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SAZETAK

Cilj istrazivanja: intrauterini zastoj rasta (IUGR) je patolosko stanje definirano smanjenom
sposobnoscu fetusa da postigne genetski ocekivani potencijal rasta tijekom trudnoce. Tijekom
pocetnih faza placentacije dolazi do slozenih medusobno povezanih procesa kao Sto su
proliferacija stanica, diferencijacija, apoptoza i invazija trofoblasta. Diferencijacija stanica
trofoblasta ukljucuje proces epitelno-mezenhimne tranzicije (EMT) u kojoj vaznu ulogu igraju
proteini Hedgehog signalnog puta. Ptchl protein je inhibitor Hh signalnog puta dok Smo
pokrece kaskadnu aktivaciju ovog puta. Cripto-1 ima ulogu u indukciji EMT, a survivin u
regulaciji stani¢ne diobe 1 inhibiciji apoptoze. Cilj ovog istraZivanja je bio ispitati ekspresiju
proteina Ptchl, Smo, cripto-1 i survivina u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i u
terminskim posteljicama iz zdravih trudno¢a kako bi se istrazio njihov potencijal kao
biomarkera za ranu dijagnozu, prevenciju i lijeCenje intrauterinog zastoja rasta.

Metode: prisutnost proteina Ptchl, Smo, cripto-1 i survivina odredena je u 153 arhivirane
posteljice od kojih su 122 posteljice iz [IUGR-a i 31 iz nekompliciranih terminskih trudnoca.
Proteini su kvantificirani imunohistokemijski i izraZzeni u vidu postotka pozitivnih stanica
(PPS) 1 intenziteta reakcije (IR). Skupine su formirane prema vrijednostima
imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) koji ¢ini umnozak PPS i IR.

Rezultati: istrazivanje je pokazalo pojacanu ekspresiju Ptchl i survivina u posteljicama sa
zastojem fetalnog rasta u odnosu na kontrolnu skupinu. Nije bilo razlike u ekspresiji Smo 1
cripto-1 izmedu ove dvije skupine. Rezultati pokazuju da je u IUGR posteljicama znacajnije
inhibiran prijenos Hh signalnim putem koji moze za posljedicu imati slabiju epitelno-
mezenhimnu tranziciju ekstraviloznog trofoblasta kao vaznog Cimbenika patologije trudnoce.
Zakljucak: poremecaji Hh signalnog puta utje€u na funkcionalne i morfoloSke promjene u
posteljicnom tkivu dovodeci do zastoja fetalnog rasta. Povecana ekspresija Ptchl i survivina u
posteljicama s IUGR-om ukazuje na njihovu potencijalnu ulogu kao pokazatelja disfunkcije
posteljice a koji bi se u budu¢nosti mogli koristiti u dijagnostici i ciljanoj terapiji zastoja

fetalnog rasta.

Kljuéne rijeci: cripto-1; intrauterini zastoj rasta; posteljica; Ptchl; Smo; survivin
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SUMMARY

Objective: intrauterine growth restriction (IUGR) is a pathological condition defined as the
reduced ability of the fetus to achieve its genetically predetermined growth potential during
pregnancy. In the early stages of placentation, complex and interrelated processes occur,
including cell proliferation, differentiation, apoptosis, and trophoblast invasion. Trophoblast
differentiation involves the process of epithelial-mesenchymal transition (EMT), in which
proteins of the Hedgehog (Hh) signaling pathway play a critical role. The Ptchl protein acts as
an inhibitor of the Hh pathway, whereas Smo initiates its cascade activation. Cripto-1
contributes to EMT induction, while survivin regulates cell division and inhibits apoptosis. The
aim of this study was to examine the expression of Ptchl, Smo, Cripto-1, and survivin in
placentas from pregnancies complicated by IUGR and in term placentas from healthy
pregnancies, in order to evaluate their potential as biomarkers for early diagnosis, prevention,
and treatment of intrauterine growth restriction.

Methods: the presence of Ptchl, Smo, cripto-1, and survivin proteins was determined in 153
archived placentas, of which 122 were from IUGR pregnancies and 31 from uncomplicated
term pregnancies. Proteins were quantified immunohistochemically and expressed as the
percentage of positive cells (PPC) and reaction intensity (RI). Groups were stratified
according to the values of the immunohistochemical staining index (ISI), calculated as the
product of PPC and RI.

Results: the study demonstrated increased expression of Ptchl and survivin in placentas from
ITUGR pregnancies compared with the control group. No differences in the expression of Smo
and cripto-1 were observed between the groups. The findings indicate that in [IUGR placentas,
Hh pathway signaling is more strongly inhibited, which may result in impaired epithelial—
mesenchymal transition of extravillous trophoblasts, an important factor in pregnancy
pathology.

Conclusion: dysregulation of the Hh signaling pathway influences functional and
morphological changes in placental tissue, leading to fetal growth restriction. The increased
expression of Ptchl and survivin in [UGR placentas suggests their potential role as markers of
placental dysfunction, which could be utilized in the future for diagnostic purposes and

possibly for targeted therapies of intrauterine growth restriction.

Keywords: cripto-1; intrauterine growth restriction; placenta; Ptch1; Smo; survivin
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1. UVOD I PREGLED ISTRAZIVANJA

1.1 Posteljica

Posteljica je organ koji ¢ini vaskularnu vezu izmedu majke 1 fetusa ¢ime omogucuje razmjenu
hranjivih tvari i plinova izmedu njihovih krvotoka. Posteljica stiti fetus od imunoloskog sustava

majke 1 stvara hormone pa ima ulogu endokrinog organa [1].

Osnovna uloga posteljice je uspostavljanje krvotoka izmedu majke 1 fetusa te predstavlja prvi
organ koji se stvara u trudno¢i [2]. Poremecaji rasta, fetalne anomalije, smrt ploda ili bolesti
majke vezane za trudnocu naj€esce su posljedica poremecaja u razvoju vaskularnog sustava

posteljice [3].

Posteljica je gradena od parenhima, decidualnog tkiva s majcine strane (lat. decidua basalis) te
membrana amniona 1 koriona. Krvne zile majke u posteljici umjesto endotelnih stanica

obloZene su stanicama ekstraviloznog trofoblasta i otvaraju se u intervilozne prostore.

Fetalni dio posteljice ¢ini korionska plo¢a gradena od korionskih resice unutar kojih se nalaze
krvne Zile fetusa. Korionske resice su prekrivene trofoblastom (vilozni trofoblast) koji se sastoji

od unutarnjeg sloja citotrofoblasta i vanjskog sloja sinciciotrofoblasta.

Endotel fetalnih kapilara u korionskim resicama je u indirektnom kontaktu s maj¢inom krvlju
preko trofoblasta koji Cine barijeru izmedu fetalnog i majcinog krvotoka te je prema tome

ljudska posteljica hemokorijalna [4, 5].

1.2 Epitelno-mezenhimalna tranzicija

Za normalnu funkciju posteljice vazna je diferencijacija humanog placentarnog citotrofoblasta
(CTB) u invazivni ekstravilozni citotrofoblast (EVT) tj. stanicni prijelaz iz epitelnog fenotipa
u mezenhimski. Epitelne stanice se diferenciraju u mezenhimske stanice procesom koji se
naziva epitelno-mezenhimalna tranzicija (engl. epithelial-mesenchymal transition;, EMT). EMT
je povratni proces koji ukljuuje i mezenhimalno-epitelni prijelaz (mezenhimalno-epitelna
tranzicija; MET) kojim se transformirane mezenhimske stanice opet mogu vratiti u epitelne.
MET se prvi put pojavljuje tijekom razvoja u periodu predimplantacije, a EMT tijekom procesa

stvaranja mezoderma [6, 7].

EMT se odvija pod kontrolom niza molekularnih procesa koji za sada nisu dovoljno poznati. U

tom procesu epitelne stanice pocinju nalikovati fibroblastima — dobivaju sposobnost migracije



i invazije. Ekstravilozni citotrofoblast procesima invazije i migracije infiltrira majc¢ine krvne
zile 1 deciduu. Na taj nacin endotelne stanice krvnih Zila zamjenjuju se stanicama trofoblasta,
nestaje glatki miSi¢ medije, a spiralne arteriole majke pretvaraju se u Siroke kanale niskog
otpora Cime se povecava protok krvi kroz posteljicu. Taj proces naziva se arterijsko
remodeliranje ili fizioloSka pretvorba spiralnih arterija i vazan je mehanizam i za nastanak

EMT [8, 9, 10, 11].

Tijekom EMT dolazi do gubitka polariteta epitelnih stanica, reorganiziranja citoskeletne
arhitekture 1 promjene oblika stanice, ekspresije gena koji poti¢u mezenhimalni fenotip i
povecanja pokretljivosti stanica. Razgradnja proteina izvanstani¢nog matriksa (ekstracelularni

matriks, ECM) pomoc¢u matriks metaloproteinaze doprinosi invazivnom ponaSanju stanica.

EMT se odvija tijekom placentacije ali i u raznim fazama embrionalnog razvoja. EMT poticu
niz transkripcijskih faktora koji reguliraju ekspresiju kadherina prije svega E-kadherina ¢ime

moduliraju adheziju stanica [12].

U regulaciji EMT sudjeluju signalni putevi koji su medusobno povezani u mrezi medusobnih
interakcija kako bi potaknuli EMT. Osim pokretanja EMT putem SMAD proteina,
transformirajudi faktor rasta B (engl. transforming growth factor beta, TGFf) aktivira puteve
PI3K-AKT, ERK MAPK, p38 MAPK 1 Jun N-terminalnu kinazu. Nekoliko faktora rasta koji
djeluju putem receptorskih tirozin kinaza (RTK) ukljucujuci epidermalni faktor rasta (engl.
epidermal growth factor, EGF), faktor rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor, FGF),
faktor rasa hepatocita (engl. hepatocyte growth factor, HGF), vaskularni endotelni faktor rasta
(engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) mogu inducirati EMT.

U EMT-u sudjeluju brojni signalni putovi kao Wnt, Notch i Hedgehog (Hh). U Hh signalnom
putu Glil inducira ekspresiju Snaill te tako potice smanjenje razine epitelnog kadherina (E-
kadherin) dok survivin povecava ekspresiju E-kadherina u procesu EMT [13]. Cripto-1 je
povezan s EGF i EMT a njegova smanjena ekspresija je povezana s poremecajima u stvaranju

mezoderma [14, 15].

Smatra se da je nedostatna invazija trofoblasta povezana s razvojem kroni¢ne placentarne
insuficijencije, a preduboka invazija s razvojem koriokarcinoma [16, 17]. Budu¢i da se radi o
invaziji 1 migraciji stanica ovaj proces je poznat u invaziji karcinomskih stanica i stvaranju

metastaza [18].



1.3 Hedgehog signalni put

Hedgehog signalni put (Hh) se prvi put opisuje kod vinske muSice (lat. Drosophila
melanogaster) kada je detektirana genska mutacija u uzorku li¢inke nalik bodljikavom jezu po
¢emu je put dobio ime [19]. To je ujedno i evolucijski sacuvan put prijenosa signala od

stanicne membrane do jezgre.

Hh signalni put sudjeluje u diferencijaciji 1 proliferaciji stanica u normalnom embrionalnom
razvoju kao 1 nastanku tumora u ljudi. Embriogeneza 1 tumorigeneza imaju zajednicke

karakteristike, a oba procesa ovise o koordinaciji proliferacije, diferencijacije i migracije [20].

Sastavnice Hh signalnog puta su: transmembranski protein Ptchl (engl. Protein patched
homolog 1) koji sluzi kao receptor ovog puta te tri posrednika Hh signalizacije Glil, Gli2 1 Gli3.
Glil je aktivator, a Gli2 1 Gli3 mogu biti aktivatori ili represori ove signalizacije. Aktivacijom
Hh signalnog puta Gli protein se translocira u jezgru i dovodi do transkripcije ciljnih gena

vezivanjem za njihove promotore.

Protein Smoothened (Smo) koji je povezan s Gli proteinima regulira aktivaciju Hh signalnog

puta. U slucaju nedostatka liganda Sonic Hedgehog (Shh) Smo inhibira Ptchl iput je inaktivan.

Hh signalni put aktiviraju tri ¢lana obitelji Hh gena: Sonic Hedgehog (Shh), Indiana Hedgehog
(Ihh) 1 Desert Hedgehog (Dhh). Bilo koji od ova tri gena se mogu vezati za Ptchl 1 pokrenuti
Hh signalizaciju [21, 22].

Shh je najjaci aktivator Hh signalnog puta i ima vaznu ulogu u razvoju ploda ukljucujuci
zatvaranje neuralne cijevi, razvoju udova, zuba, gusterace, pluca i folikula dlake [23]. Taj put
je sloZen jer se ne kontroliraju samo komponente tog puta nego 1 posttranslacijske modifikacije

medu kojima su ubikvitinacija i acetilacija [24].

Shh se veze na transmembranski protein Ptchl na povrSini stanice. U nedostatku Shh, Ptchl
potiskuje aktivnost receptora Smo. Vezanje Shh na Ptchl smanjuje inhibiciju Smo §to dovodi
do aktivacije Gli transkripcijskih faktora. Transkripcijski faktori Glil 1 Gli2 cijepaju se i
transportiraju u jezgru Sto dovodi do transkripcije Gli ciljnih gena uklucujuéi Ptchl i Gli [25].
U slucaju inhibicije Shh signalizacije zaustavlja se diferencijacija neuralne ploce [26].
Prekomjerna aktivacija Shh povezana je s brojnim vrstama raka, posebice karcinomom

bazalnih stanica i meduloblastomom.



Sufu protein je negativan regulator Hh signalnog puta. Sufu se veze izravno za Gli proteine, a
aktivirani Smo dovodi do pomaka Sufu-Gli kompleksa u cilije nakon ¢ega slijedi disocijacija
kompleksa i zapocinje transkripcija ciljnog gena [27, 28]. Sufu inhibira Gli proteine
sprecavajuc¢i njihovu translokaciju u jezgru, odnosno ima vaznu ulogu u stabilizaciji Gli 1

odrzavanju to¢nosti Hh signalizacije[29, 30].

Postoje dva osnovna Hh signalna puta: kanonski i nekanonski signalni put. Aktivacija
kanonskog puta ide preko receptora Ptchl i Gli transkripcijskih faktora, a nekanonskog puta
nize od Smo proteina odnosno neovisno o Smo proteinu. Kanonski Shh put reguliran je
trajanjem signala kao i izmjenom ravnoteze aktivatora Gli A i represora Gli R. Od Gli faktora
transkripcije (Glil, Gli2 1 Gli3) Gli3 ima ulogu represora, a Glil 1 Gli2 uloge aktivatora.
Aktivan Smo potice razgradnju, proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu u razli¢itim stanicama

1 organima [31]. Hh svoju ulogu ostvaruje snagom represora Gli R 1 aktivatora Gli A [32].

U slucaju nedostatka Hh liganda protein kinaza A (PKA) inhibira aktivnost transkripcijskih
faktora Gli dok se u prustnosti liganda aktivira Ptchl koji omoguéava Smo da se aktivira i
ponisti inhibicijski u¢inak PKA na Gli proteine, a Gli2 1 Gli3 postaju aktivatori [33]. Aktivnost
PKA je klju¢na za Hh signalizaciju. Bazalna razina aktivnosti PKA u odsutnosti Hh liganda
odrzava supresiju Hh signalnog puta. Ako je aktivnost PKA smanjena to uzrokuje ektopi¢nu

ekspresiju Hh ciljnih gena [34].

Steroidni hormoni imaju vaznu ulogu u fizioloskim procesima u stanici. Progesteron se
sintetizira u trudno¢i, a posteljica je steroidogeno tkivo. Progesteron potice Ihh za koji je
poznato da je bitan u komunikaciji epitela i strome u implantaciji embrija. Poremecaji u tom

putu mogu dovesti do neplodnosti ili odbacivanja ploda [35].

Na stani¢noj liniji dokazano je da je EMT klju¢ni proces placentacije te da Hh signalizacija
poti¢e Gli ekspresiju u stanicama citotrofoblasta [36]. Hh signalni put povezan je s drugim
signalnim putevima kao sto su: TGF-B, EGFR, K-RAS, PKA, Notch i Wnt/ B-katenin 1 drugi
[37]. Koji signalni put u stanici ¢e se aktivirati i kakva ¢e reakcija biti ovisi o tipu stanice kojoj
je signal upucen pa ¢e se tako kod EMT eksprimirati Snaill, TWIST2, MMP-9 [38]. Unato¢

dosadas$njim istrazivanjima jo$ je nepoznanica u razumijevanju ovog puta [39].

Poremecaj u funkcioniranju signalnog puta Hh povezan je s razvojnim anomalijama i
nastankom tumora. Prema dosadasnjim istrazivanjima Hh signalni put pridonosi razvoju jedne

trec¢ine svih malignih tumora [40].



Aberantna aktivacija Hh signalnog puta uzrokovana je mutacijama gena ili pretjeranom
ekspresijom Hh signalnih molekula. Inhibicija Hh puta dovodi do suprimiranja rasta tumorskih
stanica, njihove sposobnosti invazije okolnih tkiva i stani¢ne pokretljivosti. Istrazivanje
inhibitora Hh signalnog puta smatra se vaznim za lije€enje pacijenata s uznapredovalim

karcinomima u buduénosti.

