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POPIS KRATICA

PE — preeklampsija

HELLP — Hemolysis, Elevated Liver enzymes and Low Platlet count sindrom
TB — trofoblast

CTB - citotrofoblast

STB - sinciciotrofoblast

SC - sincicijalni &vorié

IL-6 — interleukin 6

TNF-a — tumor nekrotiziraju¢i ¢imbenik alfa
IL-10 — interleukin 10

Al — apoptotski indeks

HE - hemalaun-eozin

IHK — imunohistokemija



1. UVOD
1.1 PREEKLAMPSIJA I HELLP SINDROM

Preeklampsija (PE) je poremecaj nepoznate etiologije, specifican za trudnocu, koji
karakterizira novonastala hipertenzija i proteinurija nakon 20. tjedna trudnoc¢e u prethodno
normotenzivnih Zena. PE se javlja u 2-8% svih trudnoca i vodec¢i je uzrok maternalnog i
fetalnog morbiditeta i mortaliteta (1, 2). Na osnovi vrijednosti poviSenog krvnog tlaka i
proteinurije, te prisutnosti simptoma zahvacenosti drugih organskih sustava razlikujemo

blagu i teSku PE (3).

HELLP (engl. Haemolysis, Elevated Liver enzymes and Low Platelet count syndrome)
sindrom je oblik teske PE karakteriziran hemolizom, poviSenim vrijednostima jetrenih
enzima i trombocitopenijom. Prvi put ga kao zaseban poremecaj u trudnoc¢i opisuje Weinstein
1982. godine (4). Pojavljuje se u 0,5 do 0,9 % svih trudno¢a te u 10 do 20% teskih PE.
HELLP sindom se naj¢esce javlja prijevremeno, izmedu 28. i 37. tjedna trudnoce, a rjede u
terminskim trudno¢ama (5). Sindrom je povezan s jo§ ve¢im perinatalnim i maternalnim
morbiditetom 1 mortalitetom u odnosu na PE (6). U nekim slu¢ajevima HELLP sindroma
izostaje popratna hipertenzija 1 proteinurija pa ga neki autori smatraju izdvojenim

fenomenom u odnosu na PE (6).

Unatoc brojnim istrazivanjima u posljednjem desetljecu, uzrok nastanka PE nije u potpunosti
razjasnjen pa se PE cCesto naziva ,bolest teorija’. Prema danaSnjim spoznajama razliiti
vaskularni, imunolo8ki, genetski i okoliSni ¢imbenici dovode do poremecenog razvoja
posteljice, Sto rezultira poremecajem posteljicne cirkulacije, otpuStanjem brojnih toksi¢nih
¢imbenika iz posteljice u cirkulaciju majke, generaliziranim oSteenjem endotela majke te
svim simptomima karateristicnim za PE i HELLP sindrom (7). PE se ¢eS¢e javlja u prvorotki,
u trudno¢ama iz medicinski potpomognute oplodnje i u Zena s autoimunim bolestima, $to
upucuje na moguci imunolo8ki poremecaj u nastanku PE (8). HELLP sindrom se ¢eSce javlja

u starijih trudnica i u viSerotki, §to ukazuje na razlicitost tih dvaju entiteta (9).

Prema danaSnjim spoznajama, PE se razvija u dva stadija: 1) rani, tzv. placentarni stadij,
poremecene placentacije 1 invazije trofoblasta; 2) kasni, tzv. sistemski stadij, koji
karakterizira sistemska maternalna bolest, u ¢ijoj je osnovi upala i oSteCenje endotela (10,
11). Iako je patofiziologija nastanka PE i HELLP sindroma jo$ uvijek nepoznata, jasno je da

je prisutnost posteljice osnova za nastanak bolesti (12). Rodenjem djeteta, to¢nije rodenjem



posteljice, simptomi nestaju unutar 48-72 sata, a zavrSetak trudnoce tj. porod, i dalje je jedini
uspjesan nacin ,lijeCenja” PE i HELLP sindroma. Viseplodove trudnoce, trudnoce s vise
posteljicnog tkiva, pracene su ranijim i teZim oblicima bolesti, a u trudno¢ama bez ploda tzv.
molarnim trudno¢ama, takoder se mogu javiti simptomi bolesti, $to jasno potvrduje ulogu

posteljice u nastanku tih bolesti (13).

Danas, unato¢ brojnim istrazivanjima PE i HELLP sindroma i iznimnom napretku
perinatologije, joS ne znamo razloge nastanka tih bolesti, ne moZemo sprijeciti njihovo
pojavljivanje niti imamo metode preciznog predvidanja njihovog pojavljivanja. Kako je rije¢
o bolestima koje znatno doprinose loSem ishodu trudnocde i za majku i za novorodence to je

svaki doprinos njihovom razjasnjavanju od velikog znacenja.
1.2 POSTELJICA
1.2.1 Razvoj, grada i funkcija posteljice

Posteljica je organ vezan za trudnocu koji dijele dva genetski razli¢ita organizma. Nastanak
posteljice je vrlo slozen proces koji pocinje oplodnjom jajne stanice i daljnjim dijeljenjem
zametka te stvaranjem blastociste petog dana nakon oplodnje. Blastocistu izvana oblaze
trofoblast (TB) iz kojeg ¢e kasnije nastati posteljica, a unutraSnjost ispunjava embrioblast iz
kojeg nastaju plod i pupkovina. Sesti do sedmi dan nakon oplodnje dolazi do implantacije
blastociste u sluznicu maternice (endometrij) i potom do daljnjeg umnazanja i rasta TB-a.
Sluznica maternice se priprema u drugoj fazi menstruacijskog ciklusa za mogucu
implantaciju tako da njezine stanice u sebi nakupljaju glikogen 1 lipide te se endometrij
preobrazava u tzv. deciduu. Neposredno nakon implantacije razvijaju se posteljicne resice

(14).

Na terminskoj posteljici razlikujemo: bazalnu plocu - maternalni dio posteljice (Slika 1.a) 1
korionsku plocu - fetalni dio posteljice (Slika 1.b). Histoloski korionsku plocu ¢ine stanice
amniona, ogranci krvnih Zila pupkovine i mati¢ne resice. Bazalnu plocu sacinjavaju stanice
decidue, stanice ekstraviloznog TB-a i1 ogranci spiralnih arterija majke. Grananjem mati¢nih
resica nastaje posteljino stablo unutar kojega razlikujemo: mezenhimalne resice, zrele i
nezrele intermedijarne resice i terminalne resice. Terminalne resice su krajnji ogranci
posteljicnih resica preko kojih se izmjenjuju tvari izmedu majke i ploda. Resicu tvori stroma
(fibroblasti, fetalne krvne Zile, resicni makrofagi) te pokrovni epitel (trofoblast) (Slika 2.).

Trofoblast koji prekriva resice naziva se vilozni trofoblast, a sastoji se od unutraS$njeg sloja



citotrofoblasta (CTB) 1 vanjskog sloja sinciciotrofoblasta (STB) (15). Na vrhovima
terminalnih resica nalazimo sincicijalne &vori¢e (SC) gradene od vie jezgara unutar
jedinstvene citoplazme, koji se postupno otpuStaju u majcinu cirkulaciju. Postoji 1 tzv.

intermedijarni ili ekstravilozni TB koji aktivno urasta u deciduu ¢iji je zadatak pretvorba

spiralnih arterija maternice u uteroplacentarne krvne Zile (16).

Od svog nastanka posteljica obavlja brojne funkcije: respiratornu, metabolicku,

endokrinolosku i niz drugih koje su vaZne za rast i razvoj fetusa (17).

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



Slika 2. Mikroskopski prikaz postelji¢nih resica terminske posteljice iz uredne trudno¢e (HE

x 200)
1.2.2 Fiziologija trofoblasta

Normalan Zivotni ciklus TB-a pocinje proliferacijom CTB-a, nakon cega se neke od
novonastalih stanica diferenciraju, dok preostale ostaju u sloju CTB-a kao mati¢ne stanice za
novu diobu. Nakon diferencijacije stanica slijedi fuzija njihovih citoplazmi i formiranje
jedinstvenog multinuklearnog sincicija tzv. STB-a. Unutar novonastalog STB-a dogadaju se
vazni metaboli¢ki procesi. ,,Starenjem” STB-a dolazi do pomicanja njihovih jezgara prema
vrhovima resica i stvaranja SC-a. Oni se postupno otpustaju u majéinu cirkulaciju i uklanjaju

u plu¢ima uz pomo¢ pluénih makrofaga (18, 19).
1.3 APOPTOZA
1.3.1 Proces apoptoze 1 Zivotni ciklus trofoblasta

Apoptoza je poseban oblik stanicne smrti neophodan u razvoju organizma i odrZavanju
ravnoteZe normalnog tkiva tijekom Zivota, a kako je rije¢ o aktivnom procesu koji zahtijeva
potroS$nju energije i aktivaciju odredenih gena, naziva se jo§ i programirana stani¢na smrt
(20). Apoptoza stanice moze se pokrenuti unutarnjim ili vanjskim putem. Unutarnji put
pokrece nakupljanje proteina p53 u citoplazmi, nakon oStecenja stanicne DNA, Sto mijenja
odnos proapoptotskih i antiapoptotski proteina u korist proapoptotskih, pa u konacnici dolazi
do otpustanja citokroma c i drugih ¢imbenika apoptoze iz mitohondrija u citoplazmu. Vanjski
put podrazumijeva vezivanje stimulatora apoptoze na receptore u stani¢noj membrani.

Zajednicki rezultat unutarnjeg i vanjskog puta je kaskadna aktivacija skupine citoplazmatskih



enzima tzv. kaspaza Sto dovodi do cijepanja ciljnih proteina, te stanicu nepovratno vodi u
smrt. Ostaci stanice nakon zavrSetka apoptoze nazivaju se apoptotska tjeleSca, koja kona¢no
»ttho” nestaju procesom fagocitoze, ne izazivaju¢i nikakav upalni odgovor (21-23).
Poremecaji apoptoze vezani su uz etiopatogenezu bolesti poput tumora, nekih autoimunih
bolesti (reumatoidni artritis, sistemski lupus eritematozus), degenerativnim procesima
(Alzheimerova bolest), AIDS, ishemiCna oSte¢enja (infarkti), razvojne anomalije itd.

Rezultati istrazivanja apoptoze stvorili su nove mogucnosti za lijeCenje razlicitih bolesti.

