krvnih zila posteljicnih resica i broja resica dok je u posteljicama urednih trudnoca
imunohistokemijska razina IGFIR-a DC-a pokazala negativnu povezanost. Prethodno
navedeni rezultat upucuje na disregulaciju IGF1R-a u posteljicama kompliciranim [-IUZR-om
i IUZR+PE-om.

VTB kao sastavni dio korionskih resica direktno je izlozen ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi
koja nastaje kao posljedica kroni¢ne uteroplacentarne ishemije (37,78). Dokazano je u
prethodnim istrazivanjima da je u posteljicama PE poveéan broj SC $to upuéuje na poveéanu
apoptozu u istim posteljicama (4,78). Posteljice komplicirane I-IUZR-om nisu pokazale
poveéan broj SC-a (98). U prethodnim studijama nije dokazana povezanost apoptoze u VTB

posteljica PE s Fas/FasL sustavom (92). SniZena razina FasL-a na VTB-u u posteljicama
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IUZR+PE-om i povisena u posteljicama I-IUZR-a, dokazana u nasoj studiji, potvrduje
prethodne rezultate. Povecano nakupljanje upalnih stanica uzrokovano disfunkcijom Fas/FasL
sustava vjerovatno je jedan od uzro¢nika apoptoze TB-a.

Angiogeneza je sastavni dio diferencijacije korionskih resica te je kao takva takoder oStecena
u stanjima kroni¢ne uteroplacentarne hipoksije (9). Broj krvnih Zila postelji¢nih resica je u
ovom istrazivanju bio znacajno ve¢i u skupni [-IUZR-a, a njihov omjer s brojem resica je
pokazao pozitivnu povezanost s imunohistokemijskom razinom VEGF-a u EVTB-u. U
preostale dvije skupine nije dokazana povezanost imunohistokemijske razine VEGF-a
ispitivanih dijelova posteljice s omjerom broja krvnih Zzila posteljicnih krvnih Zila i broja
resica. U posteljicama tre¢eg tromjese¢ja urednih trudno¢a VEGF nema glavnu ulogu na
angiogenezu u posteljici (9,51,52). Naspram rezultatima prethodnih istrazivanja na
posteljicama I-IUZR-a i IUZR+PE-om, pokazali smo da je razina VEGF-a visa u DC-ma
posteljica kompliciranih I-IUZR-om. Isto bi indirektno moglo upuéivati na produljeno
djelovanje VEGF-a koje za posljedicu ima produljenu fazu granaju¢e angiogeneze (87,88).
Posteljicne resice nastale kao faza produljene angiogeneze su nezrele s TB-om koji je
zadebljan. Tada je prijenos hranjivih tvari 1 kisika oteZan, a sama posteljica se nalazi u
hiperoksiji, dok je fetus u hipoksiji (2,6,92,100). Krvne zile postelji¢nih resica u I-IUZR-u
pokazuju tzv. "up" regulaciju IGFIR-a i FasL-a. "Up" regulacija IGF1R-a je moZebitni
odgovor na poveéanu angiogenezu u posteljicama [-IUZR-a.

Rezultati nase studije upucuju da se u posteljicama iz skupine I-IUZR-a aktiviraju mehanizmi
obrane od oste¢enja uzrokovanog hipoksijom, za razliku od posteljica iz trudnoéa
kompliciranih PE-om kod kojih izostaju. Aktiviraju¢i mehanizme obrane pokuSavaju
nadoknaditi oSte¢enja nastala u pocetnoj fazi trudnoce zaostaju¢i u razvoju u odnosu na
posteljice iz urednih trudnoc¢a. Kao takve rade smanjenim kapacitetom i nisu sposobne pratiti
sve vece potrebe fetusa. U odnosu na njih, posteljice iz I[UZR+PE-om pokuSavaju ubrzati
razvojni put u nemoguénosti aktivacije obrambenih mehanizama, time podizuéi upalni
odgovor koji je prisutan i u urednoj trudno¢i. Poznato je da su metabolicki sindrom 1 svi
njegovi dijelovi sami za sebe predisponirajuci ¢imbenik za PE-u. Endotelne stanice su veé
tada u aktivhom obliku i vjerojatno se ne mogu zastiti od daljnjeg oStecenja. Mehanizam
kojim trudnoc¢a ne dopusta odbacivanje fetusa od strane majcinog imunoloSkog sustava je
uspostava ravnoteze izmedu ova dva sustava. Istrazivanja su pokazala da je povecan izrazaj
FasL-a na alogenicnom transplantatu povezan s upalom, aktivacijom neutrofila 1
odbacivanjem transplantata (98). Povean izrazaj FasL-a u [-IUZR-u u svim dijelovima