1.3.1 Protein Ptchl

Hh signalnom putu pripadaju dva transmembranska proteina koji imaju ulogu receptora ovog
puta: Ptch i Smo [41]. Za razliku od drugih receptora koji imaju ulogu aktivatora ovog puta
Ptch djeluje kao inhibitor. U nedostatku Hh liganda Ptch1 protein funkcionira tako da odrzava
Hh signalni put u neaktivnom stanju inhibiranjem translokacije signalnog proteina Smo do
primarne cilije. Hh ligandi aktiviraju signalni put u ciljnim stanicama vezanjem na Ptchl
receptor i stimuliranjem internalizacije i lizosomske degradacije Hh—Ptch1 kompleksa, ¢ime se
ublaZava represivni u¢inak na Smo. Do sada su istraZena dva tipa Ptch receptora, Ptchl 1 Ptch2,
koji mogu inhibirati Smo. Shh, Thh i Dhh ligandi se mogu vezati za oba Ptch receptora. Ptchl 1
Ptch2 geni imaju razli¢itu ekspresiju tijekom epidermalnog razvoja tako da je Ptchl primarno
izrazen u mezenhimskim stanicama koje proizvode Shh protein, a Ptch2 u epitelnim stanicama

koze i testisa [42, 43].

Vezanje liganda na Ptchl predstavlja mehanizam aktivacije Smo [44]. Aktivirani Smo se
naknadno translocira na primarnu ciliju gdje aktivira faktore transkripcije Gli za ulazak u jezgru
te inicira transkripciju ciljnih gena, medu njima i Ptchl. Ptchl kodira transmembranski
glikoprotein koji pokazuje dvostruke regulatorne aktivnosti. Ne samo da Ptchl funkcionira za
odrzavanje Smo u inaktivnom stanju, ve¢ i transkripcijska aktivacija Ptch1 kao Hh ciljnog gena
takoder funkcionira kao kriticna regulatorna petlja negativne povratne sprege koja sluzi za
prigusivanje aktivnosti puta kroz sekvestraciju Hh liganda [45]. Kada se ligand veze za Ptchl
on ne moze vise izbacivati slobodni kolesterol koji se potom nakuplja i zauzima mjesto na Smo
receptoru Sto aktivira Smo. Nakon vezanja Shh na Ptchl prestaje inhibicija Smo, dolazi do
aktivacije puta, prijenosa 1 modeliranja Gli transkripcijskih faktora koji ulaze u jezgru i1
aktiviraju transkripciju ciljnog gena. Transkripcija se odvija pod kontrolom protein kinaze A
(PKA) [46]. Dosadasnja istrazivanja nisu u potpunosti razjasnila kako se prenosi signal od Smo
do Gli. Poznato je da regulacija ide preko Gli fosforilacije ciklickog AMP (cAMP) ovisne o
PKA koja je najbitnija za stvaranje aktivatora. Kada je Ptch slobodan on inhibira Smo 1 potice

nakupljanje Smo na povrsini stanice [47].



1.3.2 Protein Smoothened

Smo protein je koreceptor u Hh signalnom putu, a pripada obitelji G-proteina vezanih za
receptor (engl. G-protein-coupled receptor, GPCR) (224). GPCR c¢ine najvecu obitelj
membranskih proteina koji posreduju u transmembranskoj transdukeciji izvanstanicnih signala,
ukljucujuéi endogene kemijske ligande i egzogene podrazaje. Smo je GPCR klase F koji
regulira fizioloski vazan Hh signalni put. Smo je pozitivan regulator Hh signalnog puta koji
potice aktivaciju njegovih nizvodnih komponenti, a sluzi kao pretvarac signala koji potjece od
Ptchl 1 pod ¢ijom je kontrolom [40, 48]. Mehanizam kojim Ptch1 inhibira Smo joS$ uvijek nije
jasan, a kao moguci regulatori Smo aktivnosti spominje se kolesterol [46]. Nakon vezanja Hh
liganda na Ptchl dolazi do aktivacije Smo koji se fosforilira pomoc¢u PKA 1 prenosi signal u
citoplazmu gdje je konacni cilj Gli protein [49]. Smatra se da signal nastaje kada se Smo veze
na Gli-protein 1 tako snizi cAMP i inaktivira PKA 1 CK1 (engl. casein kinase 1,CKI), a taj
proces pomazu GRK2 (engl. Gprotein-coupled receptor kinase 2, GRK?2) i B-arestin kao kinaze
G receptora [50]. Kada Hh ligand nije vezan za receptor, Ptchl potiskuje Smo, a Gli se ne
aktivira [51].

S obzirom na to da Smo djeluje preko protein kinaza pripada kanonskom Hh signalnom putu.
Aktivacija kanonskog Hh puta rezultira supresijom proteoliticke razgradnje Gli proteina Sto
povecava njihovu razinu u citoplazmi i jezgri a time i transkripciju ciljnih gena u Hh signalnom
putu. Ovaj signalni put pokazuje visoku razinu aktivnosti u embrionalnom razvoju tkiva 1
organa, a nisku razinu aktivnosti u tkivima odraslih. Disregulacija puta, obi¢no pojavom
onkogenih mutacija, rezultira nastankom nekoliko karcinoma, ukljucujuéi karcinom bazalnih
stanica i meduloblastom. Upravo je Smo ciljna molekula za razvoj novih antitumorskih lijekova

[52].
1.3.3 Protein cripto-1

Cripto-1 je Clan obitelji epidermalnog faktora rasta (EGF-CFC), a utvrdeno da ima ulogu u
embriogenezi, migraciji stanica i rastu tumora kroz procese epitelno mezenhimalne tranzicije
gdje se epitelne stanice pretvaraju u pokretni mezenhimalni fenotipi i migriraju u druga
podrucja tijela. Cripto-1 je neophodan tijekom embrionalnog razvoja ali ima i patolosku ulogu

u razvoju tumora i nastanku metastaza.

Cripto-1 aktivira viSe signalnih puteva djelujuci preko transformirajuc¢eg faktora rasta beta

(TGFp) i snazan je induktor EMT [53]. Aktivnost proteina cripto-1 je takoder pod utjecajem



drugih signalnih puteva kao $to su Wnt i B-katenin, a koreceptor je za Nodal, protein iz obitelji
TGF-B koji igra ulogu u diferencijaciji i regulaciji mati¢nih stanica [54, 55]. Dok cripto-1 i
njegov koreceptor Nodal pokazuju povecanu ekspresiju kod razli¢itih karcinoma, ta dva
proteina poti¢u EMT kroz razli¢ite mehanizme neovisne jedan o drugom. Utvrdeno je da Nodal
inducira EMT kroz fosforilaciju ERK1/2 (engl. extracellular signal-related kinase, ERK), dok
cripto-1 koristi c-SRC signalizaciju za induciranje EMT [56, 57].

U ranom embrionalnom razvoju cripto-1 igra vaznu ulogu u diferencijaciji zametnog sloja a
kasnije u razvoju svakog organa. Posteljicne stanice trofoblasta i tumorske stanice imaju sli¢ne

bioloske karakteristike, a cripto-1 moze kontrolirati njihovu migraciju i invaziju.

Cripto-1 je jaCe izraZzen tijekom ranog embrionalnog razvoja, a slabije je izrazen ili neaktivan
u posteljici u drugom 1 treCem tromjese¢ju normalne trudnoce. Pojacana ekspresija cripto-1
moze poremetiti normalne EMT i MET procese stanica trofoblasta i aktivirati patoloske puteve
koji ¢e dovesti do produljenja i jaceg intenziteta invazije trofoblasta [58]. U embriogenezi

cripto- 1 ima ulogu u indukciji EMT-a, a u tumorogenezi potice angiogenezu endotela [59].

Cripto-1 smanjuje regulaciju E-kadherina i povecava N-kadherin. E-kadherin je kljucan za
adheziju izmedu stanica osobito u epitelnim tkivima, a N-kadherin potiCe agregaciju stanica i

invaziju malignih stanica [60, 61].

Cripto-1 je u tkivima odraslih slabo izraZzen, dok su cripto-1 mRNA 1/ili proteini poviSeni u
nekoliko razlic¢itih tipova ljudskih tumora, ukljuc¢ujuci rak dojke, debelog crijeva, pluca, zeluca,
gusterace, jajnika i testisa. Onkogena aktivnost cripto-1 povezana je s aktivacijom glipikan-
1/ras/c-src/mitogenom-aktivirane protein kinaze (MAPK) 1 fosfatidilinozitol 3’ kinaznih
(PI3K)/AKT puteva, kao i inhibicijom tumorskog faktora rasta B1. Visoka ekspresija cripto-1
u karcinomima i nedostatak ili niske razine ekspresije u normalnim tkivima ¢ini ga

potencijalnom molekulom za razvoj novih antitumorskih lijekova [62].

1.3.4 Protein survivin

Survivin pripada grupi inhibitora proteina apoptoze (IAP), vazne skupine proteina ukljuc¢enih u
regulaciju apoptoze. Budu¢i da sudjeluju u regulaciji stanicne smrti svaki poremecaj regulacije
u funkciji IAP je povezan s razvojem raka, indukcijom onkogeneze ili rezistencijom na lijekove
[63]. Survivin je najmanji [AP protein s jednom domenom BIR-a (Baculovirus IAP ponavljanja
) na N-kraju i1 CC (engl. C terminus Coiled Coil) domenom. Od svih IAP proteina survivin

pokazuje najmanju ekspresiju u tkivima odraslih a ima vaznu ulogu u regulaciji stani¢ne diobe



1 inhibiciji apoptoze. Survivin je kodiran genom BIRCS i sastoji se od 4 egzona i 3 introna na
kromosomu 17q25. Istrazivanja su pokazala da utjece na mitozu odnosno na stvaranje diobenog
vretena. Survivin je jedinstven medu proteinima koji inhibiraju apoptozu jer pokazuje
ekspresiju reguliranu stani¢nim ciklusom koja doseze vrhunac tijekom mitoze. Prekomjerna
ekspresija Survivina inhibira intrinzicne i ekstrinzicne putove apoptoze [64]. Smanjenje
Survivina u ljudskim stanicama uzrokuje poremecaje apoptoze i stani¢ne diobe [65]. Survivin
inhibira mitohondrijski put apoptoze vezivanjem na pro-apopti¢ke proteine SMAC/DIABLO i
na taj nacin spreCava aktivaciju kaspaze. SMAC/DIABLO proteini se oslobadaju iz

mitohondrija i aktiviraju kaspazu-9 §to inducira apoptozu [66].

Survivin ima dvostruku funkciju i1 to kao regulator stanicne diobe i inhibitor apoptoze.
Prisutan je u fetalnom tkivu i vecini solidnih tumora u ljudi te sudjeluje u MET procesima

[67].

Stani¢ni procesi kao $to su proliferacija, apoptoza, autofagija, EMT i drugi reguliraju se Gli
transkripcijskim faktorima. Survivin je detektiran kao ciljni gen Hh puta i primarno je reguliran

s Gli2 transkripcijskim faktorom [68].

U zdravim trudno¢ama survivin je aktivan u citotrofoblastima i kljucan je za ocuvanje
integriteta tkiva posteljice 1 uredne diferencijacije. Nedavne studije pokazuju da je ekspresija
survivina smanjena kod preeklampsije 1 [IUGR-a §to je u korelaciji s pove¢anom apoptozom

trofoblasta, dok se povecana ekspresija vidi kod gestacijske trofoblastne bolesti [69].

Ekspresija Survivina u tumorima korelira s inhibicijom apoptoze i smanjenom stopom stanicne
smrti te agresivno$éu tumora i otpornos¢u na kemoterapiju. Ekspresija proteina survivina
koristi se kao prognosticki ¢cimbenik u nekoliko razli€itih tumora. Visoka ekspresija survivina
korelira s agresivnijim tumorima, smanjenim odgovorom na kemoterapiju te skracenim
vremenom preZivljavanja u usporedbi s tumorima koji su survivin negativni. Iz tih razloga

Survinin predstavlja ciljnu molekulu za razvoj imunoterapije i genske terapije tumora [70, 71].

1.4 Intrauterini zastoj fetalnog rasta

Intrauterini zastoj fetalnog rasta, prisutan u 5-10% trudnoca, jedan je od vodec¢ih problema
suvremene perinatologije zbog visokog perinatalnog morbiditeta i mortaliteta, a u uskoj je vezi
s gradom posteljice 1 nedostatnom posteljicnom perfuzijom koja dovodi do zastoja fetalnog

rasta i kroni¢ne fetalne hipoksije [72, 73].



Intrauterini zastoj rasta fetusa se definira kao usporenje rasta fetusa koji zbog nedovoljne
potpore za rast ne dosegne ocekivanu porodajnu masu u odredenoj gestacijskoj dobi (< 10.

centile normativne krivulje).

Definicija intrauterinog zastoja fetalnog rasta temelji se na ultrazvucnoj procjeni. Oko 70%
djece s porodajnom tezinom ispod 10. centile je potpuno zdravo i to stanje se naziva idiopatskim
zastojem rasta, a preostalih 30% zastoja rasta je patoloSko [74]. Od svih zastoja u rastu 20%
djece u podlozi ima insuficijenciju posteljice koja se moze utvrditi prenatalno ultrazvu¢nom i
Doppler pretragom, a ova skupina djece je klinicki najugrozenija. U 10% djece sa zastojem
rasta uzrok su kromosomske anomalije, poremecaji razvoja organa, infekcije (npr.

citomegalovirus) te toksi¢ni okolisni ¢imbenici (nikotin, alkohol) [75].

Cesto se mijenjaju pojmovi, intrauterini zastoj rasta (engl. intrauterine growth restriction,
IUGR) koji se jos engleski naziva FGR (engl. fetal growth restriction, FGR) s pojmom djece
rodene s malom porodajnom tezinom za gestacijsku dob (engl. small for gestational age, SGA).
Djeca mala za gestacijsku dob su ona ¢ija je procijenjena teZina ili opseg trbuha, odnosno

porodajna tezina manji od 10. centile za gestacijsku dob, spol i1 paritet majke.

Fetusi s malom tezinom su u biti mali ali konstitucijski zdravi fetusi §to je posljedica njihovog
unaprijed odredenog potencijala rasta. Dok su s druge strane fetusi s intrauterinim zastojem
rasta izloZeni pove¢anom kratkotrajnom i dugotrajnom perinatalnom morbiditetu 1 mortalitetu
[76]. Da bi razlikovali [UGR od malog zdravog djeteta puno nam pomaze Doppler pupcane
arterije [77].

Zastoj] fetalnog rasta je sloZen, multifaktorijalni poremecaj koji mogu uzrokovati fetalni,
okoli$ni, maternalni i uteroplacentarni ¢imbenici koji su najces¢i uzrok nedostatne funkcije
posteljice [78]. Trudnice s nizim socioekonomskim statusom, veéim brojem trudnoca,
odredenom rasom, pusenjem, pothranjenosti, raznim sistemskim bolestima (kroni¢na arterijska

hipertenzija, sistemski eritematozni lupus, Se¢erna bolest) imaju poviseni rizik za IUGR.

Najces¢i fetalni uzroci zastoja rasta su genetski poremecaji (kromosomski, mikro
delecije/duplikacije, mutacije, epigenetski poremecaji), fetalne infekcije (citomegalovirus,
toksoplazmoza, herpes, rubeola, sifilis, Zika virus, malarija) i malformacije, izloZenost
teratogenu (lijekovi, toksini), a uteroplacentarni ¢cimbenici ukljucuju insuficijenciju posteljice

[79].



Jedan od najces¢ih uzroka intrauterinog zastoja rasta je poremecéena funkcija posteljice na
koju moZemo posumnjati Dopplerskim ultrazvuénim mjerenjem protoka kroz majcine i

fetalne krvne Zzile 1 to u drugom tromjesecju trudnoce [80, 81].

1.4.1 Podjela intrauterinog zastoja fetalnog rasta

Zastoj rasta fetusa moZze biti simetri¢ni, asimetri¢ni 1 mjeSoviti ovisno o tome koji su organi

zahvaceni zastojem.

Simetri¢ni zastoja fetalnog rasta je posljedica smanjenog genetskog potencijala ili posljedica
ranog djelovanja Stetnih noksi na trudnocu. Biometrijski faktori rasta jednakomjerno su
smanjeni, plod je malen 1 proporcionalan, a moZe se dijagnosticirati ultrazvucno prije 24. tjedna.

Ovaj tip zastoja javlja se u oko 20-30% svih slucajeva [82].

Asimetri¢ni tip zastoja je CeS¢i i1 javlja se u 70 -80 % sluCajeva, a najcesce je vezan za
insuficijenciju posteljice. Kod ovog tipa zastoja smanjeno je masno tkivo ploda odnosno
smanjen je opseg trbuha dok su biparijetalni promjer, opseg glave i duljina bedrene kosti uredne
velicine.

Rani zastoj rasta je onaj koji nastupi prije 32. tjedna gestacije i u vezi je s kromosomskim
anomalijama, infekcijom ili ranom posteljicnom insuficijencijom dok kasni zastoj rasta
zapocCinje u zadnjem tromjesecju trudnoce i povezan je s disfunkcijom posteljice [75]. Rani 1
kasni zastoj rasta se razlikuju u teZini, nalazu Dopplera, povezanosti s hipertenzivnim
komplikacijama, promjenama na posteljici i terapijskom pristupu [83, 84, 85]. Rani IGUR ima
prevalenciju od 0.5%-1%, tezi je oblik, ¢eS¢e je povezan s patoloskim nalazom Dopplera

pupcane arterije i preeklampsijom.