Apoptoza igra klju¢nu ulogu u Zivotnom ciklusu TB-a. Aktivacija apoptoze je neophodna za
fuziju stanica CTB-a i formiranje STB-a, te za formiranje SC-a kao zavrinih produkata
apoptoze TB-a (24). Blokiranjem prokaspaze 8 in vitro moze se sprijeciti fuzija stanica CTB-
au STB. Jezgre stanica CTB-a ulaskom u STB gube mogu¢nost daljnje diobe, ali zadrZzavaju
metabolicku aktivnost koja slabi s progresijom apoptoze. Pokrenuta apoptoza vodi stanicu u
smrt tijekom 24 sata, dok zapoceta apoptoza TB-a traje oko 25 dana, koliko traje cijeli njegov
zivotni ciklus (25-27). Usporena apoptotska zbivanja u TB-u rezultat su pojacanog izrazaja
antiapoptotskih ¢imbenika u odnosu prema ostalim tkivima (28). Apoptozom usmrcene
jezgre s pripadajuéom citoplazmom u obliku apoptotskih tjelesaca tzv. SC-a otpustaju se od
STB-a mehanizmom sli¢nim egzocitozi, ¢ime zavrSava Zivotni ciklus TB-a (29). Apoptozom
preradene stanice sasvim su imunoloSki inertne i u fizioloSkim uvjetima, u normalnim

trudno¢ama ne izazivaju imunolosku reakciju majke.
1.3.2 Apoptoza u trofoblastu trudno¢a kompliciranih preeklampsijom i HELLP sindromom

Posljednjih se godina intenzivno proucava moguca uloga apoptotskih procesa TB-a u
nastanku PE i HELLP sindroma. Naime, u posteljicama s PE i HELLP sindromom dokazana
je povecana i ubrzana apoptoza koja dovodi do pojacanog otpusStanje elemenata TB-a u
majcinu cirkulaciju (30, 31), Sto se naziva ubrzanim Zivotnim ciklusom TB-a (engl.
trophoblast turnover”). U PE i HELLP-u dokazan je ne samo veéi broj SC-a u majéinoj
cirkulaciji nego je i njihova grada poremec¢ena. Naime, SC-i u PE i HELLP sindromu nastaju
kao produkt patoloske apoptoze tzv. aponekroze (32). U tim se sluCajevima u intervilozni
prostor oslobada neadekvatno preradeni TB, koji izaziva sistemsku upalnu i imunoloSku
reakciju u majcinom organizmu. Uzrok ubrzanoj i neprimjerenoj apoptozi TB-a kod PE i

HELLP sindroma nije poznat (22).



1.4 CITOKINI
1.4.1 Citokini u normalnoj trudno¢i, preeklampsiji i HELLP sindromu

Citokini su signalne molekule koje imaju klju¢nu ulogu u funkcioniranju imunoloskog
sustava i sudjeluju u brojnim procesima u trudnoc¢i pocevsi od implantacije i placentacije pa
do pocetka poroda. Posteljica stvara i1 izluCuje brojne citokine tijekom trudnoce koji su
ukljuceni u pet temeljnih procesa u posteljici: 1) u imunoloski dijalog izmedu majke i
posteljice; 2) u invaziju i diferencijaciju TB-a; 3) u proliferaciju i apoptozu stanica posteljice;
4) u endokrinolosku i metaboli¢ku homeostazu i u 5) angiogenezu (33). Dinamika izlu¢ivanja
citokina mijenja se tijekom trudnoce, $to upucuje na njihovu specifi¢nu ulogu u razli¢itim
fazama trudnoce (34, 35). Stanice TB-a proizvode najviSe citokina, iako ih stvaraju i stanice
decidue, stanice posteljicnih ovoja, te leukociti koji se ondje nalaze. Citokini se prema ucinku
dijele na proupalne i protupalne citokine. Interleukin 6 (IL-6) i tumor nekrotizirajuci
¢imbenik alfa (TNF-a) pripadaju medu proupalne citokine, a imaju i proapoptotski ucinak,

dok interleukin 10 (IL-10) djeluje protuupalno 1 antiapoptotski (36).

Pred desetak godina prvi put je uoCena povezanost izmedu klinickih simptoma PE i
pojacanog upalnog odgovora majke posredovanog citokinima (10). TNF-a i IL-6 poviSeni su
u serumu trudnica u normalnoj trudno¢i, a u pacijentica s PE njihova je razina jos veca (37).
Dosadasnje studije o izrazaju TNF-a i IL-6 u posteljicama obavljale su se na viloznom TB-u,
a vrlo rijetko na decidui. Rezultati tih istraZivanja su proturjecni zato Sto su neke studije
pronasle pojacan izraZaj tih citokina u posteljicama s PE, dok druge ne nalaze tu razliku (38-
40). Vecina radova pokazala je smanjenu koncentraciju protuupalnog citokina IL-10 u
serumu trudnica, kao i smanjeni izraZzaj u TB-u posteljica pacijentica s PE, iako neki radovi
pokazuju pojacan izrazaj IL-10 u TB-u (38, 41). Jedina studija koja zasebno analizira izrazaj
citokina u posteljicama s HELLP sindromom ukazuje na povecan izrazaj IL-10, no u studiji
se analizirao mali broj posteljica pa je prisutna velika razlika u gestacijskoj dobi izmedu

ispitivane i kontrolne skupine posteljica (42).
1.4.2 Citokini i apoptoza

Na posteljicama prvog tromjesjecja uoceno je da povecano stvaranje proupalnog citokina
TNF-a povecava apoptozu TB-a, dok protuupalni citokin IL-10 smanjuje apoptotski ucinak
(43). Takav proapoptotski u¢inak TNF-a je pokazan i na kulturama stanica CTB-a i STB-a
(44).



Dosadasnja istrazivanja vezana za izrazaj citokina u posteljicama s PE dala su opre¢ne
rezultate, a zasebna istraZivanja izrazaja citokina u posteljicama s HELLP sindromom gotovo
ne postoje. Oprecnim rezultatima znatno su pridonijeli nejasni i neujednaceni kriteriji za
dijagnozu PE, neizdvajanje HELLP sindroma kao zasebnog entiteta, mali broj analiziranih
uzoraka posteljica i neuskladenost skupina prema trajanju trudnoce jer je poznato da se

izluCivanje citokina znatno mijenja s trajanjem trudnoce (34, 35).

Nijedno istrazivanje do sada nije jasno razlucilo koje stanice posteljice imaju veci izrazaj

upalnih citokina: stanice viloznog TB-a, sami SC-i ili stanice decidue.

Spoznaje u vezi s povezanoS¢u izraZaja citokina i apoptoze u viloznom TB-u i decidui
posteljica s PE vrlo su oskudna i dobivena su na posteljicnim eksplantatima ili TB-u prvog
tromjesjecja. Istrazivanja o povezanosti izrazaja citokina i apoptoze u posteljicama s HELLP

sindromom nisu do sada objavljena.

Prema uvidu u dostupnu literaturu istraZivanja o citomorfoloskim karakteristikama SC-a

posteljica iz trudno¢a kompliciranih PE i HELLP sindromom ne postoje.



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZE

Glavni cilj istrazivanja je ispitati izrazaj upalnih citokina i povezanost s apoptotskim
procesom posteljica trudnoc¢a kompliciranih PE i HELLP sindromom pa se u tom smislu

istrazuje sljedece:

1. Izrazaj TNF-a, IL-6 i IL-10 u viloznom TB-u, SC-ima i decidui bazalis posteljica
trudnoc¢a kompliciranih PE, HELLP sindromom i posteljicama kontrolne skupine.

Ocekuje se povecan izrazaj TNF-a i IL-6, te da je izrazaj IL-10 smanjen u posteljicama

ispitivanih skupina u odnosu na kontrolu, te da ¢e ispitivani parametri biti izraZeniji u

posteljicama s HELLP sindromom (nego u PE).

2. Apoptoza svih segmenata viloznog TB-a (CTB, STB, SC) i decidue bazalis posteljica
trudnoc¢a kompliciranih PE, HELLP sindromom 1 posteljica kontrolne skupine.
Pretpostavljamo da ¢e apoptoza biti znatno veca u posteljicama ispitivanih skupina u odnosu
na kontrolnu skupinu, kao i da ¢e biti puno veca u posteljicama s HELLP sindromom u
odnosu na posteljice s PE. O&ekujemo najaktivniju apoptozu u SC-ima, zatim u STB-u, a

najmanje aktivnu u CTB-u svih ispitivanih posteljica.

3. Povezanost apoptoze s izraZajem citokina u posteljicama trudno¢a kompliciranih PE,
HELLP sindromom i posteljicama kontrolne skupine.

Ocekuje se postojanje znacajne pozitivne korelacije u izraZaju TNF-a i IL-6 s apoptozom, a

znacajna negativna korelacija izrazaja IL-10 i apoptoze u posteljicama s PE i HELLP

sindromom.

4. Citomorfoloske karakteristike SC-a posteljica trudno¢a kompliciranih PE, HELLP
sindromom 1 posteljica kontrolne skupine te postojanje povezanost istih s apoptotskim
procesom.

Ocekujemo veéi broj SC-a i veéi broj jezgara u ¢vori¢ima posteljica s veéim apoptotskim

indeksom.



3. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA
3.1 MATERIJAL

Materijal predstavljaju posteljice iz poroda zavrSenih carskim rezom koje su odabrane na

temelju sljedecih kriterija:

A)  kriteriji ukljucenja u studiju:

Klini¢ka dijagnoza PE:

- arterijska hipertenzija u prethodno normotenzivnih Zena
(sistolicki tlak > 140 mmHg, dijastolicki tlak > 90 mmHg),

- proteinurija (=300mg/24 satnom urinu ili >1+ na test traci
za proteine u urinu) (3).

Klini¢ka dijagnoza HELLP sindroma:

- hemoliza ( LDH > 600 IU/L),
- poviSene vrijednosti jetrenih enzima (AST > 70 IU/L),
- trombocitopenija (broj trombocita < od 100 x 10°/L) (45).

B) kriteriji iskljucenja iz studije:

- arterijska hipertenzija, te druge bolesti krvoZilnog i
bubreznog sustava koje su postojale prije trudnoce,

- trombofilija,

- viSeplodova trudnoca,

- dijabetes ili bilo koji drugi poremecaj trudnoce,

- klinicki, laboratorijski znakovi sindroma intramnijske
infekcije ili patohistoloski nalaz chorioamnionitisa stadija 2

ili 3, gradusa >1 (46).

Kontrolna skupina posteljica: jednoplodna trudnoca zavrSena carskim rezom bez klinicke
dijagnoze PE 1 HELLP sindroma, u dobi trudnoc¢e od 28. do 42. navrSena tjedna. Za trudnoce
do 37. tjedna uzet e se idiopatski prijevremeni porodi, oni bez klinickih, laboratorijskih i

patohistoloskih znakova upale.