posteljice u ovoj studiji moguce da nije samo kompenzatorni mehanizam posteljice; mozda je
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konstitucijski te moze biti povezan s kroni¢nim odbacivanjem fetusa. Disregulacija Fas/FasL-
a i IGFIR-a na krvnim Zilama decidue basalis, koja moze biti konstitucijska ili reaktivna
moguci je potencijalni ¢imbenik koji odreduje nastanak I-IUZR-a ili IUZR+PE-om. Ostaje
otvorena mogucénost i uloge Fas/FasL sustava kao i IGF osi u razvoju majcine
simptomatologije. Dokazi da posteljice ova dva sindroma imaju dva razli¢ita smjera razvoja
otvara moguénost novih klini¢kih istrazivanja u podruc¢ju doplerske ultrazvucne dijagnostike.
Potencijalni nedostatci nase sudije su koriStenje samo jedne metode (imunohistokemijske) za
odredivanje razine izrazaja ispitivanih protutijela te ne izdvajanje SGA fetusa unutar skupine
[-IUZR-a. lako je koriStenje imunohistokemije kvalitativna metoda, primjenom HSCORE
nacina procjene imunohistokemijske razine protutijela, moze se pribliziti kvantitativnoj
metodi te na taj nafin smanjiti mogucénost subjektivne pogreSke. Ispitivanje pojedinih
segmenata posteljicnog tkiva kao zasebnih cjelina na istom uzorku nemoguce je bez
imunohistokemije, koja u ovakvoj vrsti istrazivanja postaje nadredena sloZenijim metodama
kao Sto su Western blot ili PCR.

Nove studije su pokazale da patofiziologija nastanka kao i klini¢ka prezentacija SGA nije ista
kao IUZR-a. Nakon uvida u rezultate nase studije na skupini fetusa s [UZR-om, a bez
patoloskih protoka ne smijemo razmisljati kao o fetusima koji nisu postigli svoj potencijal
rasta s urednim protocima bez hipoksije. Njihova posteljica radi na "rezervi". U klini¢koj
praksi to bi znalilo da su, bez obzira na uredne protoke, njihove rezerve male i svaki
najmanji inzult ¢e ostaviti posljedice. Sva dosadasnja mjerenja funkcije posteljice su putem
indirektnih pokazatelja. Ostaje otvoren prostor za istrazivanja kako mjeriti funkciju posteljice

1 to primijeniti u klinickoj praksi.
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6. ZAKLJUCAK

1. U posteljicama iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-a dobivena je statisticki znacajno
viSa imunohistokemijska razina IGF1R-a u EVTB-u, krvnim Zilama postelji¢nih resica
i krvnim zilama decidue basalis u odnosu na iste dijelove posteljica iz trudnoca
kompliciranih [IUZR+PE-om i kontrolne skupine posteljica.

2. Odredivanjem imunohistokemijske razine VEGF-a u posteljicama ispitivanih skupina
dokazana je statisticki znacajno viSa imunohistokemijska razina VEGF-a u DC-ma i
krvnim zilama decidue basalis posteljica iz trudno¢a kompliciranih [-IUZR-a u
odnosu na kontrolnu skupinu posteljica. U posteljicama IUZR+PE-om
imunohistokemijska razina VEGF-a bila je nepromijenjena u odnosu na posteljice I-
IUZR-a i kontrolnu skupinu posteljica.

3. U krvnim zilama decidue basalis posteljica iz trudno¢a kompliciranih [IUZR+PE-om i
kontrolne skupine posteljica dokazana je statisti¢ki znacajno viSa imunohistokemijska
razina Fas-a naprama krvnim Zilama decidue basalis posteljica iz trudnoca
kompliciranih I-IUZR-om.

4. U posteljicama iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-a imunohistokemijska razina FasL-a
je statisti¢ki znacajno visa u VIB-u, EVTB-u, DC-ma, krvnim zilama postelji¢nih
resica 1 krvnim Zilama decidue basalis nego u posteljicama trudno¢a kompliciranih
IUZR+PE-om i kontrolnim posteljicama. Posteljice [IUZR+PE-om imale su statisticki
znacajno nizu imunohistokemijsku razinu FasL.-a u VTB-u, krvnim Zilama postelji¢nih
resica i krvnim Zilama decidue basalis naprama kontrolnoj skupini posteljica.