Zastoj fetalnog rasta kao posljedica kroni¢ne posteljicne insuficijencije (asimetri¢ni zastoj
rasta) drugi je vodeci ¢imbenik rizika perinatalne smrtnosti, a takvi fetusi imaju 5 do 10 puta
veci rizik intrauterine smrti za koju se smatra da je ,,preventabilna‘ [72]. Osim toga znacajan je
uzrok morbiditeta novorodencadi poput cerebralne paralize i prematuriteta, a nosi prema
Barkerovoj teoriji fetalnog programiranja kroni¢nih bolesti (engl. The Developmental Origins
of Health and Disease, DOHaD) i dozivotni rizik za neuroloske, imunoloske, kardiovaskularne

1 endokrinoloske posljedice [86].
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1.4.2 Patohistoloske promjene na posteljicama iz trudno¢a kompliciranih zastojem

fetalnog rasta

Promjene u posteljici, koje su jos uvijek nedovoljno istrazene, a podrazumijevaju poremecenu
krvno-zilnu opskrbu posteljice 1 oSte¢enje parenhima posteljice uzrokovane su hipoksi¢no-
ishemi¢nim o$tecenjem 1 oksidativnim stresom a zajednicki se nazivaju maternalna vaskularna
malperfuzija (MVM). MVM tijekom trudno¢e ukazuje na povisen rizik za rani nastanak
kardiovaskularnih bolesti zena ¢ije su trudnoce bile komplicirane s kronicnom posteljicnom
insuficijencijom s posljedi¢nim zastojem fetalnog rasta. Naime, poznato je da te Zene imaju 2-
8 puta veci rizik nastanka kardiovaskularnih bolesti pa se smatra da posteljica predstavlja

,,prozor u majcino vaskularno zdravlje* [87].

PatofizioloSka osnova zastoja fetalnog rasta nalazi se u strukturnim 1 funkcionalnim
promjenama krvnih zila posteljice. Posteljice iz trudnoc¢a sa zastojem fetalnog rasta imaju
makroskopski 1 mikroskopski vidljive patoloSke promjene koje se ¢esto detektiraju prekasno t;.
nakon porodaja [88]. Neke histoloske promjene CeSée se nalaze u posteljicama iz trudnoca
komplicirantih IUGR ukljucujuéi infarkt resica, vaskularne promjene maj¢inih krvnih Zila,
morfoloSke promjene resica iako jedna Cetvrtina ovih posteljica nema morfoloskih promjena na
rutinskom pregledu. Posteljice iz trudno¢a kompliciranih preeklampsijom i/ili IUGR porodene
blizu termina imaju znacajno nizu ucestalost histoloskih promjena u usporedbi s ranijim [UGR.
Histoloske promjene koje nalazimo u ovim posteljicama variraju od blagih promjena pa sve do
teSke uteroplacentarne vaskulopatije, ali nijedna patoloska promjena ne pokazuje visoku
osjetljivost ili specificnost. Kod IUGR-a je poremecaj funkcije posteljice obiljezen nepravilnom
fuzijom i sincicijalizacijom trofoblasta $to dovodi do poremecaja u stvaranju sinciciotrofoblasta
i oSte¢ene izmjene hranjivih tvari i plinova [89]. Teski IUGR s ranim pocetkom je povezan s
patoloSkim promjenama uteroplacentarne perfuzije majke koja je posljedica poremecaja
invazije ekstraviloznog trofoblasta. Moguce je da IUGR s kasnim pocetkom predstavlja

heterogeniju skupinu s manje karakteristicnim histoloskim promjenama [90].

Najcesc¢e patohistoloSke promjene kod posteljicne insuficijencije su: postelji¢na hipoplazija,
infarkt posteljice, retroplacentarno krvarenja, ubrzana vilozna maturacija, sincicijalni ¢vorici,
decidualna vaskulopatija, zadebljanje trofoblastne bazalne membrane, smanjenje interviloznih

prostora i nespecificne upalne lezije [90, 91].
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1.4.3 Dijagnostika intrauterinog zastoja fetalnog rasta

Detekcija IGUR temelji se na otkrivanju fetusa koji su manji od ocekivanog za gestacijsku dob
fizikalnim pregledom (simfiza-visina fundusa) ili ultrazvukom. Standardna ultrazvué¢na fetalna
biometrija ukljucuje procjenu opsega glave, biparijetalnog promjera, opsega trbuha i duljine
bedrene kosti. Tezina fetusa se procjenjuje na temelju razli¢itih kombinacija navedenih

biometrijskih mjerenja i njihovog uvrStavanja u standardizirane jednadzbe [92, 93].

Kod ranog IGUR povecani otpor Dopplera pupc€ane arterije je prvi znak naknadnog pogorSanja
kardiovaskularnih i biofizickih parametara dok je kod kasnog IUGR kardiovaskularno
pogorSanje kao odgovor na fetalnu hipoksiju uglavnom ograniceno na cerebralnu cirkulaciju s
malim promjenama Dopplera pupcCane arterije [94, 95, 96, 97]. Doppler pupCane arterije se
preporucuje za pracenje IUGR jer procjenjuje hemodinamski aspekt disfunkcije posteljice.
Jacina otpora krvotoka posteljice primarni je ¢imbenik koji odreduje stopu klinicke progresije

zastoja rasta fetusa kod ranog ITUGR [94, 98].

Probir i rana detekcija trudnoc¢a kod kojih ¢e se napredovanjem gestacije razviti kroni¢na
posteljicna insuficijencija s posljedicnim zastojem fetalnog rasta, predmet su mnogih
suvremenih istrazivanja, poglavito biomarkera poput trudni¢kog plazmatskog proteina-A (engl.
pregnancy associated plasma protein A; PAPP-A), humanog korionskog gonadotropina (engl.
human chorionic gonadotropin; HCG) ili posteljicnog ¢imbenika rasta (engl. placental growth
factor; PGF) koji se danas koriste kao probirni testovi prvog tromjesecja u redovnoj klinickoj
praksi [99, 100]. Niska razina PAPP-A, posteljicnog glikoproteina kojeg proizvodi
sinciciotrofoblastni sloj, Cesto se smatra indikacijom za pazljivije pracenjem rasta fetusa [97].
Niska vrijednost PAPP-A u prvom tromjesecju i visokog alfa-proteina u drugom tromjesecju
govori u prilog teSkog IUGR [101]. Na povecani rizik od [IUGR ukazuje i povisena razina HCG-
a u drugom tromjesecju [102]. PGF je proangiogeni cimbenik snazno izrazen u
sinciciotrofoblastu i endotelu majke, a poremecaj placentacije povezan je s smanjenom
proizvodnjom ovog proteina u posteljici dok je niska razina PGF-a u prvom tromjesecju
povezana s nepovoljnim ishodom trudnoc¢e ukljucujuéi preeklampsiju 1 IUGR [103, 104, 105,

106].

Trudnice s poviSenim rizikom za razvoj kronicne posteljicne insuficijencije intenzivno se
antenatalno monitoriraju i programirano poradaju uz pojacanu opstetricku skrb kako bi se
osigurao ¢im bolji perinatalni ishod. Unato¢ tome oko 50% zastoja fetalnog rasta otkrije se tek

po porodu. Rizik spontanog prijevremenog poroda kod IUGR je trostruko vec¢i u odnosu na
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uredne trudnoce. Trenutno u rutinskoj klinickoj praksi ne postoji niti jedan test probira koji bi

s velikom vjerojatnoséu predvidio IUGR.
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2. CILJISTRAZIVANJA

OPCI CILJ:

Istraziti ulogu proteina Hedgehog signalnog puta u procesu epitelno-mezenhimalne tranzicije
kao bioloskog mehanizma koji sudjeluje u razvoju placentarne insuficijencije s posljedicnim
zastojem fetalnog rasta, te utvrditi ulogu cripto-1 i survivina u razvoju kroni¢ne postelji¢ne

insuficijencije sa zastojem fetalnog rasta.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Ispitati semikvantitativno razinu ekspresije proteina Ptchl i Smo, kao pozitivnih regulatora
signalnog puta Hh, u posteljicama iz trudno¢a kompliciranih sa zastojem fetalnog rasta i u

posteljicama iz urednih trudnoca.

2. Ispitati semikvantitativno razinu ekspresije proteina cripto-1 i survivina u posteljicama iz

trudno¢a kompliciranih sa zastojem fetalnog rasta i u posteljicama iz urednih trudnoca.
3. Odrediti ekspresijski obrazac pojedinacnih proteina na Hedgehog signalni put.

4. Ispitati medusobnu povezanost imunohistokemijske ekspresije proteina s morfoloskim

promjenama u posteljicama iz trudno¢a kompliciranih sa zastojem fetalnog rasta.

Hipoteza istrazivanja:
U posteljicama koje prati zastoj fetalnoga rasta ocekuje se pojacana ekspresija Ptch 1 1
Smo proteina, a oslabljena ekspresija cripto-1 i survivin proteina u odnosu na normalne posteljice s

urednim fetalnim rastom.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1 Materijali

Istrazivanje je provedeno na arhivskim uzorcima humanih posteljica pohranjenih na Klini¢kom
zavodu za patologiju 1 citologiju Klinickog bolnickog centra (KBC) Rijeka, a prikupljenih
tijekom porodaja na Klinici za ginekologiju i porodnis§tvo KBC Rijeka. Analizirane su 122
posteljice iz terminskih trudnoca (> 37 tjedana) kompliciranih sa zastojem fetalnog rasta, dok
je kontrolnu skupinu €inila 31 posteljica iz terminskih trudnoc¢a (> 37 tjedana) koje su protekle
bez komplikacija uz zadovoljavajuéi fetalni rast, a uskladene su s ispitivanom skupinom u

pogledu epidemioloskih podataka.

Koristili su se relevantni medicinski podatci (gestacijska dob, paritet i dob majke, rezultati
ultrazvucnih nalaza serijske biometrije fetusa, porodajna masa, spol novorodencadi, masa
posteljice, te fetoplacentarni omjer) iz elektronske baze porodaja Klinike za ginekologiju 1
porodnistvo KBC Rijeka. Kriteriji uklju¢ivanja u studiju su dijagnoza zastoja fetalnog rasta
postavljena serijskim ultrazvu¢nim mjerenjima fetalne biometrije (najmanje 2) s procjenom
tjelesne tezine ispod 5. centile za gestacijsku dob 1 spol, a koja je potvrdena mjerenjem
porodajne mase novorodenceta, spola ploda, pariteta majki, mase posteljice te fetoplacentarnog
omjera. Kriteriji isklju¢ivanja iz studije su: viSeplodna trudnoca, intrauterine virusne infekcije,
korioamnionitis, kroni¢na hipertenzija, autoimune bolesti majke, kromosomopatije fetusa i

kasne fetalne smrti.

U ispitivanoj skupini trudnoc¢a kompliciranih sa zastojem fetalnog rasta analizirali su se uzorci
iz trudnoca koje su komplicirane preeklampsijom i1 bez nje, s patoloSkim i urednim Dopplerskim
nalazom te postoje¢im markerima trofoblastnog rasta, a podatci su se usporedili s ekspresijom

ispitivanih tkivnih markera.

3.2 Metode
3.2.1 Patomorfoloska analiza posteljice

Patohistoloska analiza posteljice uklju¢uje makroskopski 1 mikroskopski pregled od strane
specijaliste patologa. Sve posteljice pregledane su prema standardiziranom protokolu.
Makroskopskim pregledom svjeze odnosno nefiksirane posteljice odreduje se veli€ina i teZina
posteljice, mjesto insercije pupkovine, veli¢ina te sve makroskopske promjene ako su uocene.

Uzorci za histoloSku analizu se preuzimaju prema standardiziranom protokolu.
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Za potrebe ovog istrazivanja, dva neovisna istrazivaca, patolog i doktorand istraziva¢ u ovom
slucaju, su pregledavali imunohistokemijski obojene preparate prethodno selektiranih uzoraka

histokemijski analiziranih posteljica s dijagnosticiranim morfoloskim kriterijima zastoja rasta.

Dijagnosticki morfoloSki kriteriji zastoja rasta uklju¢uju makroskopske i mikroskopske
promjene na posteljici, a to ukljucuje placentarnu hipoplaziju ( tezina posteljice manja od 10.
centile za gestacijsku dob i/ili promjer pupkovine manji od 10. centile za gestacijsku dob),
infarkt posteljice, retro i placentarna krvarenja te na mikroskopskoj razini deponiranje
interviloznog fibrina, distalna vilozna hipoplazija, sincicijski ¢vori¢i, decidualna vaskulopatija

1 ubrzana zrelost resica.

3.2.2 Imunohistokemijska metoda detekcije ekspresije biljega u posteljici

Ekspresija biljega u posteljici odredena je koriStenjem imunohistokemijske metode. Preparati
fiksirani u formalinu uklopljeni su u parafinske blokove te rezani na rezove debljine 5 pm.
Najprije su rezovi obojeni hematoksilin-eozinom te analizirani mikroskopski. Mikroskopska
analiza provedena je na tkivu posteljice, ovoja i pupkovine. Iz odabranih donorskih kocaka
napravljene su tkivne resetke uklopljene u parafin (TMA). Donorska kocka je stru¢ni termin
kojim se objasnjava da se cilindar tkiva iz jedne kocke (engl.,, donor block*) stavlja u
novoformiranu primateljsku TMA kocku (engl. ,, recipient block ). Za izradu jedne TMA kocke
mozemo koristiti 1 do 100 donorskih kocaka $to pojednostavljuje odnosno ubrzava analizu.
TMA kocke su se tijekom no¢i inkubirale u termostatu na 37°C. Nakon toga su rezane na rezove
debljine 5 pm i primijenjen je postupak deparafinizacije prema protokolu: zamjena za ksilol (3
puta po 10 minuta), rehidracija u alkoholu (100% alkohol 2 puta po 5 minuta, 96% alkohol 5
minuta, 70% alkohol 5 minuta), ispiranje u destiliranoj vodi. Obnova antigena je postupak pri
kojem rezove na staklima inkubiramo u odredenoj otopini (citratni pufer) da bismo razotkrili
zeljeni antigen. Uzorci su se predtretirali u citratnom puferu (Dako No. S2031), pH 6,1 (Code
No. S2031), u omjeru 1:9, u mikrovalnoj pecnici (Samsung Selection M92) pri primjeni
primarnih protutijela (Ptchl (Anti-Patched/PTCHI1 antibody Abcam 53715), Smo (Anti-
Smoothened antibody Abcam ab113438), cripto-1 (Anti-Cripto 1 antibody Abcam ab19917),
survivin (Anti-Survivin antibody Abcam ab469) (3 puta po 5 minuta), dok je predtretman za
protutijelo cripto-1 primjena proteinaze K (4 minute). Stakla s histoloskim preparatima su
potpom stavljena u Dako Techmate Horizon automatski uredaj za imunohistokemijsko bojanje
(LJL Biosystems Inc.) uz primjenu imunoperoksidaznog (Microwave Streptavidin

Immunoperoxidase, MSIP, engl.) protokola. Imunohistokemijsko bojanje temeljeno na
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Labelled Strepta-Avidin-biotin (LSAB) vizualizacijskom sistemu (DAKO Chem Mate™
Detection Kit, No. K 5001) provedeno je u automatskom uredaju za imunohistokemijsko
bojanje (Tech Mate™ Horizon). Diaminobenzidin (DAB) i Nuclear Fast Red su koristeni kao
kromogeni. Nakon vizualizacije kromogena uslijedilo je kontrastiranje hematoksilinom kroz 2
minute, ispiranje u hladnoj vodi i pokrivanje medijem za pokrivanje (Shandon histomount). Za
sva razrjedenja i ispiranja izmedu pojedinih faza koristen je 0,005 M TRIS-HCI pufer, pH=7,6.
Kao negativne kontrole u svim imunohistokemijskim bojanjima koristili su se histoloski rezovi

na koje se umjesto primarnih protutijela nanosi puferska otopina.
Protutijela za imunohistokemijska bojanja koja su se koristila su sljedeca:

-Anti-Patched/PTCH1 (ab53715, Abcam; ze¢je poliklonalno protutijelo; razrijedeno u omjeru
1:50 sa DAKO Antibody Diluent S0809)

-Anti-Smoothened (ab113438, Abcam; zecje poliklonalno protutijelo; razrijedeno je u omjeru

1:75 sa DAKO Antibody Diluent S0809)

-Anti-Survivin (ab469, Abcam; ze¢je poliklonalno protutijelo; razrijedeno je u omjeru 1:250 sa

DAKO Antibody Diluent S0809)

-Anti-Criptol (ab19917, Abcam; zecje poliklonalno protutijelo; razrijedeno je u omjeru 1:100
sa DAKO Antibody Diluent S0809)

3.2.3 Kvantifikacija ekspresije Ptchl, Smo, cripto-1 i survivina

Kvantificiranje je provedeno analizom skeniranih imunohistokemijski obojenih preparata.
Ekspresija Ptchl, Smo, cripto-1 i survivina na imunohistokemijskim preparatima je prikazana
u vidu apsolutnih vrijednosti s obzirom na postotak pozitivno obojenih stanica na 100
izbrojenih stanica. Postotak pozitivnih stanica (PPS) smo oznacavali sljede¢im vrijednostima:
0 (bez vidljive reakcije), 1 (< 10% pozitivnih stanica), 2 (10-50% pozitivnih stanica), 3 (51-
80% pozitivnih stanica), 4 (> 81% pozitivnih stanica). Intenzitet reakcije (IR) u stanicama
smo oznacavali vrijednostima: 0 (bez vidljive reakcije), 1 (slab intenzitet reakcije), 2
(umjereno jak intenzitet reakcije), 3 (jak intenzitet reakcije). Imunohistokemijski indeks
bojanja (IIB) ¢ini umnozak PPS i IR, a prema njegovoj vrijednosti odredene su skupine: 0-1
(nema reakcije), 2-3 (slabo izrazen indeks bojanja), 4-8 (umjereno izrazen indeks bojanja), 9-12

(jako i1zrazen indeks bojanja) [107, 108, 109].
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3.3 Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza je provedena s pomocu racunalnog programa SPSS v.23. Vrijednosti
ispitivanih varijabli prikazane su u tablici te graficki. Distribucije kvantitativnih varijabli
testirane su na normalnost raspodjele Kolmogorov-Smirnovljevim testom i Shapiro-Wilk
testom, a homogenost varijance Levenovim testom. Razlike medu grupama kontinuiranih
varijabli testirane su parametrijskim t-testom odnosno neparametrijskim Mann-Whitney testom
ovisno o prirodi podataka. Za usporedbu kategorijskih varijabli koriSten je Hi-kvadrat test ili
Fisher-ov egzaktni test ovisno o prirodi podataka. Statisticka znacajnost razmatrana je na razini

P <0,05.
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju odredena je ekspresija proteina patched 1, smoothened, cripto-1 i survivina
u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i usporedena s ekspresijom istih biljega u posteljicama
iz urednih trudnoc¢a. Ekspresija navedenih proteina odredena je 1 u posteljicama trudnoca koje
su komplicirane s preeklampsijom i u posteljicama trudnoca s urednim 1 patoloSkim
Dopplerskim nalazom pupcane arterije i arterije cerebri medije te postoje¢im markerima

trofoblastnog rasta (p hCG 1 PAPP-A).