Na temelju rezultata prethodno objavljenog istrazivanja koje je koristilo istu zavisnu varijablu

kao 1 ova studija, to jest ispitivanje izraZaja citokina na TB-u posteljica trudnoca
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kompliciranih PE, odredili smo klinicki znac¢ajnu razliku koja nam je posluZila za procjenu
potrebne veliCine uzorka (39). Da bi se analizom varijance uspjeSno identificirale umjerene
razlike u izraZaju citokina prema procjeni HSCORE-a izmedu kontrolne i ispitivane skupine
uz snagu 80% i razinu znacajnosti od 0,05 bilo je potrebno najmanje 35 uzoraka posteljica po
skupini. Procjena potrebne veli¢ine uzorka provedena je uz pomo¢ racunalnog programa

G*Power 3.1.2.
3.2 METODE ISTRAZIVANJA
3.2.1 Patohistoloski pregled posteljice

Posteljice su fiksirane u 10% puferiranom formalinu. Uzorci tkiva uzeti su prema
standardnom protokolu za preuzimanje tkiva posteljica: dva uzorka pupkovine i dva uzorka
plodovih ovoja (jedan uzorak s mjesta prsnuca plodovih ovoja i jedan uzorak uz rub
posteljicne ploce), dva uzorka cijele debljine iz makroskopski urednog tkiva posteljice (jedan
u blizini mjesta insercije pupkovine, drugi na pola puta izmedu mjesta insercije pupkovine i
ruba posteljice). Nakon obrade u histokinetu tkivo je uklopljeno u parafin i rezano rotacijskim
mikrotomom na 4 pm, nakon ¢ega je obojeno hemalaun-eozinom (HE). Za mikroskopsku
analizu preparata koristio se mikroskop marke Olympus BX41. Mikroskopskim pregledom
posteljice na 10 nasumice odabranih vidnih polja povecanja 400 puta odredio se: ukupan broj
stanica CTB-a, broj jezgara u STB-u, broj resica, broj SC-a, broj SC-a na ukupan broj
postelji¢nih resica, broj jezgara u svakom SC-u za svaki uzorak posteljice. Brojanje je
obavljeno uz pomo¢ programa Cell D1 Image analysis (Olympus). Nakon patohistoloSkog
pregleda posteljica specijaliste patologa specijaliziranog za ginekoloSku patologiju, u cilju
objektivnosti rezultata, jedan patolog je odredivao izraZaj citokina HSCORE metodom, a

drugi stupanj apoptoze apoptotskim indeksom.
3.2.2 Imunohistokemijska metoda (IHK)

Za imunohistokemijsku procjenu apoptoze i izrazaja citokina koristio se isjecak iz srediSnjeg

dijela posteljice.

Parafinski rezovi iz srediSnjeg dijela posteljice postavljeni su na silanom (3-
aminopropytriethoxysilane, Sigma) obradena predmetna stakalca. Nakon deparafinizacije u
ksilolu slijedila je rehidracija kroz alkohole sve niZe koncentracije, te kuhanje u puferu
(pH=9.0) 20 minuta u mikrovalnoj pe¢i na maksimalnoj snazi od 700W. Nakon hladenja

preparata slijedilo je ispiranje destiliranom vodom dva puta i otopinom fosfatnog pufera
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(PBS) tri puta. Daljnja obrada vrsila se u automatskom bojacu (DAKO, Danska), a sastojala
se od tretiranja preparata 3%-tnom otopinom vodikova peroksida u trajanju od 10 minuta i

ispiranja u dvostruko destiliranoj vodi uz primjenu primarnih protutijela:

a) inkubacija primarnog miSjeg protutijela M30 (Roche Diagnostics, GmbH, klon M30)
u razrjedenju 1:200 tvornickim razrjedivaCem (S2022 Antibody diluent, DAKO,
Danska) tijekom dva sata
b) inkubacija primarnog misjeg protutijela TNF-a (Thermo Scientific, Rockford, USA) u
razrjedenju 1:25 tvorni¢kim razrjedivacem (S2022 Antibody diluent, DAKO, Danska)
tijekom dva sata
¢) inkubacija primarnog misjeg protutijela IL-6 (Leica, Newcastle, UK) u razrjedenju
1:50 tvorni¢kim razrjedivacem (S2022 Antibody diluent, DAKO, Danska) tijekom
dva sata
d) inkubacija primarnog Stakorskog protutijela IL-10 (Thermo Scientific, Rockford,
USA) u razrjedenju 1:75 tvorni¢kim razrjedivacem (S2022 Antibody diluent, DAKO,
Danska) tijekom dva sata.
Slijedilo je ispiranje PBS-om i primjena sekundarnog protutijela (LSAB metoda, DAKO,
Danska) u trajanju od 30 minuta te ponovno ispiranje PBS-om. Reakcija je vizualizirana
primjenom kromogena diaminobenzidina (DAB, DAKO, Code No. K 3468, Glostrup,
Danska) i supstrata (na 1 ml supstrata/1 kap kromogena) koji se inkubirao tijekom 10 minuta,
isprao u destiliranoj vodi tri puta te kontrastno obojio hematoksilinom. Zavr$ni korak bila je
dehidratacija u gradijentu 96% 1 100% alkohola, tretiranje ksilolom 1 pokrivanje kanada

balzamom i pokrovnicom.

Apoptotske stanice nakon primjene M30 protutijela bile su intenzivno smede difuzno ili
granularno citoplazmatski obojene. Pozitivna kontrola bili su preparati karcinoma debelog
crijeva. Pozitivnom reakcijom za TNF-a, IL-6 i IL-10 smatrala se smeda obojenost
citoplazme stanica TB-a 1 decidue. Kod STB-a pozitivnom stanicom smatrala se jezgra
okruZena obojenom citoplazmom. Pozitivna kontrola bio je preparat tkiva dojke za TNF-q,

preparat tkiva crijeva za IL-6 te preparat tkiva tonzile za IL-10.

Uporabom protutijela M30 ispitala se apoptoza u CTB-u, STB-u, SC-ima i decidui bazalis, uz
napomenu da se u STB-u i SC-ima broje jezgre. Apoptoza je izrazena kao apoptotski indeks

(AI) - broj pozitivnih stanica na ukupni broj stanica x 100 (47).
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Uporabom TNF-a i IL-6 protutijela ispitao se izraZaj proupalnih citokina, a uporabom
protutijela IL-10 izraZaj protuupalnog citokina u viloznom TB-u i SC-ima (Slika 3.) te u
decidualnim stanicama decidue bazalis (Slika 4.). Izrazaj citokina je prikazan HSCORE-om,
koji se racuna prema formuli: HSCORE=XPi (i+1), gdje oznaka ,,i” predstavlja intenzitet
obojenja procijenjen sa 1, 2, ili 3 (slabo, umjereno ili jako), a ,,Pi” umnozak postotaka

obojenja svakog intenziteta (48).
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Slika 3. IzraZaj upalnih citokina IL-6, IL-10 i TNF-a u viloznom trofoblastu i sincicijalnim
¢vori¢ima posteljica s HELLP sindromom, preeklampsijom i kontrolnim posteljicama. (A-C)
Izrazaj IL-6, IL-10 i TNF-a u viloznom trofoblastu i sincicijalnim ¢vori¢ima posteljica s
HELLP sindromom. (D-F) Izrazaj IL-6, IL-10 i TNF-a u viloznom trofoblastu i sincicijalnim
¢vori¢ima posteljica s preeklampsijom. (G-1) Izrazaj IL-6, IL-10 i TNF-a u viloznom

trofoblastu i sincicijalnim ¢vori¢ima posteljica kontrolne skupine (IHK x 200).
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Slika 4. Izrazaj upalnih citokina IL-6, IL-10 1 TNF-a u decidui bazalis posteljica s HELLP
sindromom, preeklampsijom 1 kontrolnim posteljicama. (A-C) Izrazaj IL-6, IL-10 1 TNF-a u
decidui posteljica s HELLP sindromom. (D-F) Izrazaj IL-6, 1L-10 i TNF-a u decidui
posteljica s preeklampsijom. (G-I) Izrazaj IL-6, IL-10 i TNF-a u decidui posteljica kontrolne
(IHK x 200).

3.2.3 Statisticke metode

Normalitet distribucija svih kvantitativnih  varijabli provjerili smo Kolmogorov-
Smirnovljevim testom. Mjere centralne tendencije 1 varijabiliteta ispitivanih varijabli za tri
ispitivane skupine opisali smo aritmeticCkom sredinom i standardnom devijacijom (normalno
raspodjeljene varijable). Razlike triju ispitivanih skupina (HELLP, PE, kontrola) u
kvantitativnim varijablama mjerenim kontinuiranim ljestvicama (vrijednosti TNF-a, IL-6, IL-
10, apoptotski indeks te kvantitativne karakteristike Cvori¢a) ispitali smo jednosmjernom
analizom varijance i Tukeyevim post-hoc testom (normalno raspodijeljene varijable). Za
ispitivanje povezanosti kontinuiranih varijabli koristili smo Pearsonov r koeficijent
(normalno raspodijeljene varijable). Za sve usporedbe razina statisticke znacajnosti je
postavljena na P<0,05, a za obradu rezultata koristili smo IBM SPSS Statistics v.19 for