5. Broj resica i1 broj krvnih Zila postelji¢nih resica u posteljicama iz skupine I-IUZR-a
znacajno je veéi u odnosu na broj krvnih zila posteljicnih resica i broj resica u
posteljicama iz trudno¢a kompliciranih IUZR+PE-om i kontrolnoj skupini posteljica,
dok je omjer broja krvnih zila posteljice i broja postelji¢nih resica ostao nepromijenjen
u svim ispitivanim posteljicama. Posteljice komplicirane IUZR+PE-om pokazuju
pozitivnu povezanost imunohistokemijske razine IGF1R-a, EVIB-a 1 VTB-a s
omjerom broja krvnih zila posteljicnih resica i broja resica. U posteljicama
kompliciranih  I-IUZR-om  postoji  slaba  pozitivna povezanost izmedu
imunohistokemijske razine VEGF-a EVTB-a i omjera broja krvnih Zila posteljicnih
resica i broja resica. Takoder u posteljicama kompliciranih I-IUZR-om postoji

znacajna negativna povezanost IGF1R-a i FasL-a u EVTB-u.
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7. SAZETAK

Uvod: Intrauterini zastoj rasta (IUZR) je klini¢ki sindrom. MoZe se prezentirati sam ili
udruzen s drugim bolestima, najée$ée s preeklampsijom (PE). U intrauterinom zastoju rasta
udruzenom s preeklampsijom (IUZR+PE), osim nedostatne funkcije posteljice, prisutna je i
majc¢ina simptomatologija kao posljedica endotelne disfunkcije. Kroni¢na uteroplacentarna
ishemija prisutna u IUZR-a naruSava proces rasta i razvoja posteljice. Receptor inzulinu
sli¢nog ¢imbenika rasta-1 (IGFI1R), vaskularni ¢imbenik rasta (VEGF), Fas 1 FasL su
¢imbenici koji sudjeluju u rastu i razvoju posteljice. Istrazivanje imunohistokemijske razine
gore navedenih ¢imbenika moze nam pomoc¢i u rasvjetljavanju razlika izmedu idiopatskog
intrauterinog zastoja rasta (I-IUZR) i IUZR+PE-om. Dosadasnja istrazivanja nisu odvajala I-
IUZR-a i IUZR+PE-om.

Cilj: Cilj je bio ispitati imunohistokemijsku razinu IGF1R-a, VEGF-a, Fas-a 1 FasL-a u
decidualnim stanicama (DC), resi¢nom trofoblastu (VTB), izvanresi¢nom trofoblastu
(EVTB), krvnim zilama postelji¢nih resica i krvnim Zilama decidue basalis u posteljicama iz
trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om, IUZR+PE-om te posteljicama kontrolne skupine.
Dodatni ciljevi su bili ispitati broj resica, broj krvnih zila posteljicnih resica i omjer broja
krvnih Zila postelji¢nih resica i broja resica u ispitivanim posteljicama; ispitati povezanost
IGFIR-a s FasL-om u ispitivanim dijelovima posteljica u skupini I-IUZR, IUZR+PE 1
kontrolnoj skupini; ispitati povezanost IGFIR-a i VEGF-a s brojem krvnih Zila, brojem resica
i omjerom broja krvnih Zila posteljicnih resica i broja resica u posteljicama [-IUZR-a,
IUZR+PE-om i kontrolnim posteljicama.

Materijal i metode: Istrazivanje je ukljucivalo 30 posteljica iz trudno¢a kompliciranih I-
IUZR-om, 30 posteljica iz trudno¢a kompliciranih IUZR+PE-om i 60 posteljica iz urednih
trudnoca. Klinicka dijagnoza IUZR-a postavljena je kada je masa novorodenceta bila <10.
percentila za dob trudnoce korigirana prema paritetu i spolu, a dijagnoza PE-e prema strogim
kriterijima za arterijsku hipertenziju i proteinuriju. Upotrebom specificnih protutijela za
IGF1R, VEGF, Fas i FasL odredivana je imunohistokemijska razina istih semikvantitativnom
HSCORE metodom. CD31 je koriSten kao biljeg endotelnih stanica. Broj resica i broj krvnih
zila postelji¢nih resica odredivan je pomocu Olympus BX 41 mikroskopa i Olympus Cell D1
analizatora slike u svakom uzorku posteljice na 10 vidnih polja.