Prosjecna starost ispitanica u skupini sa zastojem fetalnog rasta je bila trideset 1 pet godina

(SD4+5.80), a u kontrolnoj skupini s urednim trudno¢ama trideset i tri godine (SD+4.02).

Prosjecno trajanje trudnoce u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta je iznosila trideset

1 devet tjedana (SD=1.19) odnosno isto kao i u kontrolnoj skupini (SD=1.05).

Ultrazvu¢no mjereni biparijetalni promjer glave fetusa je iznosio prosjecno 89.65 mm
(SD+5.76), duzina bedrene kosti 69.20 mm (SD+5.87) a prosjecni opseg trbuha je iznosio
304.01 mm (SD+23.59) u skupini sa zastojem fetalnog rasta. Ultrazvu¢na mjerenja za skupinu

ispitanica s urednim trudno¢ama nisu bila dostupna.

Odredena je 1 prosjecna tezina ploda u skupini sa zastojem fetalnog rasta koja je iznosila
2542.21 g (SD+255.90), a u skupini s urednim trudnoc¢ama 3487.10 g (SD+402.71). Ostala
pracena kontinuirana obiljeZja su izmjerena samo u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog
rasta, a prosjecna vrijednost fetoplacentarnog omjera je iznosila 351.83 (SD+79.81), BhCG-a
38.69 IU/L (SD#21.32) odnosno 1.14 MoM (SD+0.60) 1 PAPP-A 2664.05 mlU/L
(SD+£1496.10). Rezultati su prikazani u Tablici 1.

Tablica 1. Podaci o izmjerenim kontinuiranim obiljezjima u skupini sa zastojem fetalnog rasta
(1) 1 kontrolnoj skupini s urednim trudno¢ama (0) (UZV1= biparijetalni promjera;
UZV2=duzina bedrene kosti; UZV3=opseg trbuha; Fp=fetoplacentarni omjer; BhCG=humani
koronski gonadotropin; PAPP-A=plazmatski protein trudnoce A)

Statisticki podaci
Grupa | N Aritmeticka Standardna Standardna
sredina devijacija pogreska
aritmeticke
sredine
Dobl 0 31 33.06 4.016 721
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1 120 35.33 5.798 .529
Tjedni 0 31 39.742 1.0513 .1888

1 122 39.378 1.1917 .1079
UzZVv1 0 0 : : .

1 79 89.658 5.7577 .6478
Uzv2 0 0 : ) .

1 79 69.203 5.8734 .6608
UzZVv3 0 0 . : .

1 79 304.013 23.5946 2.6546
Tezina ploda 0 31 3487.10 402.709 72.329

1 122 254221 255.897 23.168
Fp omjer 0 0 . . .

1 121 351.83 79.813 7.256
BhCG (IU/L) 0 0 . : )

1 34 38.6876 21.32308 3.65688
BhCG (MoM) 0 0 . : :

1 34 1.1362 .60244 .10332
PAPP-A 0 0 : : .
(mIU/L) 1 34 2664.0471 1496.10341 256.57962
PAPP-A (MoM) | 0 0 . . .

1 34 1.0806 .57083 .09790

U odnosu na broj trudnoca u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta (n=122) imali smo

sedamdeset i jednu prvorotku (58,2%), trideset 1 Sest drugorotki (29,5%) te petnaest ispitanica

s tri ili viSe trudnoc¢a (12,3%) dok smo u kontrolnoj skupini (n=31) imali devet prvorotki

(29,0%), sedamnaest drugorotki (54,8%) 1 pet ispitanica s tri ili viSe trudnoca (16,1%).

Rezultati su prikazani u Tablici 2 i na Slika 1.

Tablica 2. Prikaz pariteta u skupini ispitanica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini s

urednom trudno¢om

Paritet Ispitivana skupina Kontrolna skupina
1 71 (58.2%) 9 (29.0%)
2 36 (29.5%) 17 (54.8%)
3+ 15 (12.3%) 5 (16.1%)
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Slika 1. Graficki prikaz pariteta u skupini ispitanica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj

skupini s urednim trudno¢ama

Nadalje, podaci su pokazali da je prema spolu djeteta u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog

rasta utvrdili pedeset i tri muska djeteta (43,4%) i1 Sezdeset i devetero zenske djece (56,6%),

dok je u kontrolnoj skupini s urednim trudno¢ama imali Cetrnaest djece muskog spola (45,2%)

i sedamnaest djece Zenskog spola (54.8%). Rezultati su prikazani u Tablici 3 i na Slici 2.

Tablica 3. Prikaz podataka o spolu djece u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalno rasta i

kontrolnoj skupini s urednim trudnoé¢ama (M=muski spol; Z=zenski spol)

Spol Ispitivana skupina Kontrolna skupina
M 53 (43.4%) 14 (45.2%)
V4 69 (56.6%) 17 (54.8%)
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Slika 2. Graficki prikaz prema spolu djece u skupini sa zastojem fetalnog rasta i i kontrolnoj

skupini s urednim trudnoé¢ama

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da postoji znacajna statisticka razlika u paritetu izmedu
ispitanica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolne skupine s urednim trudno¢ama (p=0.012, Hi-
kvadrat test). U ispitivanoj skupini kod prvorotki je zabiljeZeno najviSe slucajeva zastoja

fetalnog rasta..

Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u spolu djece izmedu skupine sa zastojem fetalnog
rasta 1 kontrolne skupini s urednim trudno¢ama (p=0.863, Hi.kvadrat test). Navedeni rezultati

su prikazani u Tablici 4.

Tablica 4. Podaci hi-kvadrat korelacijskog test usporedbe pariteta i spola u skupini sa zastojem

fetalnog rasta i kontrolnoj skupini s urednim trudnocama

Hi-kvadrat 8.878

paritet df 2.000
Sig 0.012

Hi-kvadrat 0.030

spol df 1.000
Sig 0.863

Nadalje je istraZivanje pokazalo da postoji statisti¢ki znacajna razlika u teZini ploda i dobi majki
izmedu ispitanica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na kontrolnu skupinu s urednim
trudnocama (p<0.05, Levene test). Medutim, nije nadena znacCajna statisticka razlika u tjednima

trudnoc¢e izmedu ispitivanih skupina (p=0.278, Levene test). Rezultati su prikazani u Tablici 5.
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Tablica 5. Podaci Levene korelacijskog testa usporedbe tjedana trudnoce, tezine ploda i dobi

majke izmedu ispitanica sa zastojem fetalnog rasa i kontrolne skupine s urednim trudno¢ama.

Test za nepovezane skupne (Independent sample test)
Levene test p
Tjedni trudnoce Pretpostavljene jednake 278 0.123
varijance
Tezina ploda Nisu pretpostavljene jednake .000 <0.001
varijance
Dob majke Nisu pretpostavljene jednake .038 0.042
varijance

4.1 Ekspresija proteina Ptchl u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i kontrolama

U ovom istrazivanju usporedena je ekspresija proteina Ptchl u terminskim posteljicama sa
zastojem fetalnog rasta (n=122) s njegovom ekspresijom u posteljicama iz urednih terminskih

trudnoc¢a (n=37).

Ekspresija Ptchl proteina prikazana je i analizirana prema intenzitetu reakcije (IR) u stanicama
u ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz
urednih trudnoca. U ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta najvisSe je bio zastupljen
intenzitet reakcije 2 koji je evidentiran u sedamdeset 1 tri posteljice (59.8%), dok je u kontrolnoj
skupini najviSe bio zastupljen intenzitet reakcije 1 koji je zapaZen u dvadeset 1 tri posteljice

(74.2%). Rezultati su prikazani u Tablici 6 1 na Slici 3.

Tablica 6. Intenzitet stanicne reakcije za Ptchl u ispitivanoj skupini s posteljicama sa zastojem
fetalnog rasta 1 kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudnoc¢a (IR=intenzitet reakcije, O=bez

vidljive reakcije, 1=slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije, 3=jak intenzitet

reakcije)
Intenzitet reakcije — Ispitivana skupina Kontrolna skupina
Ptchl
0 1 (0.8%) 1 (3.2%)
1 37 (30.3%) 23 (74.2%)
2 73 (59.8%) 6 (19.4%)
3 11 (9%) 1 (3.2%)
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Slika 3. Graficki prikaz intenziteta stanicne reakcije za Ptchl u ispitivanoj skupini s

posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini s urednim trudno¢ama

S obzirom na manji broj IR za Ptch1 u skupinama 0 i 3 svi uzorci su svedeni na dvije skupine

iz Cega proizilazi da je u ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta najvise bio

zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je evidentiran u osamdeset i Cetiri posteljice (68.9%) dok je

u kontrolnoj skupini najviSe bio zastupljen intenzitet reakcije 1 koji je zapazen u dvadeset i

Cetiri posteljice (77.2%). Rezultati su prikazani u Tablici 7.

Tablica 7. Intenzitet stani¢ne reakcije za Ptchl u ispitivanoj skupini s posteljicama sa zastojem

fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudno¢a (1= slab intenzitet reakcije,

2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije - Ispitivana skupina Kontrolna skupina
Ptchl
0,1=1 38 (31.1%) 24 (77.4%)
2,3=2 84 (68.9%) 7 (22.6%)
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Zatim je imunohistokemijski kvantificirana Ptch1, Smo, cripto-1 i survivin ekspresija izrazena
u vidu apsolutnih brojeva koji se odnose na pozitivno obojene stanice na 100 izbrojenih stanica
te izrazeno u postotku. Postotak pozitivnih stanica (PPS) je za sve ispitivane proteine bio veci

od 81% 1 svi su svrstani u kategoriju 4.

Ekspresija Ptchl proteina iskazana je putem imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) koji
¢ini umnoZzak PPS-a i1 IR-a te je prema njegovoj vrijednosti ekspresija podijeljena u 4 skupine.
U ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta ekspresija Ptchl odnosno IIB najvise je bio
izrazen u skupini 8, a evidentiran je u sedamdeset i dvije posteljice (59%), dok je u kontrolnoj
skupini najviSe bio zastupljen IIB u skupini 4 koji je zapaZen u dvadeset 1 tri posteljice (74.2%).

Rezultati su prikazani u Tablici 8 i na Slici 4.

Tablica 8. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za Ptchl: 0-1 (nema reakcije), 2-3 (slabo

izrazen indeks bojanja), 4-8 (umjereno izrazen indeks bojanja), 9-12 (jako izraZen indeks

bojanja)
IIB — Ptchl Ispitivana skupina Kontrolna skupina
0 1 (0.8%) 1 (3.2%)
4 38 (31.1%) 23 (74.2%)
8 72 (59%) 6 (19.4%)
12 11 (9%) 1 (3.2%)

m |spitivana skupina  ® Kontrolna skupina
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Slika 4. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za Ptchl u ispitivanoj
skupini s posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz urednih

trudnoca

S obzirom na manyji broj IIB za Ptch1 u skupinama 0 1 12 sve uzorke smo sveli na dvije skupine
iz Cega proizilazi da je u ispitivanoj skupini sa zastojm fetalnog rasta najvise bio zastupljen
indeks bojanja 8 koji je evidentiran u osamdeset i tri posteljice (68%), dok je u kontrolnoj
skupini najviSe bio zastupljen indeks bojanja 4 koji je zapazen u dvadeset i Cetiri posteljice

(77.2%). Rezultati su prikazani u Tablici 9.

Tablica 9. Imunohistokemijski indeks bojanja za Ptch1 u ispitivanoj skupini s posteljicama sa
zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini s urednim trudnoc¢ama (4= slabo izraZen indeks

bojanja, 8= jak intenzitet bojanja)

IIB — Ptchl Ispitivana skupina Kontrolna skupina
0,4=4 39 (32%) 24 (77.4%)
8,12=8 83 (68%) 7 (22.6%)

U ovom istrazivanju smo utvrdili znacajnu statisti¢ku razliku u ekspresiji Ptchl izmedu
posteljica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnih posteljica iz urednim trudnoca s obzirom na
intenzitet reakcije stanica (p<0.001, Hi-kvadrat test) i imunohistokemijski indeks bojanja

(IIB) (p<0.001, Hi-kvadrat test). Rezultati su prikazani u Tablici 10.

Tablica 10. Hi-kvadrat korelacijski test usporedbe intenziteta reakcije i imunohistokemijskog

indeksa bojanja za Ptchl u skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini

posteljica iz urednih trudnoca

Hi-kvadrat 21.959

Intenzitet reakcije — df 1.000
Ptchl Sig p <0.001

Hi-kvadrat 21.086

IIB — Ptchl df 2.000
Sig p <0.001
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Takoder smo utvrdili znacajnu statisticku razliku u tezini ploda izmedu ispitanica s nizim
imunohistokemijskim indeksom bojanja (IIB=4) za Ptch1 u odnosu na vis$i imunohistokemijski
indeks (IIB=8) mjeren Levene korelacijskim testom usporedbe (p<0,05). Ispitanice s viSim
vrijednostima IIB za Ptch1 radale su djecu manje porodajne tezine. U svim ostalim promatranim
kategorijalnim obiljezjima nije utvrdena statisticki znacajna razlika kod ispitanica sa zastojem
fetalnog rasta u odnosu na imunohistokemijski indeks bojanja. Rezultati su prikazani u Tablici

11 1 na Slici 5.

Tablica 11. Leven test usporedbe kategorijalnih obiljezja s obzirom na imunohistokemijski
indeks bojenja za Ptchl (tjedni trudnoce, UZVI1= biparijetalni promjera; UZV2=duZina
bedrene kosti; UZV3=opseg trbuha; Fp=fetoplacentarni omjer; tezina ploda, BhCG=humani
koronski gonadotropin; PAPP-A=plazmatski protein trudno¢e A) izmedu ispitanica sa nizim

IIB (0) i visim IIB (1)

IIB — patched1
Doppler N Aritmeticka Standardna Sig. (2-
sredina devijacija tailed)
0 63 34.48 5.37
Dob 1 88 35.15 5.68 465
Uyl 0 28 90.86 3.18
1 51 89.00 6.71 172
Uzv2 0 28 70.29 4.52
1 51 68.61 6.46 227
Unv3 0 28 310.43 15.97
1 51 300.49 26.36 073
Tezina ploda 0 63 2939.52 541.08
1 90 2589.56 369.75 .000
Fp omjer 0 39 344.56 70.52
1 82 355.29 84.06 492
0 8 34.49 14.90
BhCG (IU/L) 1 26 39.98 23.03 532
0 8 0.96 0.38
BhCG (MoM) I 26 1.19 0.65 356
PAPP-A 0 8 2546.13 1076.03
(mIU/L) 1 26 2700.33 1620.05 .803
0 8 1.00 0.65
PAPP-A (MoM) I % e 056 .650
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Slika 5. Graficki prikaz vrijednosti imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) u ispitanica sa

zastojem fetalnog rasta u odnosu na tezinu ploda (0=visi IIB, 1=nizi IIB)

U ovom istrazivanju smo tkivo posteljice imunohistokemijski obojili na anti-Pached protutijela
te ekspresiju protena Ptchl ocitavali mjerenjem intenziteta obojenja. Ekspresiju Ptchl smo

nasli u citoplazmi stanica posteljica sa zastojem fetalnog rasta. Rezultati su prikazani na Slici

6.