Windows.
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4. REZULTATI

U Klinici za Zenske bolesti i porode KBC Split poStujuci kriterije ukljucenja i iskljuCenja iz
studije, prikupljene su posteljice i podaci iz 35 trudno¢a kompliciranih PE, 35 trudnoc¢a
kompliciranth HELLP sindromom i 35 kontrolnih trudno¢a. Obrada i analiza posteljica
ucinjena je na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klini¢kog

bolnickog centra Split.
4.1 Demografska obiljeZja skupine

Nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu rodilja ispitivanih skupina prema Zivotnoj
dobi, Tablica 1 (F=0,26; P=0,77). Paritet se statisticki razlikovao izmedu rodilja ispitivanih
skupina, Tablica 1 (F=4,5; P=0,01). Post-hoc usporedbom (Tukey-ev test) pokazano je
statisticki znaCajno viSe viSerotkinja u kontrolnoj skupini u odnosu na skupinu s PE (P<0,01),
dok razlika u paritetu izmedu rodilja s HELLP sindromom i PE (P=0,29) te rodilja s HELLP
sindromom i kontrola nije znacajna (P=0,29). Nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika
izmedu rodilja ispitivanih skupina prema gestacijskoj dobi, Tablica 1 (F=1,04; P=0,36).
Indeks tjelesne mase uvelike se statisti¢ki razlikovao izmedu rodilja ispitivanih skupina,
Tablica 1 (F=12,5; P<0,001). Post-hoc usporedbom (Tukey-ev test) pokazano je da rodilje s
PE imaju znacajno ve¢i indeks tjelesne mase od rodilja s HELLP sindromom (P=0,01) te da
rodilje s PE imaju statisti¢ki znacajno veci indeks tjelesne mase od rodilja kontrolne skupine
(P<0,001), dok razlika u indeksu tjelesne mase izmedu rodilja s HELLP sindromom i
kontrola nije znacajna (P=0,09). Sistolicki krvni tlak u velikoj se mjeri statisticki razlikovao
izmedu rodilja ispitivanih skupina, Tablica 1 (F=125,0; P<0,001). Post-hoc usporedbom
(Tukey-ev test) pokazan je visi sistolicki krvni tlak kod rodilja s PE nego kod rodilja s
HELLP sindromom (P<0,001), visi sistolicki krvni tlak kod rodilja s PE nego kod kontrola
(P<0,001) 1 visi sistolicki krvni tlak kod rodilja s HELLP sindromom nego kod kontrola
(P<0,001). Dijastolicki krvni tlak znacajno se statisticki razlikovao izmedu rodilja ispitivanih
skupina, Tablica 1 (F=103,9; P<0,001). Post-hoc usporedbom (Tukey-ev test) pokazan je visi
dijastolicki krvni tlak kod rodilja s PE nego kod rodilja s HELLP sindromom (P<0,01), viS$i
dijastolicki krvni tlak kod rodilja s PE nego kod kontrola (P<0,001) i visi dijastoli¢ki krvni
tlak kod rodilja s HELLP sindromom nego kod kontrola (P<0,001). Porodajna teZina
novorodencadi znaCajno se statistiCki razlikovala izmedu ispitivanih skupina, Tablica 1
(F=10,8; P<0,001). Post-hoc usporedbom (Tukey-ev test) pokazano je da su novorodencad iz

trudno¢a s PE znaCajno manje porodajne tezine u odnosu na novorodencad kontrola
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(P<0,001) te da su novorodencad iz trudno¢a s HELLP sindromom zna¢ajno manje porodajne
tezine u odnosu na novorodencad iz kontrola (P<0,001), dok razlika u porodajnim teZinama
izmedu novorodencadi iz trudnoc¢a s PE i novorodencadi iz trudno¢a s HELLP sindromom

nije statisticki znacajna (P=0,99).

Tablica 1. Demografska obiljezja ispitivanih skupina

PE (n=35) HELLP (n=35) Kontrola (n=35) P
Dob rodilje (godina) 29,2457 30,1+6,7 29,945,2 NS
Paritet (broj djece) 1,3+0,5 1,6+1,1 1,9+1,0 0,01
Gestacijska dob (tjedan) 33,2+2.7 32,7+3,3 33,7+2.8 NS
ITM (kg/m?) 30,2+4.4 27,8+3,1 26,2+2.4 <0,001
sRR (mmHg) 172,6£10,4 158,0+£21,7 118,848,2 <0,001
dRR (mmHg) 108,249,2 99,7£15,1 72,1£7,1 <0,001

Porodajna teZina (gram) 1736,3+581,3 1727,1+629,0 2316,3+615.,6 <0,001

ITM, indeks tjelesne mase; SRR, sistolicki krvni tlak; dRR, dijastolicki krvni tlak; NS, nema
statistiCki znaCajne razlike. Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost+standardna devijacija.

¥ _ ANOVA test.

4.2 lzrazaj upalnih citokina u trofoblastu, sincicijalnim c¢vori¢ima i decidui ispitivanih

posteljica

Izrazaj citokina TNF-a, IL-6 i IL-10 prouden je zasebno na viloznom TB-u, SC-ima i decidui
bazalis uporabom prethodno objaSnjene HSCORE metode. Izrazaj citokina TNF-o nije se
statisticki znaCajno razlikovao izmedu ispitivanih skupina posteljica u viloznom TB-u
(P=0,365), SC-ima (P=0,395) 1 decidui (P=0,317). Razlika u izraZaju IL-6 u viloznom TB-u
(P=0,321), SC-ima (P=0,052) i decidui (P=0,149) ispitivanih skupina posteljica nije

statistiCki znaCajna. Izrazaj citokina IL-10 nije se statisticki znacajno razlikovao izmedu
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ispitivanih skupina posteljica u viloznom TB-u (P=0,309), SC-ima (P=0,776) i decidui
(P=0,642) (Tablica 2.).

Tablica 2. Izrazaj citokina u viloznom trofoblastu, sincicijalnim ¢vori¢ima i decidui bazalis

posteljica trudno¢a kompliciranih PE, HELLP sindromom i kontrolnim posteljicama

PE (n=35) HELLP (n=35) Kontrola (n=35) p*
TNF-a
Vilozni trofoblast ~ 0,740+1,224 1,054+1,056 1,120+1,279 0,365
Sincicijalni ¢vori¢i  0,897+£1,296 1,300+1,166 1,174+1,314 0,395
Decidua 1,317+1,292 1,774+1,152 1,563+1,316 0,317
IL-6
Vilozni trofoblast ~ 3,069+0,628 3,161+0,915 2,909+0,513 0,321
Sincicijalni ¢vori¢i  3,549+0,742 3,569+0,428 3,266+0,503 0,052
Decidua 3,800+0,300 3,834+0,318 3,663+0,504 0,149
IL-10
Vilozni trofoblast ~ 3,906+0,218 3,827+0,240 3,814+0,334 0,309
Sincicijalni ¢vori¢i  3,391+0,178 3,917+0,162 3,900+0,211 0,776
Decidua 3,960+0,150 3,959+0,117 3,926+0,230 0,642

TNF-o — tumor nekrotizirajuc¢i ¢imbenik alfa, IL-interleukin. Podaci su izrazeni kao srednja

vrijednost + standardna devijacija. * — ANOVA test.

4.3 Apoptotska aktivnost trofoblasta, sincicijalnih ¢vorica i decidue ispitivanih posteljica

Apoptotska aktivnost TB-a i decidue bazalis izraZena je kao apoptotski indeks (Al), tj. kao
broj pozitivnih stanica na ukupni broj stanica x 100, u slu¢aju STB-a kao broj jezgara

okruZen pozitivnom citoplazmom na ukupan broj jezgara x 100 (48). Al CTB-a (F=21,04;

17



P<0,001), STB-a (F=18,64; P<0,001), SC-a (F=53,88; P<0,001), ukupnog TB-a (F=22,87;
P<0,001) i decidue (F=53,5; P<0,001) statisticki se znacajno razlikovao izmedu tri skupine
ispitivanih posteljica (Tablica 3.). Post-hoc usporedbom (Tukey-ev test) pokazan je statistiki
znacajno ve¢i Al CTB-a u posteljicama s HELLP sindromom u odnosu na kontrolne
posteljice (P<0,001) te statisticki znacajno ve¢i Al CTB-a u posteljicama s PE u odnosu na
kontrolne posteljice (P<0,001), dok razlika u AI CTB-a izmedu posteljica s HELLP
sindromom 1 posteljica s PE nije statisti¢ki znacajna (P=0,08). Post-hoc usporedbom (Tukey-
ev test) pokazan je statisticki znacajno vec¢i Al STB-a u posteljicama s HELLP sindromom u
odnosu na kontrolne posteljice (P<0,001) te statisticki znacajno ve¢i AI STB-a u posteljicama
s PE u odnosu na kontrolne posteljice (P<0,001), dok razlika u AI STB-a izmedu posteljica s
HELLP sindromom 1 posteljica s PE nije statisticki znacajna (P=0,76). Post-hoc usporedbom
(Tukey-ev test) pokazan je statisticki znadajno veéi Al SC-a u posteljicama s HELLP
sindromom u odnosu na posteljice s PE (P<0,001) i u odnosu na kontrolne posteljice
(P<0,001) te statisti¢ki znacajno veéi AI SC-a u posteljicama s PE u odnosu na kontrolne
posteljice (P<0,01). AI ukupnog TB-a posteljica s HELLP sindromom statisticki je znacajno
razli¢it od Al ukupnog TB-a posteljica s PE (P=0,02) i Al ukupnog TB-a kontrolnih
posteljica (P<0,001). AI ukupnog TB-a posteljica s PE statisticki je znacajno veci od Al
ukupnog TB-a kontrolnih posteljica (P<0,001). Decidua posteljica s HELLP sindromom ima
statistiCki znacajno vec¢i Al od decidue posteljica s PE (P<0,001) i decidue kontrolnih
posteljica (P<0,001), takoder decidua posteljica s PE ima ve¢i Al od decidue kontrolnih
posteljica (P<0,001).
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Tablica 3. Apoptoza u citotrofoblastu, sinciciotrofoblastu, sincicijalnim ¢vori¢ima i decidui

posteljica trudno¢a kompliciranih PE, HELLP sindromom i kontrolnim posteljicama

PE (n=35) HELLP (n=35) Kontrola (n=35) p?
Al citotrofoblasta 2,19+1,03 2,82+1,77 0,98+0,38 <0,001
Al sinciciotrofoblasta 3,76+2.62 4,1042,26 1,39+0,57 <0,001
Al sincicijalnih ¢vorica  5,89+2,50 10,79+4,57 3,3+1,1 <0,001
Al ukupnog trofoblasta 2,63+1,05 3,59+2.25 1,24+0,5 <0,001
Al decidue 17,414£9,81 28,46+8,5 8,69+4,92 <0,001

Al - apoptotski indeks. Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

¥ _ ANOVA test.

4.4 Povezanost apoptotske aktivnosti i izrazaja citokina u trofoblastu i decidui ispitivanih

posteljica

Korelacija izrazaja upalnih citokina TNF-a (r=0,22; P=0,20), IL-6 (r=0,16; P=0,36) i IL-10
(r=0,04; P=0,82) u TB-u posteljica s HELLP sindromom i Al TB-a posteljica s HELLP
sindromom nije statisticki znacajna. Korelacija izraZaja upalnog citokina TNF-a u TB-u
posteljica s PE (r=0,44; P=0,01) i AI TB-a posteljica s PE je u statisticki zna¢ajnoj pozitivnoj
korelaciji (Slika 5.), dok korelacija izrazaja IL-6 (r=0,16; P=0,36) i IL-10 (r=0,04; P=0,82) u
TB-u posteljica s PE 1 Al TB-a posteljica s PE nije statisticki znacajna.
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Slika 5. Korelacija izraZzaja TNF-a u trofoblastu i apoptotskog indeksa trofoblasta posteljica s
preeklampsijom. Postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu navedenih varijabli

(r=0,44; P=0,01).