Rezultati: Dob trudnoce kod porodaja u skupini [IUZR+PE bila je znac¢ajno manja u odnosu

na dob trudnoce u skupini [-IUZR-a i kontrolnu skupinu. Pronadena je statisticki znacajno
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viSa imunohistokemijska razina IGF1R-a u EVTB-u, krvnim Zilama postelji¢nih resica i
krvnim Zilama decidue basalis posteljica iz trudnoca kompliciranih I-IUZR-om nego u
skupini posteljica iz trudno¢a kompliciranih IUZR+PE-om 1 kontrolnoj skupini posteljica. U
VTB-u posteljica I-IUZR-a postojala je statisticki znac¢ajno viSa imunohistokemijska razina
IGF1R-a naprama VTB posteljica iz trudno¢a kompliciranth [UZR+PE-om.
Imunohistokemijska razina VEGF-a visa je u DC 1 krvnim Zilama decidue basalis iz trudnoc¢a
kompliciranih I-IUZR-om, nego u posteljicama kontrolne skupine. Imunohistokemijska razina
Fas-a je u krvnim zilama decidue basalis posteljica kontrolne skupine statisti¢ki znacajno visa
nego u posteljicama iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om. Imunohistokemijska razina FasL-
a statisticki je znacajno visa u DC-ma, VTB-u, EVTB-u, krvnim zilama postelji¢nih resica i
krvnim Zilama decidue basalis u posteljicama iz trudno¢a kompliciranih I-IUZR-om, nego u
posteljicama trudnoc¢a kompliciranih [UZR+PE-om. U DC-ma, VTB-u i krvnim zilama
posteljicnih resica posteljica iz trudnoca kompliciranih TUZR+PE-om imunohistokemijska
razina FasL-a bila je niZza nego u skupini [-IUZR-a i kontrolnoj skupini posteljica. Posteljice I-
IUZR-a imaju statisticki znacajno veci broj krvnih Zila posteljice i1 broj resica nego posteljice
iz trudno¢a kompliciranih [UZR+PE-om 1 kontrolne skupine posteljica. Omjer broja krvnih
zila posteljicnih resica i broja posteljicnih resica jednak je u svim ispitivanim posteljicama.
Postoji slaba negativna povezanost izmedu imunohistokemijske razine IGF1R-a i FasL-a
EVTB-a posteljica iz trudno¢a kompliciranih [-IUZR-om. Postoji slaba pozitivna povezanost
izmedu IGFIR-a EVTB-a i VTB-a s omjerom broja krvnih zila posteljicnih resica i broja
resica u posteljicama trudno¢a kompliciranih [UZR+PE-om. U urednim trudnoé¢ama postoji
slaba pozitivna povezanost izmedu IGFIR-a DC-a i omjera broja krvnih Zila postelji¢nih
resica i broja resica. Postoji slaba pozitivna povezanost izmedu imunohistokemijske razine
VEGF-a EVTB-a posteljica kompliciranih I-ITUZR-om i omjera broja krvnih Zila posteljicnih
resica i broja resica.

Zakljucak: Rezultati ove studije pokazuju znacajnu razliku u imunohistokemijskoj razini
IGF1R-a, VEGF-a, FasL-a i Fas-a u ispitivanim dijelovima posteljica iz trudnoca
kompliciranih [-IUZR-om u odnosu na posteljice komplicirane IUZR+PE-om i posteljice
urednih trudnoca. Za razliku od posteljica I-IUZR-a, posteljice iz trudnoc¢a kompliciranih
IUZR+PE-om pokazuju samo promjenu u imunohistokemijskoj razini FasL-a i to na VTB-u,
krvnim zilama posteljicnih resica i krvnim zilama decidue basalis. Gore navedno upucuje nas
da posteljice I-IUZR-a aktiviraju mehanizme zaStite u svrhu smanjivanja hipoksi¢nog

oStecenja posteljice 1 sprjecavanja aktivacije endotelnih stanica.
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8. SUMMARY

Introduction: Intrauterine growth retardation (IUGR) is a clinical syndrome. It can be
presented isolated also known as Idiopathic intrauterine growth retardation (I-IUGR) or in
association with other diseases, most frequently with pre-eclampsia (IUGR+PE). Chronic
uteroplacental ischemia present in I-IUGR, as well as in IUGR+PE is responsibile for
disturbed placental growth and development. [IUGR+PE is also presented with endothelial
dysfunction, responsible for maternal symptoms. Insulin growth factor receptor 1 (IGF1R),
vascular endothelial growth factor (VEGF), Fas and FasL are factors involved in placental
growth and development. Immunohistochemical expression studies of these factors could help
us to enlight the differences between I-IUGR and IUGR+PE. So far none of the researches
have distinguished these entities.