Slika 6. Tkivo posteljice nakon imunohistokemijskog oznacavanja anti-Patched protutijelom
(citoplazmatsko obojenje), povecanje 10x: a. negativno obojenje, b. obojenje intenziteta 1, c.

obojenje intenziteta 2, d. obojenje intenziteta 3.
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4.2 Ekspresija proteina Smo u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i kontrolama

U ovom istrazivanju usporedena je ekspresija proteina Smo u terminskim posteljicama sa
zastojem fetalnog rasta (n=122) s njegovom ekspresijom u posteljicama iz urednih trudnoca
(n=37). Ekspresija Smo proteina je odredena prema intenzitetu stani¢ne reakcije (IR) u
ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz
urednih trudno¢a. U ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta najzastupljeniji je bio
intenzitet reakcije 2 koji je zapazen u pedeset i Sest posteljica (45.9%), dok je u kontrolnoj
skupini najvise bio zastupljen intenzitet reakcije 2 1 to u trinaest posteljica (41.9%). Rezultati

su prikazani u Tablici 12 i na Slici 7.

Tablica 12. Intenzitet stanicne reakcije za Smo u ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem
fetalnog rasta i1 kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudno¢a (IR=intenzitet reakcije,
0=bez vidljive reakcije, 1=slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije, 3=jak

intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije — Smo Ispitivana skupina Kontrolna skupina
0 3 (3.3%) 0 (0%)
1 29 (23.8%) 10 (32.3%)
2 56 (45.9%) 13 (41.9%)
3 33 (27%) 8 (25.8%)

m |spitivana skupina  ® Kontrolna skupina

50%

40%
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0% |
1 2 3

Intenzitet reakcije - smoothened
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za Smo u ispitivanoj skupini posteljica sa

zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudnoca

S obzirom na manji broj posteljica s IR za Smo u skupinama 0 i 3 sve uzorke smo sveli na dvije
skupine iz Cega proizilazi da je u ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta
najvise bio zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je evidentiran u osamdeset i devet posteljica
(73%). U kontrolnoj skupini takoder je najviSe bio zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je

zapazen u dvadeset i jednoj posteljici (67.7%). Rezultati su prikazani u Tablici 13.

Tablica 13. Intenzitet stanicne reakcije za Smo u ispitivanoj skupini s posteljicama sa zastojem
fetalnog rasta 1 kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudnoca (1= slab intenzitet reakcije,

2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije - Ispitivana skupina Kontrolna skupina
Smo
0,1=1 33 (27%) 10 (32.3%)
2,3=2 89 (73%) 21 (67.7%)

Ekspresiju proteina Smo iskazana je putem imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) 1 prema
njegovoj vrijednosti ekspresija je podijeljena u 4 skupine. U ispitivanoj skupini posteljica sa
zastojem fetalnog rasta kao i u kontrolnoj skupini najvise je bio zastupljen IIB u skupini 8 koji
je evidentiran u pedeset i Sest posteljica (46.3%) iz trudnoca sa zastojem fetalnog rasta i
dvanaest posteljica iz urednih trudnoc¢a (38.7%). Rezultati su prikazani u Tablici 14 i na Slici

8.

Tablica 14. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za Smo: 0-1 (nema reakcije), 2-3 (slabo

izrazen indeks bojanja), 4-8 (umjereno izrazen indeks bojanja), 9-12 (jako izraZen indeks

bojanja)
IIB — Smo Ispitivana skupina Kontrolna skupina
0 4 (3.3%) 0 (0%)
4 28 (23.1%) 10 (32.3%)
8 56 (46.3%) 12 (38.7%)
12 33 (27.3%) 9 (29%)
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Slika 8. Grafic¢ki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za Smo u ispitivanoj

skupini s posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz urednih

trudnoca

S obzirom na manji broj IIB za Smo u skupinama 0 i 12 sve uzorci su svedeni na dvije grupe iz
Cega proizilazi da je u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta najvise bio zastupljen
indeks bojanja 8 koji je evidentiran u osamdeset 1 devet posteljica (73.6%). Takoder je 1 u

kontrolnoj skupini najvise bio zastupljen indeks bojanja grupe 8 koji je izmjeren u dvadeset 1

m [spitivana skupina  m Kontrolna skupina

4 8

[IB - smoothened

jednoj posteljice (67.7%). Rezultati su prikazani u Tablici 15.

Tablica 15. Imunohistokemijski indeks bojanja za Smo u ispitivanoj skupini s posteljicama sa

zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini s urednim trudno¢ama (4= slabo izraZzen indeks

bojanja, 8= jak intenzitet bojanja)

12

IIB — Smo Ispitivana skupina Kontrolna skupina
0,4=4 32 (26.4%) 10 (77.4%)
8,12=8 89 (73.6%) 21 (67.7%)

U ovom istrazivanju nije utvrdena znaCajna statisticka razlika u ekspresiji Smo izmedu

posteljica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnih posteljica iz urednih trudnoc¢a s obzirom na
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intenzitet reakcije stanica (p=0.565, Hi-kvadrat) i imunohistokemijski indeks bojanja (IIB)
(p=0724, Hi-kvadrat test). Rezultati su prikazani u Tablici 16.

Tablica 16. Hi-kvadrat korelacijski test usporedbe intenziteta reakcije i imunohistokemijskog
indeksa bojanja za Smo u skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta 1 kontrolnoj skupini

posteljica iz urednih trudnoca

Hi-kvadrat 0.332

Intenzitet reakcije — Smo df 1.000
Sig 0.565

Hi-kvadrat 0.646

IIB — Smo df 2.000
Sig 0.724

Nadalje nije utvrdena znacajna statisticka razlika u prac¢enim kategorijalnim obiljezjima izmedu
skupina s visSim (IIB=8) odnosno nizim (II=4) vrijednostima imunohistokemijskog indeksa
bojanja (IIB) za Smo mjerenih Levene korelacijskim testom usporedbe. Rezultati su prikazani

u Tablici 17.

Tablica 17. Levene test usporedbe kategorijalnih obiljezja s obzirom na imunohistokemijski
indeks bojenja za Smo (tjedni trudno¢e, UZV 1= biparijetalni promjera; UZV2=duZina bedrene
kosti; UZV3=opseg trbuha; Fp=fetoplacentarni omjer; tezina ploda, BhCG=humani koronski
gonadotropin; PAPP-A=plazmatski protein trudno¢e A) izmedu ispitanica s nizim (IIB=4) I

vis§im (IIB=8) imunohistokemijskim indeksom.

IIB — smoothened
N Aritmeticka Standardna Sig. (2-
sredina devijacija tailed)
0 41 34.34 5.48
Dob 1 109 35.09 5.60 463
0 20 90.65 3.66
uzvl 1 58 89.29 6.36 370
0 20 69.50 4.45
uzv2 1 58 69.07 6.36 780
0 20 303.60 19.47
uzv3 1 58 304.05 25.19 942
Tezina ploda 0 42 2754.52 502.06 763
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1 110 2728.00 47344
. 0 30 347.66 78.33
Fp omjer 1 38 353.34 81.19 733
0 9 43.46 28.16
BhCG (IUL) I 25 36.97 18.69 442
0 9 124 0.81
BhCG (MoM) 1 = U 0o 546
PAPP-A 0 9 2506.84 1188.28 o
(mIU/L) 1 25 2720.64 1610.72 :
0 9 112 0.70
PAPP-A (MoM 829
(MoM) 1 25 1.07 0.53

U ovom istrazivanju tkivo posteljice je imunohistokemijski obojeno na anti-Smoothened
protutijela a ekspresija proteina Smo je o¢itavana mjerenjem intenziteta obojenja. Ekspresija
Smo smo je zabiljeZena u citoplazmi stanica posteljica sa zastojem fetalnog rasta. Rezultati su

prikazani na Slici 9.

Slika 9. Tkivo posteljice, imunohistokemijski obojeno na anti-smoothened protutijelo
(citoplazmatsko obojenje), povecanje 10x: a. negativno obojenje, b. obojenje intenziteta 1, c.

obojenje intenziteta 2, d. obojenje intenziteta 3.
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4.3 Ekspresija proteina survivin u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i

kontrolama

U ovom istrazivanju usporedena je ekspresija proteina survivina u terminskim posteljicama sa
zastojem fetalnog rasta (n=122) s njegovom ekspresijom u posteljicama iz urednih trudno¢a

(n=37).

Ekspresija proteina survivina proteina iskazana je i1 analizirana prema intenzitetu stani¢ne
reakcije (IR) u ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini
posteljica iz urednih trudnoca. U ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta najvise je bio
zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je evidentiran u sedamdeset i Cetiri posteljice (60.7%).
Takoder je i u kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudnoc¢a najvise bio zastupljen intenzitet
reakcije 2 koji je zapazen u petnaest posteljica (48.4%). Rezultati su prikazani u Tablici 18 i na

Slici 10.

Tablica 18. Intenzitet stanicne reakcije za survivin u ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem
fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudnoc¢a (IR=intenzitet reakcije, O=bez

vidljive reakcije, 1=slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije, 3=jak intenzitet

reakcije)
Intenzitet reakcije - survivin Ispitivana skupina Kontrolna skupina
1 10 (8.2%) 10 (32.3%)
2 74 (60.7%) 15 (48.4%)
3 38 (31.1%) 6 (19.4%)
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Slika 10. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za survivinu ispitivanoj skupini posteljica
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sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudnoca

Nadalje ekspresija proteina survivina proteina iskazana je putem imunohistokemijskog indeksa
bojanja (IIB) 1 prema njegovoj vrijednosti ekspresije podijeljena u 3 skupine. U ispitivanoj
skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta kao i u kontrolnoj skupini najvise je bio zastupljen
IIB u skupini 8 koji je evidentiran u sedamdeset i Cetiri posteljice (60.7%) iz trudnoca sa
zastojem fetalnog rasta i petnaest posteljica iz urednih trudnoca (48.4%). Rezultati su prikazani

u Tablici 19 i na Slici 11.

Tablica 19. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za survivin: 4=slabo izrazen indeks

bojanja, 8= umjereno izrazen indeks bojanja, 12=jako izraZen indeks bojanja

IIB - survivin Ispitivana skupina Kontrolna skupina
4 10 (8.2%) 10 (32.3%)
8 74 (60.7%) 15 (48.4%)
12 38 (31.1%) 6 (19.4%)
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Slika 11. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za survivin u ispitivanoj
skupini s posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i1 kontrolnoj skupini posteljica iz urednih

trudnoca

Rezultati su pokazali da postoji znaCajna statisticka razlika u ekspresiji survivina izmedu
posteljica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnih posteljica iz urednim trudnoc¢a s obzirom na
intenzitet stani¢ne reakcije (p<0.001, Hi.kvadrat test) i imunohistokemijski indeks bojanja

(IIB) (p<0.001, Hi-kvadrat test). Rezultati su prikazani u Tablici 20.

Tablica 20. Hi-kvadrat korelacijski test usporedbe intenziteta reakcije i imunohistokemijskog
indeksa bojanja za survivin u skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini

posteljica iz urednih trudnoca

Hi-kvadrat 12.594

Intenzitet reakcije — survivin df 1.000
Sig p <0.001

Hi-kvadrat 12.783

IIB — survivin df 2.000

Sig 0.002
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U istrazivanju nije utvrdena znaCajna statistiCka razlika u promatranim kategorijalnim
obiljezjima izmedu skupina s visSim (I[B=8) odnosno nizim (IIB-4) vrijednostima
imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za survivin mjerenih Leven korelacijskim testom
usporedbe. Za survivin nisu testirane razlike u BhCG-u 1 PAPP-A proteinu zbog malog broja

ispitanica u skupini markera s nizim vrijednostima. Rezultati su prikazani u Tablici 21.

Tablica 21. Leven test usporedbe kategorijalnih obiljezja s obzirom na imunohistokemijski
indeks bojenja za survivin (tjedni trudnoée, UZV 1= biparijetalni promjera; UZV2=duZzina
bedrene kosti; UZV3=opseg trbuha; Fp=fetoplacentarni omjer; tezina ploda, BhCG=humani
koronski gonadotropin; PAPP-A=plazmatski protein trudnoce A) izmedu ispitanica s nizim

(IIB=4) I visim (IIB=8) imunohistokemijskim indeksom bojanja

1IB — survivin
N Antme‘ucka Stan@ardpa Sig. (2-tailed)
sredina devijacija
0 20 34.10 3.67
Dob ] 131 34.98 578 365
0 6 88.50 459
Uzvl 1 7 89.75 5.86 611
0 6 68.33 5.09
Uzv2 1 73 69.27 5.96 709
0 6 314.50 18.63
UzZv3 1 73 303.15 23.86 260
Tesinanloda 0 20 2954.50 570.39
p 1 133 2700.45 456.89 070
B ot 0 10 344.50 54.95
pomjet ] 111 352.50 81.83 763
0 ] 2327
BhCG (IU/L) 1 3 39.15 2148
0 1 0.94
BhCG (MoM) ] 33 1.14 0.61
PAPP-A 0 1 1641.00
(mIU/L) ] 33 2695.05 1508.17
0 1 0.56
PAPP-A (MoM)
1 33 1.10 0.57
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U ovom istrazivanju tkivo posteljice je imunohistokemijski obojeno na anti-survivin protutijela,
a ckspresija proteina survivina je ocitavana mjerenjem intenziteta obojenja. Ekspresija
survivina zabiljeZena je u citoplazmi stanica posteljica sa zastojem fetalnog rasta. Rezultati su

prikazani na Slici 12.

Slika 12. Tkivo posteljice, imunohistokemijski obojeno na anti-survivin protutijelo
(citoplazmatsko obojenje), povecanje 10x: a. negativno obojenje, b. obojenje intenziteta 1, c.

obojenje intenziteta 2, d. obojenje intenziteta 3
4.4 Ekspresija proteina cripto-1 u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i kontrolama

Usporedena je ekspresija proteina cripto-1 u terminskim posteljicama sa zastojem fetalnog rasta

(n=122) s njegovom ekspresijom u posteljicama iz urednih trudnoca (n=37).

Ekspresiju cripto-1 proteina iskazana je i analizirana prema intenzitetu stani¢ne reakcije (IR) u
ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz
urednih trudnoca. U ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta najviSe je bio zastupljen
intenzitet reakcije 2 koji je evidentiran u sedamdeset i sedam posteljica (63.1%) Takoder je i u
kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudnoéa najviSe bio zastupljen intenzitet reakcije 2
koji je zapaZen u dvadeset 1 Cetiri posteljice (77.4%). Rezultati su prikazani u Tablici 22 1 na

Slici 13.
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Tablica 22. Intenzitet stani¢ne reakcije za cripto-1 u ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem
fetalnog rasta 1 kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudnoca (IR=intenzitet reakcije,

0=bez vidljive reakcije, 1=slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije, 3=jak

intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije — cripto-1 Ispitivana skupina Kontrolna skupina
0 4 (3.3%) 2 (6.5%)
1 7 (5.7%) 2 (6.5%)
2 77 (63.1%) 24 (77.4%)
3 34 (27.9%) 3 (9.7%)
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Slika 13. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za cripto-1 u ispitivanoj skupini posteljica

sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudnoca

S obzirom na manji broj IR za cripto-1 u skupinama 0 i 3 uzorci su svedeni na dvije skupine iz
cega proizilazi da je u ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta najvise bio
zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je evidentiran u sto jedanaest posteljica (91%). U
kontrolnoj skupini takoder je najviSe bio zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je zapazen u

dvadeset 1 sedam posteljica (87.1%). Rezultati su prikazani u Tablici 23.
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Tablica 23. Intenzitet stanicne reakcije za cripto-1 u ispitivanoj skupini s posteljicama sa

zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudnoca (1= slab intenzitet

reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije — cripto-1

Ispitivana skupina

Kontrolna skupina

0,1=1

11 (9%)

4 (12.9%)

2,3=2

111 (91%)

27 (87.1%)

Ekspresija cripto-1 proteina iskazana je putem imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) i
prema njegovoj vrijednosti ekspresija je podijeljena u 4 skupine. U ispitivanoj skupini posteljica
sa zastojem fetalnog rasta kao i1 u kontrolnoj skupini najvise je bio zastupljen IIB u skupini 8
koji je evidentiran u sedamdeset i sedam posteljica (63.1%) iz trudnoca sa zastojem fetalnog
rasta i dvadeset i Cetiri posteljice iz urednih trudnoc¢a (77.4%). Rezultati su prikazani u Tablici

24 1 na Slici 14.

Tablica 24. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za cripto-1: O=nema reakcije, 4=slabo

izrazen indeks bojanja, 8=umjereno izraZzen indeks bojanja, 12=ako izraZzen indeks bojanja

IIB — cripto-1 Ispitivana skupina Kontrolna skupina
0 4 (3.3%) 2 (6.5%)
4 7 (5.7%) 2 (6.5%)
8 77 (63.1%) 24 (77.4%)
12 34 (27.9%) 3 (9.7%)
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Slika 14. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za cripto-1 u ispitivanoj
skupini s posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz urednih

trudnoca

S obzirom na manji broj IIB za cripto-1 u skupinama 0 i 12 svi uzorci su svedeni na dvije
skupine iz Cega proizilazi da je u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta najvise bio
zastupljen indeks bojanja 8 koji je evidentiran u sto jedanest posteljica (91%), U kontrolnoj
skupini takoder je najviSe bio zastupljen indeks bojanja grupe 8 koji je izmjeren u dvadeset i

sedam posteljica (87.1%). Rezultati su prikazani u Tablici 25.