Korelacija izrazaja upalnih citokina TNF-a (r=0,23; P=0,18), IL-6 (r=0,14; P=0,41) i IL-10
(r=0,18; P=0,32) u TB-u kontrolnih posteljica i AI TB-a kontrolnih posteljica nije statisticki
znacajna. Korelacija izraZaja upalnih citokina TNF-a (r=0,17; P=0,32), IL-6 (r=0,21; P=0,24)
i IL-10 (r=0,15; P=0,39) u SC-ima posteljica s HELLP sindromom i AI SC-a posteljica s
HELLP sindromom nije statisticki znacajna. Korelacija izrazaja upalnog citokina TNF-a u
SC-ima posteljica s PE (r=0,35; P=0,04) i AI SC-a posteljica s PE je u statisti¢ki zna¢ajnoj
pozitivnoj korelaciji (Slika 6.), dok korelacija izrazaja IL-6 (r=0,28; P=0,11) i IL-10 (r=0,02;

P=0,91) u SC-ima posteljica s PE i AT SC-a posteljica s PE nije statisti¢ki znacajna.
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Slika 6. Korelacija izrazaja TNF-a u sincicijalnim c¢vori¢ima i apoptotskog indeksa
sincicijalnih ¢vori¢a posteljica s preeklampsijom. Postoji statistiCki znacajna pozitivna

korelacija izmedu navedenih varijabli (r=0,35; P=0,04).

Korelacija izraZaja upalnih citokina TNF-a (r=0,18; P=0,31), IL-6 (r=0,27; P=0,11) u SC-ima
kontrolnih posteljica i AI SC-a kontrolnih posteljica nije statisti¢ki znadajna, dok je korelacija
izrazaja IL-10 (r=0,48; P<0,01) u SC-ima kontrolnih posteljica i Al SC-a kontrolnih

posteljica u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji (Slika 7.).
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Slika 7. Korelacija izrazaja IL-10 u sincicijalnim ¢vori¢ima i1 apoptotskog indeksa
sincicijalnih ¢vori¢a kontrolnih posteljica. Postoji statisticki znaCajna pozitivna korelacija

izmedu navedenih varijabli (r=0,48; P<0,01).

Korelacija izrazaja upalnih citokina TNF-a (r=0,26; P=0,14) i IL-10 (r=0,12; P=0,49) u
decidui posteljica s HELLP sindromom i Al decidue posteljica s HELLP sindromom nije
statistiCki zna€ajna, dok je korelacija izrazaja IL.-6 u decidui posteljica s HELLP sindromom
(r= —0,43; P=0,01) i Al decidue posteljica s HELLP sindromom je u statisticki znac¢ajnoj
negativnoj korelaciji (Slika 8.). Korelacija izrazaja upalnog citokina TNF-a (r=0,00; P=0,99),
IL-6 (r=0,14, P=0,42) i IL-10 (r=0,09; P=0,59) u decidui posteljica s PE i Al decidue
posteljica s PE nije statisticki zna€ajna. Korelacija izrazaja upalnih citokina TNF-a (r=0,13;
P=0,45), IL-6 (r=0,1; P=0,58) 1 IL-10 (r=0,03; P=0,87) u decidui kontrolnih posteljica i Al

decidue kontrolnih posteljica nije statisticki znacajna.
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Slika 8. Korelacija izrazaja IL-6 u decidui 1 apoptotskog indeksa decidue posteljica s HELLP
sindromom. Postoji statisti¢ki znacajna negativna korelacija izmedu navedenih varijabli (r=

—0,43; P=0,01).

4.5 Citomorfoloske karakteristike ispitivanih posteljica

Posteljice PE 1 HELLP sindroma nisu se statisticki uvelike razlikovale prema broju resica u
odnosu na posteljice kontrolne skupine, Tablica 4 (F=1,58; P=0,21). Statisticki znacajna
razlika nadena je u broju SC-a izmedu ispitivanih skupina posteljica, Tablica 4 (F=38,16;
P<0,001). Post-hoc usporedbom (Tukey-ev test) pokazan je statisticki zna¢ajno veéi broj SC-
a u posteljicama s HELLP sindromom u odnosu na posteljice s PE (P=0,006) i kontrolne
posteljice (P<0,001) te statisticki zna¢ajno veéi broj SC-a u posteljicama s PE u odnosu na
kontrolne posteljice (P<0,001). Statisti¢ki zna¢ajna razlika nadena je i u omjeru broja SC-a na
broj resica izmedu ispitivanih skupina posteljica, Tablica 4 (F=29,47; P<0,001). Post-hoc
usporedbom (Tukey-ev test) pokazan je statisticki znadajno veéi broj SC-a na broj resica u
posteljicama s HELLP sindromom u odnosu na posteljice s PE (P=0,001) i u odnosu na
kontrolne posteljice (P<0,001) te statisti¢ki zna¢ajno veéi broj SC-a na broj resica u
posteljicama s PE u odnosu na kontrolne posteljice (P<0,001). Statisticki znacajna razlika

nadena je i u ukupnom broju jezgara u SC-u, Tablica 4 (F=45,05; P<0,001) izmedu
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ispitivanih skupina posteljica. Post-hoc usporedbom (Tukey-ev test) pokazan je statistiCki
znadajno veéi broj jezgara u SC-u u posteljicama s HELLP sindromom u odnosu na posteljice
s PE (P<0,001) i u odnosu na kontrolne posteljice (P<0,001) te statisticki znac¢ajno veci broj

jezgara u SC-u u posteljicama s PE u odnosu na kontrolne posteljice (P<0,001).

Tablica 4. Citomorfoloske karakteristike ispitivanih posteljica

PE (n=35) HELLP (n=35) Kontrola (n=35) P

Broj resica 51,9£10,1 48,7+10,1 48,5+6,8 0,210
Broj SC 32,149,1 38,448,6 21,1£7,3 <0,001

Broj SC/broj resica 0,6+0,2 0,8+0,2 0,5+0,2 <0,001
Broj jezgara u SC 516,9+£118,3 669,9+140,9 370,2+136,0 <0,001

SC - sincicijalni ¢vori¢. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

¥ _ ANOVA test.
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5. RASPRAVA

PE i HELLP sindrom su multisistemske bolesti trudnoce koje su unato¢ brojnim
istrazivanjima i danas nejasne etiologije, a Cine vodeci uzrok perinatalnog i maternalnog
morbiditeta 1 mortaliteta. Novija istraZivanja usmjerena su na posteljicu, to€nije na
poremecenu apoptozu posteljice s PE 1 HELLP sindromom kao uzrokom njihova nastanka
(12). Posljednjih godina istrazivanja upucuju na generaliziranu upalnu reakciju kao moguce

objasnjenje klinickih simptoma tih bolesti (49).

Ovo istrazivanje jasno je razdvojilo i zasebno analiziralo posteljice prema strogo definiranim
kriterijima za PE i HELLP sindrom, S$to u literaturi ¢esto nije slucaj. IstraZivanje je nacinjeno
na velikom broju uzoraka u odnosu na dosadasnja objavljena istrazivanja o PE, a posebno u

odnosu na rijetka istrazivanja o HELLP sindromu.

Paritet se znacajno razlikovao izmedu rodilja ispitivanih skupina, naime u kontrolnoj skupini
bilo je statisticki znacajno vise viSerotkinja u odnosu na skupinu s PE, dok razlika u paritetu
izmedu rodilja s HELLP sindromom i PE te rodilja s HELLP sindromom i kontrola nije bila
statistiCki znacajna. Na temelju epidemioloskih istraZivanja poznato je da se PE ¢eSce javlja u
prvorotkinja, a HELLP sindrom u viSerotkinja pa je dobiveni rezultat moguce objasniti
manjim brojem ispitanica u ovom istrazivanju u odnosu na broj ispitanica u epidemioloskim
studijama (50). Nepostojanje statisticki znaCajne razlike u gestacijskoj dobi govori za dobro
uskladene posteljice prema trajanju trudnoce pa tako i prema izlucivanju citokina Cije se
luenje mijenja s trajanjem trudnoce. Pretilost se ¢esto navodi kao rizicni ¢imbenik za PE, Sto
potvrduju rezultati i ovog istraZivanja gdje nalazimo statisticki znacajno veci indeks tjelesne
mase u trudnica s PE u odnosu na trudnice s HELLP sindromom i trudnice iz kontrolne
skupine (51). StatistiCki znacajno vece vrijednosti sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka u
skupini ispitanica s PE u odnosu na ispitanice s HELLP sindromom u skladu su s ¢injenicom
da u 15% slucajeva HELLP sindroma ne postoji popratna hipertenzija ni proteinurija.
Statisticki znacajno viSe novorodencadi sa zastojem rasta u skupini trudnica s PE i HELLP

sindromom dodatno potvrduje dobro odabrane skupine ispitanica (52).

Rezultati ovog istraZivanja pokazali su kako nije bilo ocekivane razlike u izraZaju upalnih
citokina TNF-a, IL-6 i IL-10 u viloznom TB-u resica, SC-ima i decidui bazalis izmedu
posteljica trudnoc¢a s PE, HELLP sindromom 1 kontrolnih posteljica. Najveci izrazaj upalnih
citokina TNF-a, IL-6 i IL-10 bio je u stanicama decidue bazalis, potom nesto slabiji u SC-

ima, a najslabiji izraZaj upalnih citokina imale su stanice viloznog TB-a u sve tri skupine

25



ispitivanih posteljica. Dosadasnja istraZivanja uglavnom su izrazaj upalnih citokina prucavala
samo na stanicama TB-a, rijetko na stanicama decidue, a ovo je prvo istrazivanje do sada
koje je ispitalo izraZaj upalnih citokina u SC-ima (34). Prema naSim spoznajama, ovo je
ujedno i prvo istraZivanje koje je istovremeno izucavalo izraZzaj upalnih citokina u razli¢itim
segmentima posteljice i prvo istraZivanje koje je pri tom jasno razdvojilo posteljice s PE od

posteljica s HELLP sindromom prema strogo definiranim kriterijima ukljucenja.