Aim: Aim of the study was to investigate immunohistochemical expression of IGF1R, VEGF,
Fas and FasL in decidual cells (DC), villous trophoblast (VTB), extravillous trophoblast
(EVTB), blood vessels of the chorionic villi and decidua basalis in placentas from I-IUGR,
IUGR+PE and placentas from normal pregnancies and to compare them. Additional aim was
to determine number of villi, number of blood vessels of chorionic villi and number of blood
vessels per villi in placentas included in the study and to compare them. We wanted to
determine the correlation between IGF1R and FasL in studied placental segments for all
placental groups. Likewise, we set to investigate the correlation of IGFIR and VEGF with
number of villi, number of blood vessels of chorionic villi and number of blood vessels per
villi in placentas included in the study.

Materials and methods: Investigation included 30 placentas from pregnancies complicated
by I-IUGR, 30 placentas from pregnancies complicated by IUGR+PE, and 60 placentas from
normal pregnancies. Clinical diagnosis of [IUGR was made when birth mass of newborn was
< 10. percentile for the pregnancy age, corrected for sex and parity, and diagnosis of PE was
made under strict criteria for arterial hypertension and proteinuria. Immunohistochemical
expression of IGFIR, VEGF, Fas and FasL was determined by HSCORE method using
specific antibodies. CD31 was used as an endothelial cells marker. Number of villi and
number of blood vessels of chorionic villi was determined with the use of Olympus BX41
microscope and Olympus Cell D1 image analayser in each placental sample per 10 fields of
view.

Results: Pregnancy age was significantly lower in IUGR+PE group compared to I-IUGR

group and controls. Immunohistochemical expression of IGFIR in EVTB, blood vessels of
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chorionic villi and blood vessels of decidua basalis was significantly elevated in [-IUGR
group compared to placentas from pregnancies complicated with [IUGR+PE and controls.
Immunohistochemical expression of IGF1R was significantly higher in VTB from [-IUGR
placentas compared to [IUGR+PE placentas. Immunohistochemical expression of VEGF was
significantly higher in DC and blood vessels of decidua basalis in I-IUGR compared to
placentas from normal pregnancies. Immunohistochemical expression of Fas in blood vessels
of decidua basalis in placentas from control group was significantly higher than in I-IUGR
and IUGR+PE placentas. Immunohistochemical expression of FasLL was significantly higher
in DC, VTB, EVTB, chorionic villi blood vessels, blood vessels of decidua basalis in I-IJUGR
placentas compared to IUGR+PE placentas and placentas from control group. FasL
immunohistochemical expression was significantly lower in DC, VITB and chorionic villi
blood vessels from IUGR+PE placentas than in placentas from I-IUGR and normal
pregnancies. In placentas from I-IUGR group there was significantly higher number of
chorionic villi blood vessels compared to IUGR+PE and control placentas, while there was no
difference in the ratio between the number of chorionic villi blood vessels and number of
chorionic villi in all investigated placental groups. There is a weak negative correlation
between immunohistochemical expression of IGFIR and FasL. on EVTB in I-IUGR placentas.
There was a weak positive correlation between immunohistochemical expression of IGFIR on
EVTB and VTB and ratio of blood vessels/number of chorionic villi in placentas complicated
with IUGR+PE. Weak positive correlation was determined between immunohistochemical
expression VEGF on EVTB and ratio of blood vessels/number of chorionic villi in placentas
complicated with I-IJUGR. Placentas from normal pregnancies show weak positive correlation
between IGFIR on DC with ratio of blood vessels/number of chorionic villi.

Conclusion: Results of presented study show significant difference in immunohistochemical
expression of: IGFIR, VEGF, Fas and FasL in examined placental parts from I-IUGR
placentas in contrast to [UGR+PE and control placentas. Unlike I-IUGR placentas, placentas
from pregnancies complicated with IUGR+PE show difference in FasL immunohistochemical
expression in VTB, chorionic villi blood vessels and blood vessels of decidua basalis. All of
the above indicate that I-IUGR placentas activate protective mechanisam in order to diminish

placental hypoxic injury as well as endothelial cell activation.
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