Tablica 25. Imunohistokemijski indeks bojanja za cripto-1 u ispitivanoj skupini s posteljicama
sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini s urednim trudno¢ama (4= slabo izraZen indeks

bojanja, 8= jak intenzitet bojanja)

IIB — cripto-1 Ispitivana skupina Kontrolna skupina
0,4=4 11 (9%) 4 (12.9%)
8,12=8 111 (91%) 27 (87.1%)

U ovom istrazivanju nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ekspresiji cripto-1 izmedu

posteljica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnih posteljica iz urednim trudno¢a s obzirom na
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intenzitet stanicne reakcije (p=0.516, Hi-kvadrat test) i imunohistokemijski indeks bojanja

(IIB) (p=0.104, Hi-kvadrat test). Rezultati su prikazani u Tablici 26.

Tablica 26. HI-kvadrat korelacijski test usporedbe intenziteta reakcije I imunohistokemijskog
indeksa bojanja za cripto-1 u skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini

posteljica iz urednih trudnoca

Hi-kvadrat 0.422

Intenzitet reakcije — cripto-1 df 1.000
Sig 0.516

Hi-kvadrat 4.530

IIB — cripto-1 df 2.000

Sig 0.104

U ovom istrazivanju nije utvrdena statisticki znacajna razlika u promatranim kategorijalnim
obiljezjima izmedu skupina s viSim (IIB=8) odnosno nizim (IIB-4) vrijednostima
imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za cripto-1 mjerenih Leven korelacijskim testom
usporedbe. Za cripto-1 nisu testirane razlike u BhCG-u i PAPP-A proteinu zbog malog broja

ispitanica u skupini markera s nizim vrijednostima. Rezultati su prikazani u Tablici 27.

Tablica 27. Levene test usporedbe kategorijalnih obiljezja s obzirom na imunohistokemijski
indeks bojenja za cripto-1 (tjedni trudnoce, UZV 1= biparijetalni promjera; UZV2=duzina
bedrene kosti; UZV3=opseg trbuha; Fp=fetoplacentarni omjer; teZina ploda, BhCG=humani
koronski gonadotropin; PAPP-A=plazmatski protein trudno¢e A) izmedu ispitanica s nizim

(IIB=4) I viSim (IIB=8) imunohistokemijskim indeksom bojanja

IIB — cripto-1
N Aritmeticka | Standardna | ;. (5 gyijeq)
sredina devijacija

0 15 35.47 6.12 661
Dob 1 136 34.80 5.50 '

0 7 90.43 2.76
uzvi 1 7 89.58 5.98 713

0 7 69.14 4.14
uzv2 1 72 69.21 6.04 I8
UzZV3 0 7 308.57 14.55 .596
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1 7 303.57 2432
- 0 5 2659.33 476.93
Tezinaploda = 138 274174 480.13 529
. 0 1 348,45 100.32
F/p omjer 1 110 352.17 78.03 884
0 2 26.75 0.49
BhCG (IUL) 2 39.43 2178
0 2 0.91 0.18
BhCG (MoM) [ 32 1.15 0.62
PAPP-A 0 2 2457.00 711.35
(mIU/L) 1 2 2676.99 1537.36
PAPPA 0 2 112 0.47
(MoM) | ) 1.08 0.58

U ovom istrazivanju tkivo posteljice je obojeno imunohistokemijski na anti-cripto-1 protutijela,
a ekspresiju proteina cripto-1 o€itavana je mjerenjem intenziteta obojenja. Ekspresija cripto-1

zabiljezena je u citoplazmi stanica posteljica sa zastojem fetalnog rasta. Rezultati su prikazani

na Slici 15.

Slika 15. Tkivo posteljice, imunohistokemijski obojeno na anti-cripto protutijelo (nuklearno i

citoplazmatsko obojenje), povecanje 10x: a. negativno obojenje, b. obojenje intenziteta 1, c.

obojenje intenziteta 2, d. obojenje intenziteta 3
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4.5 Ekspresija proteina Ptchl, Smo, suvivina i cripto-1 u posteljicama sa zastojem

fetalnog rasta i preeklampsijom

Analizirana je ekspresija proteina Ptchl, Smo, survivina i cripto-1 u posteljicama sa zastojem
fetalnog rasta 1 preeklampsijom. U ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta
preeklampsija je utvrdena u dvadeset sedam ispitanica. U kontrolnoj skupini s urednim

trudno¢ama nismo imali preeklampsije. Rezultati su prikazani u Tablici 28.

Tablica 28. Utvrdena preeklampsija u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj

skupini (0=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

Preeklampsija Ispitivana skupina Kontrolna skupina
0 95 (77.9%) 0 (0%)
1 27 (22.1%) 0 (0%)

U ispitivanoj skupini s preeklampsijom (n=27) imali smo cetrnaest prvorotki (51,9%), deset
drugorotki (37%) te tri ispitanica s tri ili viSe trudnoca (11,1%). U ispitivanoj skupini bez
preeklampsije (n=95) imali smo pedeset i sedam prvorotki (60,0%), dvadeset i Sest drugorotki
(27,4%) 1 dvanaest ispitanica s tri ili viSe trudnoca (12,6%). U obje skupine sa zastojem fetalnog

rasta najvise je bilo prvorotki. Rezultati su prikazani u Tablici 29 1 na Slici 16.

Tablica 29. Prikaz pariteta u skupini ispitanica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na

preeklampsiju (O=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

Preeklampsija
0 1
Count Column N% Count Column N%
Paritet 1 57 60% 14 51.9%
2 26 27.4% 10 37%
3 12 12.6% 3 11.1%
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Slika 16. Graficki prikaz pariteta u skupini ispitanica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na

m bez preeklampsije m preeklampsija

paritet

preeklampsiju (1=prvorotke, 2=drugorotke, 3= tri i viserotke)

U odnosu na spol djece u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom imali
smo jedanaestoro muske (40,7%) 1 Sesnaestero zenske djece (59,3%). U skupini sa zastojem

fetalnog rasta bez preeklampsije bila su Cetrdeset 1 dva muSka djeteta (44,2%) 1 pedeset i troje
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1
0%
1 2 3

zenske djece (55.8%). Rezultate smo prikazali u Tablici 30 i na Slici 17.

Tablica 30. Prikaz raspodjele prema spolu djece u skupini ispitanica sa zastojem fetalnog rasta

u odnosu na prisustvo preeklampsije (0=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom, M=muski,

v

Z=7enski)
Spol Bez preeklampsije (0) Preeklampsija (1)
M 42 (44.2%) 11 (40.7%)
Vi 53 (55.8%) 16 (59.3%)
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Slika 17. Graficki prikaz raspodjele prema spolu djece u skupini ispitanica sa zastojem

m bez preeklampsije m preeklampsija
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fetalnog rasta u odnosu na prisustvo preeklampsije (M=muski, Z=enski)

Ekspresija Ptchl proteina je analizirana prema intenzitetu stani¢ne reakcije (IR) u ispitivanoj
skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta s 1 bez prisutne preeklampsije. U ispitivanoj
skupini sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom najvise je bio zastupljen intenzitet reakcije
2 koji je evidentiran u devetnaest posteljica (70.4%) kao i u skupini sa zastojem fetalnog rasta

bez preeklampsije koji je zapaZen u Sezdeset 1 pet posteljica (68.4%). Rezultati su prikazani u

Tablici 31 1 na Slici 18.

Tablica 31. Intenzitet stani¢ne reakcije za Ptchl u ispitivanoj skupini s posteljicama sa zastojem

fetalnog rasta s i bez preeklampsije ((0)=bez preeklampsije, (1)=s preeklampsijom, 1= slab

intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije — Bez preeklampsije (0) Preeklampsija (1)
Ptchl
1 30 (31.6%) 8 (29.6%)
2 65 (68.4%) 19 (70.4%)
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Slika 18. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za Ptchl u ispitivanoj skupini posteljica
sa zastojem fetalnog rasta s i bez preeklampsije (1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak

intenzitet reakcije)

Ekspresija Ptchl proteina iskazana je putem imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) i
prema njegovoj vrijednosti ekspresija je podijeljena u 3 skupine. U ispitivanoj skupini posteljica
sa zastojem fetalnog rasta s preeklampsijom najvise je bio zastupljen IIB u skupini 8 koji je
evidentiran u Sesnaest posteljica (59.3%) isto kao 1 u skupini ispitanica bez preeklampsije gdje
je taj broj posteljica iznosio pedeset i Sest (58,9%). Rezultati su prikazani u Tablici 32 ina Slici
19.

Tablica 32. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za Ptchl u skupini sa zastojem fetalnog
rasta s 1 bez preeklampsije: ((0)=bez preeklampsije, (1)=s preeklampsijom, 4=slabo izraZen

indeks bojanja, 8=umjereno izrazen indeks bojanja, 12=jako izrazen indeks bojanja)

IIB — Ptch1 Bez preeklampsije (0) Preeklampsija (1)
4 31 (32.6%) 8 (29.6%)
8 56 (58.9%) 16 (59.3%)
12 8 (8.4%) 13 (11.1%)
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Slika 19. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za Ptchl u ispitivanoj
skupini sa zastojem fetalnog rasta s 1 bez preeklampsije (4=slabo izrazen indeks bojanja,

8=umjereno izraZen indeks bojanja, 12=jako izraZen indeks bojanja)

Zatim je analizirana ekspresija Smo proteina prema intenzitetu stani¢ne reakcije (IR) u
ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta s i bez prisutne preeklampsije. U
ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom najviSe je bio zastupljen
intenzitet reakcije 2 koji je evidentiran u dvadeset i jednoj posteljici (77.8%). Takoder je u
skupini sa zastojem fetalnog rasta bez preeklampsije najvise bio zastupljen intenzitet reakcije 2
koji je zapaZen u Sezdeset 1 osam posteljica (71.6%). Rezultati su prikazani u Tablici 33 i na

Slici 20.

Tablica 33. Intenzitet stani¢ne reakcije za Smo u ispitivanoj skupini s posteljicama sa zastojem
fetalnog rasta s i bez preeklampsije ((0)=bez preeklampsije, (1)=s preeklampsijom, 1= slab

intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije - Bez preeklampsije (0) Preeklampsija (1)
Smo
1 27 (28.4%) 6 (22.2%)
2 68 (71.6%) 21 (77.8%)
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Slika 20. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za Smo u ispitivanoj skupini posteljica sa
zastojem fetalnog rasta s i bez preeklampsije ( 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak

intenzitet reakcije)

Ekspresija Smo proteina iskazana je putem imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) i prema
njegovoj vrijednosti ekspresija je podijeljena u 3 skupine. U ispitivanoj skupini posteljica sa
zastojem fetalnog rasta s preeklampsijom najviSe je bio zastupljen IIB u skupini 8 koji je
evidentiran u trinaest posteljica (50,0%) isto kao i u skupini ispitanica bez preeklampsije gdje
je taj broj posteljica iznosio Cetrdeset i tri (45,3%). Rezultati su prikazani u Tablici 34 i Slici

21.

Tablica 34. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za Smo u skupini sa zastojem fetalnog
rasta s 1 bez preeklampsije: ((0)=bez preeklampsije, (1)=s preeklampsijom, 4=slabo izrazen

indeks bojanja, 8=umjereno izraZen indeks bojanja, 12=jako izrazen indeks bojanja)

IIB — Smo Bez preeklampsije (0) Preeklampsija (1)
4 26 (27.4%) 6 (23.1%)
8 43 (45.3%) 13 (50%)
12 26 (27.4%) 7 (26.9%)
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Slika 21. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za Smo u ispitivanoj
skupini sa zastojem fetalnog rasta a i bez preeklampsije (4=slabo izrazen indeks bojanja,

8=umjereno izraZen indeks bojanja, 12=jako izrazen indeks bojanja)

Analizirana je ekspresija survivin proteina prema intenzitetu stani¢ne reakcije (IR) u ispitivanoj
skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta s 1 bez prisutne preeklampsije. U ispitivanoj
skupini sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom najvise je bio zastupljen intenzitet reakcije
2 koji je evidentiran u dvadeset i Sest posteljica (96.3%). U skupini sa zastojem fetalnog rasta
bez preeklampsije isto je najvisSe bio zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je zapazen u

osamdeset 1 Sest posteljica (90.5%). Rezultati su prikazani u Tablici 35 i na Slici 22.

Tablica 35. Intenzitet stani¢ne reakcije za survivin u ispitivanoj skupini s posteljicama sa
zastojem fetalnog rasta s i bez preeklampsije ((0)=bez preeklampsije, (1)=s preeklampsijom,

1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije - survivin Bez preeklampsije (0) Preeklampsija (1)
1 9 (9.5%) 1 (3.7%)
2 86 (90.5%) 26 (96.3%)
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Slika 22. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za survivin u ispitivanoj skupini posteljica
sa zastojem fetalnog rasta s i bez preeklampsije ( 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak

intenzitet reakcije)

Ekspresija survivin proteina iskazana je putem imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) i
prema njegovoj vrijednosti ekspresija je podijeljena u 3 skupine. U ispitivanoj skupini posteljica
sa zastojem fetalnog rasta s preeklampsijom kao i1 u skupini bez preeklampsije najvise je bio
zastupljen IIB u skupini 8 koji je evidentiran u devetnaest posteljica (70,4%) s preeklampsijom
i pedeset 1 pet posteljica bez preeklampsije (57,6%). Rezultati su prikazani u Tablici 36 i1 na
Slici 23.

Tablica 36. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za survivin u skupini sa zastojem fetalnog
rasta s 1 bez preeklampsije: ((0)=bez preeklampsije, (1)=s preeklampsijom, 4=slabo izrazen

indeks bojanja, 8=umjereno izraZen indeks bojanja, 12=jako izrazen indeks bojanja)

IIB — survivin Bez preeklampsije (0) Preeklampsija (1)
4 9 (9.5%) 1 (3.7%)
8 55 (57.6%) 19 (70.4%)
12 31 (32.6%) 7 (25.9%)
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Slika 23. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za survivin u ispitivanoj
skupini sa zastojem fetalnog rasta s i bez preeklampsije (4=slabo izrazen indeks bojanja,

8=umjereno izraZen indeks bojanja, 12=jako izraZen indeks bojanja)

Analizirana je ekspresija cripto-1 proteina prema intenzitetu stani¢ne reakcije (IR) u ispitivanoj
skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta s 1 bez prisutne preeklampsije. U ispitivanoj
skupini sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom najvise je bio zastupljen intenzitet reakcije
2 koji je evidentiran u dvadeset i pet posteljica (92.6%). Takoder je i u skupini ispitanica sa
zastojem fetalnog rasta bez preeklampsije najvise bio zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je

zapazen u osamdeset 1 Sest posteljica (90.5%). Rezultati su prikazani u Tablici 37 i na Slici 24.

Tablica 37. Intenzitet stani¢ne reakcije za cripto-1 u ispitivanoj skupini s posteljicama sa
zastojem fetalnog rasta s 1 bez preeklampsije ((0)=bez preeklampsije, (1)=s preeklampsijom,

1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije — cripto-1 Bez preeklampsije (0) Preeklampsija (1)
1 9 (9.5%) 2 (7.4%)
2 86 (90.5%) 25 (92.6%)
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Slika 24. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za survivin u ispitivanoj skupini posteljica

sa zastojem fetalnog rasta sa 1 bez preeklampsije (1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak

intenzitet reakcije)

Ekspresija cripto-1 proteina iskazana je putem imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) i
prema njegovoj vrijednosti ekspresija je podijeljena u 3 skupine. U ispitivanoj skupini posteljica
sa zastojem fetalnog rasta s preeklampsijom kao i u skupini bez preeklampsije najvise je bio
zastupljen IIB u skupini 8 koji je evidentiran u devetnaest posteljica (70,4%) s preeklampsijom

1 pedeset 1 osam posteljica bez preeklampsije (61,1%). Rezultati su prikazani u Tablici 38 1 na

Slici 25.

Tablica 38. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za cripto-1 u skupini sa zastojem fetalnog

rasta s 1 bez preeklampsije: ((0)=bez preeklampsije, (1)=s preeklampsijom, 4=slabo izraZen

m bez preeklampsije ® preeklampsija

2

1

Intenzitet reakcije - cripto-1

indeks bojanja, 8=umjereno izrazen indeks bojanja, 12=jako izrazen indeks bojanja)

IIB — cripto-1 Bez preeklampsije (0) Preeklampsija (1)
4 9 (9.5%) 2 (7.4%)
8 58 (61.1%) 19 (70.4%)
12 28 (29.5%) 16 (22.2%)
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Slika 25. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za cripto-1 u ispitivanoj
skupini sa zastojem fetalnog rasta s 1 bez preeklampsije (4=slabo izrazen indeks bojanja,

8=umjereno izraZen indeks bojanja, 12=jako izraZen indeks bojanja)

U ovom istrazivanju nije utvrdena statisticki znacajna razlika u paritetu i spolu izmedu
posteljica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na prisutnost preeklampsije. Statisticki nije
utvrdena ni znacajna razlika ekspresije Ptch, Smo, survivina i cripto-1 proteina izmedu
posteljica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na prisutnost preeklampsije s obzirom na
intenzitet stanicne reakcije i imunohistokemijski indeks bojanja izraCunati Hi-kvadrat

korelacijskim testom usporedbe. Rezultati su prikazani u Tablici 39.