Uredna trudnoca je stanje kontroliranog sistemskog upalnog odgovora majke, a u trudnod¢i s
PE i HELLP sindromom nalazimo postojanje donekle naglasenije upalne reakcije, a brojna
istraZivanja ukazuju na porast proupalnih citokina u serumu kao i u posteljicama tudnoca s
PE (53, 54). TNF-a je proupalni citokin koji ima snaZan utjecaj na funkciju trombocita, na
koagulacijski sustav, vazokonstrikciju i na sam endotel krvnih Zila. Rinehart i suradnici
pokazali su povecéan izrazaj IL-10, IL-f i TNF-a u posteljicama s PE u odnosu na posteljice
urednih terminskih trudnoc¢a (55). Medutim, drugi autori izvjeStavaju kako nema razlike u
izrazaju TNF-a u posteljicama s PE u odnosu na posteljice urednih trudnoca sugeriraju¢i neke
druge izvore porasta proupalnih citokina u krvi majke (56). Rezultati ovog istrazivanja u
skladu su s rezultatima Benyo i suradnika koji su pokazali kako nema razlike izmedu izrazaja
TNF-a, IL1-a, IL-1B i IL-6 izmedu posteljica s PE i posteljica iz urednih trudnoéa. Kako bi
istrazili posteljicu kao moguc¢i izvor poviSenih citokina, oni su za vrijeme carskog reza
odredivali citokine u perifernoj krvi trudnica i venskoj krvi iz maternice u trudnica s PE i u
urednim trudno¢ama. Pokazali su poviSene vrijednosti upalnih citokina u perifernoj
cirkulaciji, a izmjerene vrijednosti citokina u venskoj krvi maternice iskljucile su posteljicu

kao moguc¢i izvor povisenih citokina u cirkulaciji (40).

IL-6 je multifunkcionalni upalni citokin koji regulira imunoloski odgovor akutne faze i ima
srediSnju ulogu u imunoloskoj obrambenoj reakciji. Dosadasnja istraZivanja o IL-6 ukazuju
na poviSen, nepromjenjen ili ¢ak snizen izrazaj IL-6 u posteljicama s PE u odnosu na
kontrolne posteljice (57). Luppi i suradnici pokazali su kako je sinteza proupalnih citokina
IL-1a 1 IL-6 u monocitima Zena s PE znatno veca nego u Zena s urednom trudno¢om ili Zena
koje nisu trudne (58). Istrazivanje Lockwooda i suradnika pokazalo je pojaCan izrazaj IL-6 u
decidui posteljica Zena s PE u odnosu na kontrolne, gestacijski uskladene trudnoce (39).
Brojna istrazivanja upucuju na poviSene vrijednosti IL-6 u serumu trudnica s PE dok su
Tosun i suradnici pokazali kako teZe oblike PE prate vece vrijednosti IL-6 i TNF-a u serumu

oboljelih trudnica (53, 54).
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IL-10 je protuupalni citokin koji inhibira sintezu proupalnih citokina u makrofazima, NK
stanicama i T limfocitima. Uredne, nekomplicirane trudnoce imaju znatno vece vrijednosti
protuupalnih citokina nego trudnoc¢e s PE. Smanjen izrazaj IL-10 u serumu, ali i u TB-u
posteljica s PE u odnosu na uredne trudno¢e u svom istrazivanju pokazao je Hennessy sa
suradnicima (41). Nekoliko studija navodi porast vrijednosti IL-10 u serumu i u TB-u
posteljica s PE, §to se objasnjava kao kompenzatorni odgovor na prethodni porast proupalnih

citokina (59, 60).

Postoji svega nekoliko istrazivanja o citokinima u HELLP sindromu. Haeger i suradnici su u
11 trudnica s HELLP sindomom i 11 urednih, terminskih trudnoéa odredivali vrijednosti
TNF-a i IL-6 u plazmi i nisu nasli razliku u vrijednosti citokina izmedu ispitivanih skupina
(61). Imunohistokemijski obojeni uzorci jetre bolesnica umrlih zbog HELLP sindroma
pokazali su intenzivnu obojenost na TNF-a, pa se TNF-a istice kao uzrok opseznih oStecenja
u sklopu HELLP sindroma (62). Tranquilli 1 suradnici su istrazili izraZaj 14 upalnih citokina
u posteljicama trudnoc¢a s HELLP sindromom u usporedbi s posteljicama urednih, terminskih

trudnoca i pokazali poviSen izrazaj IL-10, IL-6 receptora i TGF-f (42).

Glavni znacaj naSeg proucavanja razine upalnih citokina u stanicama posteljice je: u analizi
izraZaja citokina u razli¢itim segmentima posteljice (viloznom TB-u, SC-ima i decidui
bazalis), u broju ispitanih posteljica, uskladenosti ispitivanih posteljica prema prema trajanju
trudno¢e s kontrolnim posteljicama, koriStenju semikvantitativne HSCORE metode i
preciznim kriterijima ukljucenja (i iskljuCenja) ispitanica - posteljica u studiju. Vecina studija
analizirala je samo TB, samo deciduu ili cijelo posteljicno tkivo. Nejasni i nedovoljno
definirani kriteriji za dijagnostiku PE i HELLP sindroma, usporedivanje ispitivanih posteljica
najcesce s posteljicama urednih terminskih trudnoca Cesta je pogreska te razlicitost tehnika za
otkrivanje izrazaja citokina mogu objasniti postojecu razli¢itost podataka u literaturi kada je
rije¢ o izraZaju citokina u posteljicama s PE i HELLP sindromom. Naime, vrlo dobro je
poznato da se lu€enje citokina u posteljici znatno mijenja ovisno o trajanju gestacije. Buduci
da smo sve navedeno dobro definirali, a posteljice uskladili prema trajanju trudnoce, na
temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da posteljica nije izvor poviSenih vrijednosti
ispitivanih upalnih citokina u krvi trudnica oboljelih od PE ili HELLP sindroma kao Sto se
nagadalo u prijaSnjim istraZivanjima. Izvor upalnih citokina dakle treba traziti u samom
maj¢inom organizmu. Simptomi PE i HELLP sindroma naocigled su heterogeni, ali se svi
mogu objasniti generaliziranim oSte¢enjem endotela, Sto se uklapa u teoriju pretjerane

imunoloske upalne reakcije majke u trudno¢ama s PE i HELLP sindromom. Posteljica, ili
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neki ¢imbenik koji posteljica otpusta u cirkulaciju krivac je generalizirane upalne reakcije
majke i povecanog stvaranja upalnih citokina u organizmu trudnica oboljelih od PE i HELLP
sindroma. Taj c¢imbenik dovodi do aktivacije endotela krvnih Zila majke 1 aktivacije
polimorfonuklearnih leukocita i drugih upalnih stanica s posljedi€nim pojaanim stvaranjem
upalnih citokina. Svi simptomi PE i HELLP sindroma mogu se protumaciti upravo
serumskim porastom proupalnih citokina: i hipertenzija i proteinurija i prate¢i poremecaji
koagulacije. Na temelju dobivenih rezultata zakljucili smo kako taj ,,toksi¢ni” ¢imbenik iz
posteljice najvjerojatnije nisu ispitivani upalni citokini, s obzirom na to da nismo pronasli
razliku u izrazaju citokina u analiziranim segmentima posteljica iz trudno¢a s PE i HELLP
sindromom u odnosu na kontrolne posteljice. Nadalje, analiziraju¢i zasebno izrazaj u
viloznom TB-u, SC-ima i decidui bazalis otkrili smo kako su upravo decidualne stanice imale
najvedi izrazaj upalnih citokina, no nije pronadena razlika izmedu ispitivanih skupina Sto
iskljucuje deciduu kao izvor poviSenih upalnih citokina u cirkulaciji oboljelih, ali istodobno
istice kao mjesto znaCajne sinteze upalnih citokina. U dosadaSnjim istrazivanjima izrazaja
upalnih citokina u posteljicama decidua bazalis je zanemarivana kao moguc¢i izvor citokina, a

najceSce su analizirane samo stanice viloznog TB-a.

Posljednjih godina uocena je pojacana apoptotska aktivnost TB-a posteljica trudnoca s PE i
HELLP sindromom (63, 64). Apoptotska aktivnost najmanje je izrazena u stanicama CTB-a,
potom raste u STB-u i najizraZenija je u SC-ima (31). Rezultati ovog istraZivanja potvrdili su
veéu apoptotsku aktivnost CTB-a, STB-a i SC-a posteljica s PE (Al CTB=2,19+1,03, Al
STB=3,76+2,62, Al SC:5,89i2,5) te joS izraZeniju apoptozu CTB-a, STB-a i SC-a posteljica
s HELLP sindromom (Al CTB=2,82+1,77, Al STB=4,10+2,26 , AI SC=10,79+4,57) u
odnosu na apoptozu CTB-a, STB-a i SC-a kontrolnih posteljica (Al CTB=0,98+0,38, Al
STB=1,39+0,57, AI SC=3,3+1,1). U ovom istraZivanju se je po prvi puta proucavalo
apoptozu u decidui te ukazalo na poja¢anu apoptotsku aktivnost i u ,,maternalnom dijelu”
posteljice (Al decidue =17,414£9,81) u trudno¢ama s PE i u trudno¢ama s HELLP sindromom
(AI decidue=28,46£8,5) u odnosu na kontrolne posteljice (Al decidue=8,69+4,92). Apoptoza
decidue proucavana je samo na posteljicama prvog tromjesjecja pa je ovo prvo istraZivanje
koje je analiziralo i dokazalo postojanje pojacane apoptotoze i u decidui posteljica s PE i
HELLP sindromom (65). Apoptoza TB-a u ovim bolestima trudnoc¢e nije samo ubrzana, nego
i poremecena, pa se u literaturi naziva aponekrozom. Patolosku apoptozu, aponekrozu prvi
put je opisao Formigli na fibroblastima Stakora 2000. godine (32). U fizoloskim uvjetima, u

urednoj trudnoéi SC-i nastali ,,normalnom” apoptozom otpustaju se u intervilozni prostor, tj.
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u majcinu cirkulaciju i potom potpuno nestaju fagocitozom u plu¢nim makrofazima ne
izazivajuci nikakav upalni odgovor maj¢inog organizma. U patoloskim uvjetima oslobada se
veéi broj SC-a, SC-i nepravilne grade i fragmenti SC-a koji prolaze barijeru pluénih
makrofaga 1 nisu inertni prema imunoloSkom sustavu majke, nego izazivaju sistemski upalni
odgovor majke karakteristi¢an za PE i HELLP sindrom (66). SC-i u in vitro uvjetima u
monocitima dobivenim iz krvi Zena koje nisu trudne, stimuliraju izlu¢ivanje proupalnih
citokina TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 i IL-18 (67). Nadalje, SC-i u in vitro uvjetima izazivaju
pucanje veza endotelnih stanica krvnih Zila, a upravo taj fenomen napokon povezuje sve
poznate ¢injenice o PE i HELLP sindromu: poremeéenu apoptozu, veéi ukupan broj SC-a u
cirkulaciji i veéi broj nepravilnih SC-a te klini¢ku simptomatologiju PE i HELLP sindroma

(68).

Meduodnos proapoptotskih i antiapoptotskih ¢imbenika kljucan je u regulaciji apoptoze, a
njihova ekspresija u TB-u je predmet brojnih istrazivanja (23). U nekoliko objavljenih studija
kao moguci pokreta¢ ubrzane apoptoze navode se citokini. Naime, poznato je da neki citokini
imaju proapoptotski ili antiapoptotski ucinak. Proapoptotski u¢inak TNF-a i IL-6 citokina na
kulturama stanica prvog tromjesje¢ja pokazali su Chen i suradnici. Oni su izlagali tkivo
posteljica navedenim citokinima u in vitro uvjetima i pokazali povecanje apoptoze za 50%
nakon izlaganju IL-6 i 23%-tno povecanje apoptoze nakon izlaganja TNF-a (69). U ovom
istrazivanju ispitana je povezanost izraZaja proapoptotskih citokina TNF-o i IL-6 i
antiapoptotskog citokina IL-10 s apoptozom u posteljicama s PE i HELLP sindromom.
Statisticki znacajna pozitivna korelacija nadena je izmedu izrazaja TNF-a u TB-u posteljica s
PE i apoptoze TB-a, dok se navedena korelacija gubi u posteljicama s HELLP sindromom i
kontrolnim posteljicama. Takoder statisticki znacajna korelacija nadena je izmedu izrazaja
TNF-a u SC-ima posteljica s PE i apoptoze u SC-ima, dok navedena korelacija ne postoji u
posteljicama s HELLP sindromom i kontrolnim posteljicama. Na temelju ovih rezultata
moZemo zakljuciti da je TNF-o jedan od ¢imbenika ukljuenih u ubrzanu i povecanu
apoptozu posteljica s PE, dok u posteljicama s HELLP sindromom TNF-o nema znatnog
utjecaja na apoptotske procese. Ovo istraZivanje takoder je pokazalo statisticki znaCajnu
pozitivnu korelaciju izmedu izrazaja IL-10 u SC-ima kontrolnih posteljica i apoptoze u SC-
ima. U urednim trudno¢ama prevladava protuupalni citokin IL-10, dok se u patoloSkim
trudnoama gubi njegov protuupalni i antiapoptotski ucinak $to potvrduje IL-10 kao jednog
od kontrolora apoptoze u urednim trudnoama. Naime, navedena korelacija gubi se u

posteljicama s PE 1 HELLP sindomom. IL-10 je jedan od glavnih protuupalnih citokina u
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normalnoj trudno¢i, a o€ito i regulator fizioloske apoptoze. Naime, odavno je poznato kako u
maj¢inom organizmu u trudnoci dolazi do imunosupresije i dominacije protuupalnih citokina
kao nalina spreCavanja odbacivanja stranog tkiva - fetusa. Manjkom protuupalnih
(antiapoptotskih) citokina, a prevladavanjem proupalnih (proapoptotskih) citokina objasSnjava
se nastanak brojnih poremecaja trudnoce, primjerice ponavljanih spontanih pobacaja ali i
nastanak PE i HELLP sindroma. Rezultati ovog istraZivanja pokazali su statisticki znacajnu
negativnu korelaciju izrazaja 1L-6 u decidui posteljica s HELLP sindromom i apoptoze
decidue tih posteljica, Sto se moZe objasniti time da apoptozu decidue kontroliraju neki drugi
¢imbenici, a IL-6 ima suprotan u¢inak u maternalnom dijelu posteljice nego u TB-u kako su
opisala dosadaSnja istrazivanja o ucinku IL-6. Svakako, samu apoptozu decidue i izraZaj
drugih upalnih citokina u decidui posteljica te njithovu ulogu u nastanku PE i HELLP
sindroma trebalo bi ispitati u budu¢im istraZivanjima s obzirom na to da su zbivanja ocito

intenzivnija i izrazenija u maternalnom dijelu posteljice.

Ovo istraZivanje je pokazalo da se najve¢i broj SC-a stvara u TB-u posteljica s HELLP
sindromom, takoder znacajno veéi broj SC-a stvara se u posteljicama s PE u odnosu na
kontrolne posteljice (SC HELLP=38,4+8,6, SC PE=32,1+9,1, SC KONTROLA=21,1+7,3).
Rezultati ovog istraZivanja pokazali su da nije bilo statisticki znacajne razlike u broju resica
izmedu ispitivanih skupina, $to jasno upuéuje na to da povecan broj SC-a nije rezultat manjeg
broja resica u ispitivanim posteljicama, pa su i rezultati broja SC-a izraZenih po broju resica
statistiCki znacajno veci u posteljicama s HELLP sindromom u odnosu na posteljice s PE 1
kontrolne posteljice i u posteljicama s PE u odnosu na kontrolne posteljice. Ujedno,
istraZivanje je pokazalo poveéan prosje¢an broj jezgara u SC-ima posteljica s PE i HELLP
sindromom. Do sada su samo dvije studije izvjestile o broju jezgara unutar SC-a u
posteljicama s PE (31, 70). Ovo je istraZivanje prvi put izvjestilo o prosjeCnom broju jezgara
u SC-ima posteljica s HELLP sindromom i pokazalo kako je broj jezgara u SC-ima posteljica
s HELLP sindromom (broj jezgara u SC=669,9+140,9) statisti¢ki zna¢ajno veéi u odnosu na
broj jezgara u SC-ima posteljica s PE (broj jezgara u SC=516,9+118,3) i statisticki znac¢ajno
veéi u odnosu na broj jezgara u SC-ima kontrolnih posteljica (broj jezgara u
SC=370,2+136,0). Ujedno, statisti¢ki zna¢ajno veéi broj jezgara u SC-ima je u posteljicama s
PE u odnosu na kontrolne posteljice. Sve navedeno ostavlja moguénost da se na temelju
,teZe” poremecene apoptoze u HELLP sindromu i evidentno veceg broja SC-a koji dospijeva
u majcinu cirkulaciju moze objasniti i znatno teza klinicka slika pacijentica s HELLP

sindromom.
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Prije 2400 godina Hipokrat je opisao poremecaj trudnoce karakteriziran glavoboljom,
tezinom i konvulzijama, no sve do danas unato¢ brojnim istrazivanjima i ranom otkrivanju
ovih poremecaja, uzrok njihova nastanka je nepoznat, a lijeCenje je 1 dalje samo
simptomatsko. U posljednja dva desetlje¢a intenzivno se prouCava etiopatogeneza tih
poremecaja te postoje brojne teorije njihova nastanka. Novija istraZivanja upozoravaju na
poremecenu apoptozu i oslobadanje toksi¢nog ¢imbenika iz posteljice trudnica oboljelih od
PE i HELLP sindroma. Sve viSe istraZivanja podupire tezu da su toksi¢ni ¢imbenik upravo
SC-i koji iz posteljice dospijevaju u majéinu cirkulaciju i pokreéu upalna zbivanja u majéinu
organizmu. PoviSene razine upalnih citokina, prema rezultatima ovog istraZivanja, ne nastaju
u posteljici, nego su najvjerojatnije rezultat pojacne sinteze u stanicama majke (hepatociti,
leukociti, endotel) kao odgovor na poveéanu koli¢inu ,,izmjenjenih” SC-a s kojima te stanice

dodu u kontakt.

Rezultati ovog istraZivanja pokazali su nove spoznaje o izraZaju upalnih citokina u viloznom
TB-u, SC-ima i decidui bazalis posteljica s PE i HELLP sindromom. Naime, po prvi put je
pokazano da je najveca sinteza upalnih citokina u maj¢inom dijelu posteljice tj. u decidui,

manja u SC-ima, a najmanja u TB-u u svim skupinama ispitivanih posteljica.

Istrazivanje je potvrdilo povecanu apoptozu u posteljicama s HELLP sindromom u odnosu na
posteljice iz PE 1 kontrole. To se ofituje povecanom apoptozom u svim posteljicnim
segmentima, poveéanom broju jezgara i pove¢anom broju SC-a, §to mozda pridonosi teZoj
klinickoj slici 1 snaznijoj upalnoj reakciji u trudnica oboljelih od HELLP sindroma. Rezultati
ovog istrazivanja upozorili su i na poremecenu apoptozu decidue pa bi i taj fenomen trebalo
prouciti u budu¢im studijama, kao 1 povezanost apoptoze s nekim drugim proupalnim ili

protuupalnim citokinima koji, moguce je, reguliraju apoptotska zbivanja u posteljici.

Ovi rezulati iskljucili su posteljicu kao izvor upalnih citokina u serumu oboljelih 1 uputili nas
na izvore citokina u majéinom organizmu. Upravo poveéan broj SC-a koji je pronaden u
posteljicama oboljelih od PE, a jo§ ve¢i broj u posteljicama oboljelih od HELLP sindroma,
moze objasniti klinicku simptomatologiju tih poremecaja. Naime, na osnovu rezultata ovog
istraZivanja i dosada$njih spoznaja o upalnim citokinima i apoptozi u PE i HELLP sindromu
mogli bismo zaklju¢iti da SC-i nastali ubrzanom i nepravilnom apoptozom tzv. aponekrozom
dospijevaju iz posteljice u majcinu cirkulaciju i poticu upalna zbivanja u maj¢inom
organizmu u smislu aktivacije endotela krvnih Zila majke i aktivacije upalnih stanica

(leukocita) te poticanja povecanog stvaranja upalnih citokina, ¢ijim se ufincima mogu
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objasniti svi prisutni simptomi trudnica oboljelih od PE i HELLP sindroma. Veéi broj SC-a
koji je pronaden u posteljicama oboljelih od HELLP sindroma i njihov veéi priljev u
cirkulaciju ocito izaziva i snazniji upalni odgovor koji objaSnjava teZu klini¢ku sliku oboljelih

trudnica.

Ovo istrazivanje je pokuSalo dati odgovor o izrazaju citokina u razliitim segmentima
posteljice i 0 mogucoj povezanosti s ubrzanom apoptozom. Dokazana je povezanost izraZaja
TNF-a i poveéanog Al u TB-u i SC-ima posteljica s PE pa je moguée kako je u tim
posteljicama upravo ovaj citokin jedan od pokretaca ubrzane apoptoze. U posteljicama s
HELLP sindromom treba tragati za drugim moguc¢im medijatorima ubrzane apoptoze. IL-10
povezan je s apoptozom u posteljicama iz urednih trudnoca. Iako se PE i HELLP sindrom u
mnogoc¢emu poklapaju, moguce je da su razliciti pokretaci apoptoze razlog razli¢itog stupnja

poremecaja apoptoze i razlicitosti klinicke slike.