Tablica 39. Hi-kvadrat korelacijski test usporedbe pariteta, spola i ekspresije Ptchl, Smo,

survivina 1 cripto-1 proteina u skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta s 1 bez

preeklampsije

Preeklampsija

Hi-kvadrat 0.945

Paritet df 2.000

Sig 0.623

Hi-kvadrat 0.103

Spol df 1.000

Sig 0.748
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Hi-kvadrat 0.037

Intenzitet reakcije — Ptchl df 1.000
Sig 0.847

. . Hi-kvadrat 0.409

Intenzitet reakcije - Smo a 1,000

Sig 0.522

Hi-kvadrat 0.930

Intenzitet reakcije - survivin df 1.000
Sig .3350

Hi-kvadrat 0.109

Intenzitet reakcije — cripto-1 df 1.000
Sig 7410

Hi-kvadrat 0.228

IIB — Ptchl df 2.000

Sig 0.892

Hi-kvadrat 0.243

IIB — Smo df 2.000

Sig 0.886

Hi-kvadrat 1.697

IIB — survivin df 2.000

Sig 0.428

Hi-kvadrat 0.785

IIB — cripto-1 df 2.000

Sig 0.675

Prosjecno trajanje trudnoce u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom

je iznosilo trideset i devet tjedana (SD=1.14) isto kao i u skupini bez preeklampsije

(SD+1.37). Rezultati su prikazani u Tablici 40 i na Slici 26.

Tablica 40. Prikaz trajanja trudnoée u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i1 bez

preeklampsije (0=bez preeklampsije, 1= s preeklampsijom)

Standardna
Preeklampsija N Aritmeticka sredina S(;anfi'arc'lpa Po greglfa
evijacija aritmeticke
sredine
Tjedni 0 95 39.356 1.1417 1171
1 27 39.455 1.3743 2645
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Slika 26. Graficki prikaz trajanja trudnoce u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i bez (0=bez

preeklampsije, 1= s preeklampsijom)

Ultrazvu¢no mjereni biparijetalni promjer glave fetusa je iznosio prosje¢no 88.45 mm

(SD+9.47) u skupini sa zastojem rasta i preeklampsijom, a 90.06 mm (SD=3.81) u skupini bez

tiedni

420

41.04

40.07

38.0

33.0

370

preeklampsija

preeklampsije. Rezultati su prikazani u Tablici 41 1 na Slici 27.

Tablica 41. Prikaz veliine biparijetalnog promjera glave u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta

s 1 bez preeklampsije (0=bez preeklampsije, 1= s preeklampsijom, ultrazvukl=biparijetalni

promjer glave ploda)

Standardna
Preeklampsija N Annnqtlcka Stan.d'arc'lpa POgr ebjlfa
sredina devijacija aritmeticke
sredine
0 59 90.068 3.8141 4965
Ultrazvukl 1 20 88.450 9.4673 2.1169
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Slika 27. Graficki prikaz veliine biparijetalnog promjera glave ploda u ispitanica sa zastojem

preeklampsijal

fetalnog rasta s i bez preeklampsije (O=bez preeklampsije, 1= s preeklampsijom)

Ultrazvu¢no mjerena duzina bedrene kosti ploda je iznosila prosje¢no 68.7 mm (SD+9.83) u

skupini sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom, a 69.37 mm (SD+3.83) u skupini bez

preeklampsije. Rezultati su prikazani u Tablici 42 1 na Slici 28.

Tablica 42. Prikaz duzine bedrene kosti ploda u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s 1 bez

preeklampsije (0=bez preeklampsije, 1= s preeklampsijom, Ultrazvuk2=duzina bedrene kosti

ploda)
Standardna
Preeklampsija | N | Aritmeticka sredina Stan§ardpa p.ogres‘lfa
devijacija aritmeticke
sredine
59 69.373 3.8277 4983
Ultrazvuk2 1 20 68.700 9.8253 2.1970
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Slika 28. Graficki prikaz duzine bedrene kosti ploda ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i

bez preeklampsije (O=bez preeklampsije, 1= s preeklampsijom)

U skupini sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom ultrazvu¢no mjeren opseg trbuha ploda
iznosio je prosjecno 301.98 mm (SD+17.27), a 301.15 mm (SD+36.92) u skupini bez

preeklampsije. Rezultati su prikazani u Tablici 43 i na Slici 29.

Tablica 43. Prikaz opsega trbuha ploda u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i bez

preeklampsije (O=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom, Ultrazvuk3=opseg abdomena ploda)

Standardna
Preeklampsija | N Aritmeticka sredina Stag.dar'(‘i na po.greSl'(fl
devijacija aritmeticke
sredine
Ultrazvuk3 59 304.983 17.2702 2.2484
1 20 301.150 36.9242 8.2565
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Slika 29. Graficki prikaz opsega trbuha ploda ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i bez
preeklampsije (0=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

Analizirana je prosjecna tezina ploda u skupini sa zastojem fetalnog rasta 1 preeklampsijom

koja je iznosila 2538.52 g (SD+250.38), a u skupini bez preeklampsije 2543.26 g
(SD+258.74). Rezultati su prikazani u Tablici 44 i na Slici 30.

Tablica 44. Prikaz tezine ploda u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s 1 bez preeklampsije
(0=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

Standardna
Preeklampsija N Aritmeticka sredina Stanq'arc'ma pﬁogres‘lvca
devijacija aritmeticke
sredine
Tezina 0 95 2543.26 258.743 26.546
ploda 1 27 2538.52 250.380 48.186
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Slika 30. Graficki prikaz tezine ploda ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i1 bez

preeklampsije (0=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

U skupini sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom prosjecna vrijednost BhCG-a je iznosila
38.15 IU/L (SD+11.86), a u skupini bez preeklampsije 38.80 IU/L (SD+23.01). Rezultati su
prikazani u Tablici 45 i na Slici 31.

Tablica 45. Prikaz vrijednosti BhCG-a (IU/L) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s 1 bez

preeklampsije (0=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

Standardna
. Aritmeticka Standardna pogreska
Precklampsija | N sredina devijacija aritmeticke
sredine
0 28 38.8032 23.01260 4.34897
BhCG (IUL) 1 6 | 38.1483 11.86138 4.84239
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Slika 31. Graficki prikaz vrijednosti BhCG-a (IU/L) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i

bez preeklampsije (O=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

Prosjecna vrijednost BhCG-a (MoM) u skupini sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom je
iznosila 1.078 MoM (SD=0.43), a u skupini bez preeklampsije 1.15 MoM (SD+0.63). Rezultati

su prikazani u Tablici 46 1 na Slici 32.

Tablica 46. Prikaz vrijednosti BhCG-a (MoM) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i bez

preeklampsije (0O=bez preeklampsije, 1= s preeklampsijom)

Standardna

Preeklampsija N Arihnqtiéka StanQardpa po greslfa

sredina devijacija aritmeticke
sredine
BhCG 0 28 1.1486 .63919 .12080
(MoM) 1 6 1.0783 42930 17526
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Slika 32. Graficki prikaz vrijednosti BhCG-a (MoM) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i

bez preeklampsije (O=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

U skupini sa zastojem fetalnog rasta i1 preeklampsijom prosjecna vrijednost PAPP-A (mIU/L)
je iznosila 2798.33 mIU/L (SD+1636.40), a u skupini bez preeklampsije 2635.27 mlU/L
(SD+£1494.99). Rezultati su prikazani u Tablici 47 i na Slici 33.

Tablica 47. Prikaz vrijednosti PAPP-A (mIU/L) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i bez

preeklampsije (0=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

Standardna
Preeklampsija | N AﬁUnqtiéka Stanﬁarc?na po greélfa
sredina devijacija aritmeticke
sredine
PAPP-A 0 28 2635.2714 1494.98324 282.52528
(mIU/L) 1 6 2798.3333 1636.40064 668.05777
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Slika 33. Graficki prikaz vrijednosti PAPP-A (mIU/L) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s

i bez preeklampsije (O=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

Prosjecna vrijednost PAPP-A (MoM) u skupini sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom je
iznosila 1.291 MoM (SD+0.9026), a u skupini bez preeklampsije 1.035 MoM (SD+0.485).

Rezultati su prikazani u Tablici 48 1 na Slici 34.

Tablica 48. Prikaz vrijednosti PAPP-A (MoM) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s 1 bez

preeklampsije (0=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

Standardna
Preeklampsija N Aritme'tiéka Stan.d'ar(#la p.ogreé‘lvia
sredina devijacija aritmeticke
sredine
PAPP-A 0 28 1.0354 48515 09168
(MoM) 1 6 1.2917 .90261 .36849
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Slika 34. Graficki prikaz vrijednosti PAPP-A (MoM) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i

bez preeklampsije (O=bez preeklampsije, 1=s preeklampsijom)

U ovom istrazivanju nije utvrdena statisticki znacajna razlika u promatranim kategorijalnim
obiljezjima ispitanica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na prisutnost preeklampsije mjerenih

Levene korelacijskim testom usporedbe. Rezultati su prikazani u Tablici 49.

Tablica 49. Levene korelacijski test usporedbe kategorijalnih obiljezja (tjedni trudnoce,
UZVI1= biparijetalni promjera; UZV2=duZina bedrene kosti; UZV3=opseg trbuha;
Fp=fetoplacentarni omjer; tezina ploda, BhCG=humani koronski gonadotropin; PAPP-

A=plazmatski protein trudno¢e A) izmedu ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s i bez

preeklampsije
Independent Samples Test
Levene test p

Tjedni Pretpostavljene 073 0.706
jednake varijance

UZV1 Nisu pretpostavljene 338 0.280
jednake varijance

UzZvV2 N}su pretpost'fl.vl_] ene 097 0.661
jednake varijance
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UZV3 Nisu pretpostavljene 201 0.534
jednake varijance

Teina ploda Nisu pretpostavljene 995 0.933
jednake varijance

fp omjer leu pretp OStE.l.Vlj ene .889 0.315
jednake varijance

BhCG (IU/L) Nisu pretpostavljene 250 0.947
jednake varijance

BhCG (MoM) Nisu pretpostavljene 654 0.800
jednake varijance

PAPP-A (mIU/L) | Tusupretpostavljene 641 0.813
jednake varijance

PAPP-A (MoM) Nisu pretpostavljene 020 0.526
jednake varijance

4.6 Ekspresija proteina Ptchl, Smo, survivina i cripto-1 u posteljicama sa zastojem

fetalnog rasta i patoloSkim nalazom Dopplera

Analizirana je ekspresija proteina Ptch1l, Smo, survivina i cripto-1 u posteljicama sa zastojem
fetalnog rasta s patoloSkim nalazom Dopplera. U ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem
fetalnog rasta patoloski nalaz Dopplera je utvrden u trideset i sedam ispitanica (46.2%). U
kontrolnoj skupini s urednim trudno¢ama nismo imali patoloSkog nalaza Dopplera. Rezultati

su prikazani u Tablici 50.

Tablica 50. Prikaz patoloskog Dopplera u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta i

kontrolnoj skupini (O=uredan nalaz Dopplera, 1=patoloski nalaz Dopplera)

Doppler Ispitivana skupina Kontrolna skupina
0 43 (53.8%) 0 (0%)
1 37 (46.2%) 0 (0%)

U ispitivanoj skupini s patoloskim Dopplerom (n=37) imali smo dvadeset i dvije prvorotke
(59,5%), devet drugorotki (24.3%) te Sest ispitanica s tri ili vise trudnoéa (16,2%). U ispitivanoj
skupini s urednim Dopplerom (n=43) bilo je dvadeset i pet prvorotki (58.1%), trinaest
drugorotki (30.2%) 1 pet ispitanica s tri ili viSe trudnoca (11,6%). U obje skupine sa zastojem

fetalnog rasta najvise je bilo prvorotki. Rezultati su prikazani u Tablici 51 i na Slici 35.
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Tablica 51. Prikaz pariteta u skupini ispitanica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na nalaz

Dopplera (O=uredan Doppler, 1=patoloski Doppler)

Doppler
0 1
Count Column N% Count Column N%
1 25 58.1% 22 59.5%
Paritet 2 13 30.2% 9 24.3%
3 5 11.6% 6 16.2%

m uredan doppler m patoloski doppler
70%

60%

50%
40%
30%
20%
mB
0%
1 2 3

paritet

Slika 35. Graficki prikaz pariteta u skupini ispitanica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na

nalaz Dopplera (1=prvorotke, 2=drugorotke, 3= tri i viSerotke)

Analizirajuéi spol djece u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim Dopplerom
imali smo osamnaestoro muske (48.6%) i devetnaestero zenske djece (51.4%), a u skupini sa
zastojem fetalnog rasta s urednim Dopplerom sedamnaestero muske (39.5%) 1 dvadeset 1 Sest

zenske djece (60.5%). Rezultati su prikazani u Tablici 52 i na Slici 36.
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Tablica 52. Prikaz raspodjele prema spolu djece u skupini ispitanica sa zastojem fetalnog rasta

u odnosu na nalaz Dopplera ((0)=uredan Doppler, 1=patoloski Doppler, M=muski, Z=7enski)

Spol Uredan Doppler (O) Patoloski Doppler (1)
M 17 (39.5%) 18 (48.6%)
Z 26 (60.5%) 19 (51.4%)

m uredan doppler m patoloski doppler
70%
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10%
0% _—_——
M Z

Spol

Slika 36. Graficki prikaz raspodjele prema spolu djece u skupini ispitanica sa zastojem fetalnog

rasta u odnosu na nalaz Dopplera (M=muski, Z=7enski)

Nadalje analizirana je ekspresija Ptchl proteina prema intenzitetu stani¢ne reakcije (IR) u
ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim nalazom
Dopplera. U ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim Dopplerom najvise je
bio zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je evidentiran u dvadeset i sedam posteljica (75.7%). U
skupini sa zastojem fetalnog rasta i urednim nalazom Dopplera takoder je najvise bio zastupljen
intenzitet reakcije 2 koji je zapazen u dvadeset 1 pet posteljica (58.1%). Rezultati su prikazani

u Tablici 53 i na Slici 37.
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Tablica 53. Intenzitet stani¢ne reakcije za Ptchl u ispitivanoj skupini s posteljicama sa zastojem
fetalnog rasta s urednim 1 patoloskim dopplerom ((0)=uredan Doppler, (1)=patoloski Doppler,

1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije — o
patched] Uredan Doppler (0) Patoloski Doppler (1)
1 18 (41.9%) 9 (24.3%)
2 25 (58.1%) 28 (75.7%)

m uredan doppler m patoloski doppler
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Slika 37. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za Ptchl u ispitivanoj skupini posteljica
sa zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim Dopplerom (1= slab intenzitet reakcije,

2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Ekspresija Ptchl proteina iskazana je putem imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) i1
prema njegovoj vrijednosti ekspresija je podijeljena u 3 skupine. U ispitivanoj skupini posteljica
sa zastojem fetalnog rasta 1 patoloSkim nalazom Dopplera najvise je bio zastupljen IIB u skupini
8 koji je evidentiran u dvadeset 1 Cetiri posteljice (64.9%) isto kao i1 u skupini ispitanica s
urednim nalazom Dopplera gdje je taj broj posteljica iznosio devetnaest (44.2%). Rezultati su

prikazani u Tablici 54 i na Slici 38.
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Tablica 54. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za Ptchl u skupini sa zastojem fetalnog
rasta s urednim 1 patoloskim Dopplerom: ((0)=uredan Doppler, (1)=s-patoloski Doppler,

4=slabo izrazen indeks bojanja, 8=umjereno izraZen indeks bojanja, 12=jako izrazen indeks

bojanja)
IIB — Ptch1 Uredan Doppler (0) Patoloski Doppler (1)
4 19 (44.2%) 9 (24.3%)
8 19 (44.2%) 24 (64.9%)
12 5 (11.6%) 4 (10.8%)
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Slika 38. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za Ptchl u ispitivanoj
skupini sa zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim Dopplerom (4=slabo izraZen indeks

bojanja, 8=umjereno izrazen indeks bojanja, 12=jako izraZzen indeks bojanja)

Nadalje analizirana je ekspresija Smo proteina prema intenzitetu stanicne reakcije (IR) u
ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim nalazom
Dopplera. U ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim Dopplerom najvise je
bio zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je evidentiran u dvadeset i Cetiri posteljice (64.9%).
Takoder je u skupini sa zastojem fetalnog rasta i urednim nalazom Dopplera najvise bio
zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je zapaZen u trideset i Sest posteljica (83.7%). Rezultati su

prikazani u Tablici 55 i na Slici 39.
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Tablica 55. Intenzitet stani¢ne reakcije za Smo u ispitivanoj skupini s posteljicama sa zastojem
fetalnog rasta s urednim i patoloskim nalazom Dopplera ((0)=uredan Dopplera, (1)=patoloski

Doppler, 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Intenzitet reakeije — Smo Uredan Doppler Patoloski Doppler
1 7 (16.3%) 13 (35.1%)
36 (83.7%) 24 (64.9%)
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Slika 39. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za Smo u ispitivanoj skupini posteljica sa
zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim Dopplerom (1= slab intenzitet reakcije,

2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Ekspresija Smo proteina iskazana je putem imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) i prema
njegovoj vrijednosti ekspresija je podijeljena u 3 skupine. U ispitivanoj skupini posteljica sa
zastojem fetalnog rasta i patoloSkim nalazom Dopplera najvise je bio zastupljen IIB u skupini
8 koji je evidentiran u Cetrnaest posteljica (38.9%) isto kao 1 u skupini ispitanica s urednim
Dopplerom gdje je taj broj posteljica iznosio devetnaest (44,2%). Rezultati su prikazani u