Buduca istrazivanja trebaju tragati za drugim pokretac¢ima ubrzane i poremecéene apoptoze u
posteljicama oboljelih od PE i HELLP sindroma, za mogu¢noS$¢u njihove blokade i tako
napokon ciljanom lijeCenju tih vaznih poremecaja trudnoce koji dandanas odnose stotine

tisuca zivota novorodencadi i oboljelih trudnica.
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6. ZAKLJUCCI

1. Apoptotska aktivnost u posteljicama s HELLP sindromom znatno je ve¢a u odnosu na
posteljice s PE i kontrolne posteljice, Sto se ocituje povecanim apoptotskim indeksom
viloznog TB-a, SC-a i decidue bazalis. Apoptotska aktivnost u posteljicama s PE znatno je
veCa u odnosu na kontrolne posteljice. U svim ispitivanim skupinama apoptoza je

najizraZenija u decidui, pa u SC-ima, pa u STB-u i najmanja u CTB-u.

2. Izrazaj upalnih citokina TNF-a, IL-6 i IL-10 u viloznom TB-u, SC-ima i decidui bazalis
posteljica s PE i HELLP sindromom ne razlikuje se u odnosu na kontrolne posteljice. Najveci
izrazaj upalnih citokina TNF-a, 1L-6 i1 IL-10 je u stanicama decidue, potom neSto slabiji u

SC-ima, a najslabiji u stanicama TB-a u sve tri skupine ispitivanih posteljica.

3. Izrazaj TNF-o. u TB-u i SC-ima posteljica s PE u zna¢ajnoj je pozitivnoj korelaciji s
apoptozom TB-a i SC-a, dok u skupini s HELLP sindromom i u kontrolnoj skupini ta
korelacija nije zna¢ajna. Izrazaj IL-10 u SC-ima kontrolne skupine u pozitivnoj je korelaciji s
apoptozom SC-a. IzraZaj IL-6 u decidui posteljica s HELLP sindromom i apoptoze u decidui

je u znacajnoj negativnoj korelaciji.

4. Citomorfologija SC-a razliita je izmedu ispitivanih skupina. Najveéi broj ¢évoriéa i najveéi

broj njihovih jezgara je u posteljicama s HELLP sindromom.
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7. SAZETAK

Cilj: Istraziti izrazaj upalnih citokina TNF-o, IL-6 i IL-10 u viloznom trofoblastu,
sincicijalnim ¢vori¢ima i decidui te istraziti apoptozu svih segmenata viloznog trofoblasta i
decidue posteljica trudno¢a kompliciranih preeklampsijom i HELLP sindromom i rezultate
medusobno usporediti. IstraZiti povezanost izraZaja upalnih citokina i apoptoze u ispitivanim
skupinama posteljica. Istraziti citomorfoloSke karakteristike sincicijalnih ¢vori¢a ispitivanih

posteljica.

Materijali i metode: Ispitivane skupine c¢ine posteljice iz 35 jednoplodnih trudnoca
kompliciranih preeklampsijom i 35 jednoplodnih trudno¢a kompliciranih HELLP sindromom
te isti broj kontrolnih trudnoca uskladenih s ispitivanim posteljicama prema trajanju trudnoce.
Klinicka dijagnoza preeklampsije postavljena je prema strogim Kkritetijima arterijske
hipertenzije i proteinurije, a dijagnoza HELLP sindroma prema kriterijima za hemolizu,
poviSene jetrene enzime i trombocitopeniju. IzraZzaj upalnih citokina odredivan je
imunohistokemijski HSCORE metodom upotrebom specificnih protutijela. Apoptotska
aktivnost odredena je uporabom protutijela M30. Od citomorfoloskih karakteristika
ispitivanih posteljica odredivan je: broj resica, broj sincicijalnih ¢vori¢a i ukupan broj jezgara

u samim ¢vori¢ima.

Rezultati: Nije pronadena statistiCki znaCajna razlika u izrazaju upalnih citokina izmedu
posteljica s preeklampsijom, posteljica s HELLP sindromom i kontrolnih posteljica. Najveci
izrazaj upalnih citokina pronaden je u stanicama decidue, neSto slabiji u sincicijalnim
¢vori¢éima i najslabiji u viloznom trofoblastu u svim ispitivanim skupinama posteljica.
Apoptotski indeks najizraZeniji je u posteljicama s HELLP sindromom, neSto slabiji u
posteljicama s preeklampsijom i najslabije izraZzen u kontrolnim posteljicama. Unutar
pojedine skupine apoptoza je najizraZenija u decidui, pa u sincicijalnim ¢vori¢ima, pa u
sinciciotrofoblastu i najmanja u citotrofoblastu. Izrazaj TNF-a u trofoblastu i sincicijalnim
¢vori¢ima posteljica s preeklampsijom u znacajnoj je pozitivnoj korelaciji s apoptozom
trofoblasta 1 sincicijalnih ¢vorica tih posteljica. Izrazaj IL-10 u sincicijalnim ¢vori¢ima
kontrolne skupine u pozitivnoj je korelaciji s apoptozom unutar sincicijalnih ¢vorica. Izrazaj
IL-6 u decidui posteljica s HELLP sindromom i apoptoze decidue tih posteljica u negativnoj
je korelaciji. Najveci broj ¢vorica i najveci broj jezgra u sincicijalnim ¢vori¢ima pronaden je

u posteljicama s HELLP sindromom.
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Zakljucak: Izrazaj upalnih citokina ne razlikuje se izmedu posteljica s preeklampsijom,
HELLP sindromom i kontrolnih posteljica, $to upucuje na druge izvore poviSene razine
upalnih citokina u krvi oboljelih trudnica. Najve¢i izrazaj upalnih citokina pronaden je u
stanicama decidue tj. u maternalnom dijelu posteljice, $to upucuje na pojacan upalni odgovor
majke u trudno¢i. Teze poremecen apoptotski proces u posteljicama s HELLP sindromom
objasnjava tezu klinicku sliku tog poremecaja u odnosu na preeklampsiju. NajtezZe poremecen
apoptotski proces nalazimo u stanicama decidue i sincicijalnim ¢vori¢ima posteljica. Upravo
veci priljev sincicijalnih ¢vori¢a objaSnjava i1 teZzu simptomatologiju oboljelih trudnica, dok
doprinos pojacane apoptoze decidue u nastanku i tezini bolesti do sada nije istrazivan prema
dostupnoj literaturi. Postojanje pozitivne korelacije TNF-a u trofoblastu i sincicijalnim
¢vori¢ima posteljica s preeklampsijom i apoptoze posteljica s preeklampsijom istice mogucu
ulogu TNF-a u regulaciji apoptoze u preeklampsiji. Pozitivna korelacija IL-10 u sincicijalnim
¢vori¢ima kontrolnih posteljica i apoptoze u tim posteljicama istice njegovu ulogu u
fizioloSkim uvjetima. Veci broj sincicijalnih ¢vori¢a i vec¢i broj jezgara u sincicijalnim
¢vori¢ima posteljica s HELLP sindromom uz povecani Al doprinosi tezoj klinickoj slici

oboljelih od HELLP sindroma.
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8. SUMMARY

Inflammatory cytokines and apoptotic process in placentas from pregnancies

complicated with preeclampsia and HELLP syndrome

Objective: To investigate the expression of inflammatory cytokines TNF-a, IL-6 and IL-10 in
villous trophoblast, syncytial knots and decidua and to determine apoptosis in: villous
trophoblast, decidua and syncytial knots in placentas from pregnancies complicated by
preeclampsia and HELLP syndrome and to compare the results with one another. To
investigate the correlation of inflammatory cytokines and apoptosis in the studied placental

groups and to investigate morphological characteristics of syntityal knots.

Material and methods: The study group consists of placentas from 35 singleton pregnancies
complicated with preeclampsia and 35 singleton pregnancies complicated with HELLP
syndrome, and the same number of gestational-age matched control pregnancies. Clinical
diagnosis of preeclampsia was made according to the strict criteria of hypertension and
proteinuria, and a diagnosis of HELLP syndrome according to the criteria of hemolysis,
elevated liver enzymes and thrombocytopenia. Expression of inflammatory cytokines was
determined immunohistochemically by HSCORE method using specific antibodies.
Apoptotic activity was determined using the M30 antibody. Cytomorphological
characteristics of examined placentas were determined by: the number of villi, the number of

syncytial knots and the total number of nuclei in syncytial knots.

Results: There was not any significant difference in the expression of inflammatory cytokines
between the preeclamptic placentas, placentas with HELLP syndrome and control placentas.
The highest expression of inflammatory cytokines was found in decidual cells, weaker in
syncytial knots and the weakest in villous trophoblast cells in all examined placental groups.
Apoptotic activity is the highest in the placenta with HELLP syndrome, slightly lower in
preeclamptic placentas and the least pronounced in the control placentas. Within the each
placental group apoptosis was most pronounced in decidua, than in syncytial knots, than in
syntytiotrophoblast and the lowest in cytotrophoblasts. TNF-a expression in trophoblast and
syncytial knots placentas from preeclampsia shows the significant positive correlation with
apoptosis of trophoblast and syncytial knots of placentas with preeclampsia. IL-10 expression
in syncytial knots in control group placentas positivly correlated with apoptosis of syncytial

knots. IL-6 expression in decidua placentas with HELLP syndrome is negatively correlated
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with apoptosis in decidual cells. The largest number of syncytial knots and the largest number

of nuclei in syncytial knots were found in placentas from HELLP syndrome.

Conclusion: Expression of inflammatory cytokines does not differ between placentas with
preeclampsia, placentas with HELLP syndrome and control placentas suggesting other
sources of inflammatory cytokines in the blood of pregnant women with preeclampsia or
HELLP syndrome. The highest expression of inflammatory cytokines was found in decidual
cells (maternal part of placenta) which suggest for enhanced maternal inflammatory response
during pregnancy. Higher disrupted apoptotic process in placentas from HELLP syndrome
explains the severe clinical signs of this pregnancy disorder in relation to preeclampsia. The
highest disrupted apoptotic process was found in decidual cells and syncytial knots. Larger
influx of syncytial knots explains severe symptomatology of patients with HELLP syndrome.
Increased apoptosis in the decidua can contribute to the severity of the disease, although it

has not been investigated according to the available literature.

There is a positive correlation of TNF-a in the trophoblast and syncytial knots placentas with
preeclampsia and apoptosis in preeclamptic placentas that highlights the potential role of
TNF-a in the regulation of apoptosis in preeclampsia. Positive correlation between IL-10 in
syncytial knots of control placentas and apoptosis in these placentas emphasizes its role in
physiological conditions. A larger number of syncytial knots and greater number of nuclei in
the syncytial knots also contribute to more pronounced clinical symptoms of patients with

HELLP syndrome.
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