Tablici 56 1 na Slici 40.
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Tablica 56. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za Smo u skupini sa zastojem fetalnog
rasta s urednim i patoloskim Dopplerom: ((0)=uredan Doppler, (1)=patoloski Doppler, 4=slabo

izrazen indeks bojanja, 8=umjereno izraZen indeks bojanja, 12=jako izrazen indeks bojanja)

IIB — Smo Uredan Doppler (0) Patoloski Doppler (1)
4 6 (14%) 13 (36.1%)
8 19 (44.2%) 14 (38.9%)
12 18 (41.9%) 9 (25%)
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Slika 40. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za Smo u ispitivanoj
skupini sa zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloSkim Dopplerom (4=slabo izraZen indeks

bojanja, 8=umjereno izrazen indeks bojanja, 12=jako izraZzen indeks bojanja)

Analizirana je ekspresija survivin proteina prema intenzitetu stanicne reakcije (IR) u
ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim nalazom
Dopplera. U ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim Dopplerom najvise je
bio zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je evidentiran u trideset 1 Cetiri posteljice (91.9%). U
skupini sa zastojem fetalnog rasta i urednim Dopplerom takoder je najviSe bio zastupljen
intenzitet reakcije 2 koji je zapazen u Cetrdeset posteljica (93%). Rezultati su prikazani u

Tablici 57 i na Slici 41.
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Tablica 57. Intenzitet stani¢ne reakcije za survivin u ispitivanoj skupini s posteljicama sa
zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim Dopplerom ((0)=uredan Doppler, (1)=patoloski

Doppler, 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije — survivin Uredan Doppler Patoloski Doppler
1 3 (7%) 3 (8.1%)
2 40 (93%) 34 (91.9%)
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Slika 41. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za survivin u ispitivanoj skupini posteljica
sa zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim Dopplerom (1= slab intenzitet reakcije,

2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Ekspresija survivin proteina iskazana je putem imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) 1
prema njegovoj vrijednosti ekspresija je podijeljena u 3 skupine. U ispitivanoj skupini posteljica
sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim nalazom Dopplera kao i u skupini s urednim Dopplerom
najvise je bio zastupljen IIB u skupini 8 koji je evidentiran u devetnaest posteljica (51.4%) s
patoloskim Dopplerom i dvadeset 1 pet posteljica s urednim Dopplerom (58.1%). Rezultati su

prikazani u Tablici 58 i na Slici 42.
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Tablica 58. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za survivin u skupini sa zastojem fetalnog
rasta s urednim 1 patoloskim Dopplerom: ((0)=uredan Doppler, (1)=patoloski Doppler, 4=slabo

izrazen indeks bojanja, 8=umjereno izraZen indeks bojanja, 12=jako izrazen indeks bojanja)

IIB — survivin Uredan Doppler (0) Patoloski Doppler (1)
4 3 (7%) 3 (8.1%)
8 25 (58.1%) 19 (51.4%)
12 15 (34.9%) 15 (40.5%)

m uredan doppler

m patoloski doppler
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Slika 42. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za survivin u ispitivanoj
skupini sa zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim Dopplerom (4=slabo izraZen indeks

bojanja, 8=umjereno izrazen indeks bojanja, 12=jako izraZzen indeks bojanja)

Nadalje je analizirana ekspresija cripto-1 proteina prema intenzitetu stani¢ne reakcije (IR) u
ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim nalazom
Dopplera. U ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim Dopplerom najvise je
bio zastupljen intenzitet reakcije 2 koji je evidentiran u trideset i1 pet posteljica (94.6%). U
skupini sa zastojem fetalnog rasta i urednim Dopplerom takoder je najviSe bio zastupljen
intenzitet reakcije 2 koji je zapazen u trideset i devet posteljica (90.7%). Rezultati su prikazani

u Tablici 59 1 na Slici 43.

73



Tablica 59. Intenzitet stani¢ne reakcije za cripto-1 u ispitivanoj skupini s posteljicama sa
zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim Dopplerom ((0)=uredan Doppler, (1)=patoloski

Doppler, 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije)

Intenzitet reakcije — cripto-1 Uredan Doppler Patoloski Doppler
1 4 (9.3%) 2 (5.4%)
2 39 (90.7%) 35 (94.6%)

m uredan doppler m patoloski doppler
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Slika 43. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za cripto-1 u ispitivanoj skupini
posteljica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim Dopplerom (1= slab intenzitet

reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije)

U istraZivanju je ekspresija cripto-1 proteina iskazana putem imunohistokemijskog indeksa
bojanja (IIB) i prema njegovoj vrijednosti ekspresija je podijeljena u 3 skupine. U ispitivanoj
skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim nalazom Dopplera kao i u skupini s
urednim Dopplerom najvise je bio zastupljen IIB u skupini 8 koji je zapaZen u dvadeset 1 pet
posteljica (67.6%) s patoloSkim Dopplerom i1 dvadeset i sedam posteljica s urednim Dopplerom
(62.8%). Rezultati su prikazani u Tablici 60 i na Slici 44.

74



Tablica 60. Imunohistokemijski indeks bojanja (IIB) za cripto-1 u skupini sa zastojem fetalnog
rasta s urednim 1 patoloskim Dopplerom: ((0)=uredan Doppler, (1)=patoloski Doppler, 4=slabo

izrazen indeks bojanja, 8=umjereno izraZen indeks bojanja, 12=jako izrazen indeks bojanja)

IIB — cripto-1 Uredan Doppler Patoloski Doppler
4 4 (9.3%) 2 (5.4%)
8 27 (62.8%) 25 (67.6%)
12 12 (27.9%) 10 (27%)
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Slika 44. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za cripto-1 u ispitivanoj
skupini s urednim 1 patoloskim Dopplerom (4=slabo izrazen indeks bojanja, 8=umjereno

izrazen indeks bojanja, 12=jako izrazen indeks bojanja)

U ovom istrazivanju nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u paritetu 1 spolu izmedu
posteljica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na nalaz Dopplera. Statisticki nije utvrdena
znacajna razlika ekspresije Ptchl, survivina i cripto-1 proteina izmedu posteljica sa zastojem
fetalnog rasta u odnosu na nalaz Dopplera, dok je statisticka razlika za Smo grani¢na s obzirom
na intenzitet reakcije stanica i imunohistokemijski indeks bojanja izraCunati Hi-kvadrat

korelacijskim testom usporedbe. Rezultati su prikazani u Tablici 61.
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Tablica 61. Hi-kvadrat korelacijski test usporedbe pariteta, spola i ekspresije Ptchl, Smo,
survivina 1 cripto-1 proteina u skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i

patoloskim Dopplerom

Pearson Hi-kvadrat testovi
Doppler-uredan/patoloski
Hi-kvadrat 563
Paritet df 2
Sig 755
Hi-kvadrat 671
Spol df 1
Sig 413
Intenzitet reakcije — Hi-kvadrat 2.735
Ptchl d.f I
Sig .098
. .. Hi-kvadrat 3.771
Intenzitet reakcije - Smo ar ]
Sig .052
Hi-kvadrat .037
Intenzitet reakcije - survivin df 1
Sig .848
Hi-kvadrat 435
Intenzitet reakcije — cripto-1 df 1
Sig .509
Hi-kvadrat 3.836
IIB — Ptchl df 2
Sig 147
Hi-kvadrat 5.762
1IB — Smo df 2
Sig .056
Hi-kvadrat 370
IIB — survivin df 2
Sig .831
Hi-kvadrat 478
[IB — cripto-1 df 2
Sig 187

Analizirano je prosjec¢no trajanje trudnoce u ispitivanoj skupini sa zastojem fetalnog rasta i
patoloskim Dopplerom koje je iznosilo trideset 1 devet tjedana (SD=1.31) isto kao iu skupini s

urednim Dopplerom (SD+1.19). Rezultati su prikazani u Tablici 62 1 na Slici 45.
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Tablica 62. Prikaz trajanja trudnoée u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i

patoloskim Dopplerom (O=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler)

Doppler | N Aritmeticka Standardna Standardna pogreska
sredina devijacija aritmeticke sredine
Tiedni 0 43 39.435 1.1907 1816
e 1 37 [39.081 13199 2170
420
410+
40,0
=
o
L3
39.0-
38.0-
370

doppler_Ook_pat1

Slika 45. Graficki prikaz trajanja trudnoce u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s urednim 1

patoloskim Dopplerom (O=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler)

Ultrazvucno mjereni biparijetalni promjer glave fetusa je iznosio prosjecno 90.14 mm

(SD#£3.80) u skupini sa zastojem rasta i patoloskim Dopplerom, a 89.24 mm (SD+7.18) u

skupini s urednim Dopplerom. Rezultati su prikazani u Tablici 63 i na Slici 46.

Tablica 63. Prikaza veliine biparijetalnog promjera glave u ispitanica sa zastojem fetalnog

rasta s urednim i patoloSkim Dopplerom (O=uredan Doppler,

UZV 1=biparijetalni promjer glave ploda)

77

I=patoloski Doppler,



Dobpler | N Aritmeticka Standardna Standardna pogreska
PP sredina devijacija aritmeticka sredine
0 41 | 89.244 7.1756 1.1206
uzvi 1 34 |90.147 3.8070 .6529
100.0
90.04
AL
80,0 S
s
5
70.07]
60.0
50.0

o4

doppler_0ok_pat1

Slika 46. Graficki prikaz veliCine biparijetalnog promjera glave ploda u ispitanica sa zastojem

fetalnog rasta s urednim i patoloSkim Dopplerom (O=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler)

Ultrazvu¢no mjerena duzina bedrene kosti ploda je iznosila prosjecno 68.9 mm (SD+3.67) u
skupini sa zastojem rasta i patoloSkim Dopplerom, a 69.51 mm (SD=7.40) u skupini s urednim

Dopplerom. Rezultati su prikazani u Tablici 64 1 S na Slici 47.

Tablica 64. Prikaz duZine bedrene kosti ploda u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s urednim

1 patoloskim Dopplerom (O=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler, UZV2=duzina bedrene

kosti ploda)
Standardna
Aritmeticka Standardna pogreska
Doppler N sredina devijacija aritmeticke
sredine
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0 41 69.512 7.4099 1.1572
uzv2 1 34 68.912 3.6711 .6296
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Slika 47. Graficki prikaz duzine bedrene kosti ploda ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s

urednim i patoloskim Dopplerom (O=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler)

Ultrazvu¢no mjeren opseg trbuha ploda iznosio je prosje¢no 300.97 mm (SD+17.59) u skupini

sa zastojem rasta i patoloSkim Dopplerom, a 306.61 mm (SD+27.70) u skupini s urednim
Dopplerom. Rezultati su prikazani u Tablici 65 1 na Slici 48.

Tablica 65. Prikaz opsega trbuha ploda u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i

patoloSkim Dopplerom (O=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler, UZV3=opseg trbuha ploda)

Standardna
Doppler N Aritmeticka Standardna p'ogres.lfa
sredina devijacija aritmeticke
sredine
0 41 306.610 27.6983 4.3257
uzv3 1 34 300.971 17.5939 3.0173
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Slika 48. Graficki prikaz opsega trbuha ploda ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i
patoloskim Dopplerom (O=uredan Doppler, 1=patoloski Doppler)

Prosjecna tezina ploda u skupini sa zastojem fetalnog rasta 1 patoloSkim Dopplerom je iznosila

2449.73 g (SD+303.10), a u skupini s urednim Dopplerom 2596.28 (SD+213.41). Rezultati su
prikazani u Tablici 66 1 na Slici 49.

Tablica 66. Prikaz tezine ploda u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i patoloskim
Dopplerom (0O=uredan Doppler, 1=patoloski Doppler)

Standardna
Doppler N Arltme'tlcka Stanﬁardpa po greglfa
sredina devijacija aritmeticke
sredine
0 43 2596.28 213.408 32.544
Tezina ploda
1 37 2449.73 303.100 49.829
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Slika 49. Graficki prikaz tezine ploda ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i

patoloskim Dopplerom (O=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler)

Prosjecna vrijednost fetoplacentarnog (f/p) omjera u skupini sa zastojem fetalnog rasta i
patoloskim Dopplerom je iznosila 342.78. (SD+81.58), a u skupini s urednim Dopplerom
342.79 (SD+77.70). Rezultati su prikazaniu Tablici 67 ina Slici 50.

Tablica 67. Prikaz vrijednosti fetoplacentarnog omjera (fp) u ispitanica sa zastojem fetalnog

rasta s urednim i patoloskim Dopplerom (O=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler)

Standardna
Doppler N Aritmqtiéka Stanfi'ar@a po greé.lfa
sredina devijacija aritmeticke
sredine
fp omjer 0 43 342.79 77.700 11.849
1 37 342.78 81.579 13.411
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Slika 50. Graficki prikaz fetoplacentarnom omjera u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s

urednim i patoloskim Dopplerom (O=uredan Doppler, 1=patoloski Doppler)

Prosjecna vrijednost BhCG-a u skupini sa zastojem fetalnog rasta 1 patoloSkim Dopplerom je
iznosila 45.59 TU/L (SD+27.50), a u skupini s urednim Dopplerom 35.43 IU/L (SD=14.29).

Rezultati su prikazani u Tablici 68 i na Slici 51.

Tablica 68. Prikaz vrijednosti BhCG-a (IU/L) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s urednim

1 patoloskim Dopplerom (0=uredan Doppler, 1=patoloski Doppler)

Standardna
Doppler N Aritmeticka Standardna pogreska
PP sredina devijacija aritmeticke
sredine
0 14 35.4286 14.29452 3.82037
BhCG (IU/L) 1 5 45.5013 27.49886 7.10018
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Slika 51. Graficki prikaz vrijednosti BhCG-a (IU/L) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s
urednim 1 patoloskim Dopplerom (0=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler)

Prosje¢na vrijednost BhCG-a (MoM) u skupini sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim
Dopplerom je iznosila 1.346 MoM (SD=0.77), a u skupini s urednim Dopplerom 0.999 MoM
(SD+0.412). Rezultati su prikazani u Tablici 69 i na Slici 52.

Tablica 69. Prikaz vrijednosti BhCG-a (MoM) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s urednim

1 patoloskim Dopplera (O=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler)

Standardna
Aritmeticka Standardna pogreska
Doppler N sredina devijacija aritmeticke
sredine
BhCG 0 14 .9993 41200 11011
(MoM) 1 15 1.3460 76815 .19834
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Slika 52. Graficki prikaz vrijednosti BhCG-a (MoM) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s
urednim 1 patoloSkim Dopplerom (0O=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler)

Prosjecna vrijednost PAPP-A (mIU/L) u skupini sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim
Dopplerom je iznosila 3017.17 mIU/L (SD+1840.67), a u skupini s urednim Dopplerom
2671.29 mlU/L (SD+1178.48). Rezultati su prikazani u Tablici 70 i na Slici 53.

Tablica 70. Prikaz vrijednosti PAPP-A (mIU/L) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s
urednim i patoloskim Dopplerom (0O=uredan Doppler, 1=patoloski Doppler)

Standardna
Doppler N Aritmgtiéka Stanéar(.ipa po greg.lfa
sredina devijacija aritmeticke
sredine
PAPP-A 0 14 2671.2857 1189.48182 317.90239
(mIU/L) 1 15 3017.1733 1840.67317 475.25977
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Slika 53. Graficki prikaz vrijednosti PAPP-A (mIU/L) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s
urednim i patoloskim Dopplerom (O=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler)

Prosje¢na vrijednost PAPP-A (MoM) u skupini sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim
Dopplerom je iznosila 1.123 MoM (SD=+0.564), a u skupini s urednim Dopplerom 1.091 MoM
(SD+0.659). Rezultati su prikazani u Tablici 71 i na Slici 54.

Tablica 71. Prikaz vrijednosti PAPP-A (MoM) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s urednim

1 patoloskim Dopplerom (0=uredan Doppler, 1= patoloski Doppler)

Standardna
Doppler N Aritmqtiéka Stan@arc.ipa po greélfa
sredina devijacija aritmeticke
sredine
PAPP-A 0 14 1.0907 .65852 .17600
(MoM) 1 15 1.1227 .56435 14571
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Slika 54. Graficki prikaz vrijednosti PAPP-A (MoM) u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s
urednim i patoloskim Dopplerom (0=uredan Doppler, 1=patoloski Doppler)

U ovom istrazivanju utvrdena je statisticki znacajna razlika u tezini ploda u ispitanica sa
zastojem fetalnog rasta u odnosu na nalaz Dopplera mjerenih Levene korelacijskim testom
usporedbe (p<0,05). Tezina ploda je znacajno manja u ispitanica sa zastojem fetalnog rasta i

patoloskim nalazom Dopplera.

Nadalje nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u promatranim ostalim kategorijalnim
obiljezjima ispitanica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na nalaz Dopplera mjerenih Levene

korelacijskim testom usporedbe. Rezultati su prikazani u Tablici 72.
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Tablica 72. Levene korelacijski test usporedbe kategorijalnih obiljezja (tjedni trudnoce,
UZV1= biparijetalni promjera; UZV2=duzina bedrene kosti; UZV3=opseg trbuha;
Fp=fetoplacentarni omjer; teZina ploda, BhCG=humani koronski gonadotropin; PAPP-
A=plazmatski protein trudnoce A) izmedu ispitanica sa zastojem fetalnog rasta s urednim i

patoloskim nalazom Dopplera.

Independent Samples Test
Levene test p

Tjedni Pretpostavljene 901 0.211
jednake varijance

Uzvl Pretpostavljene 506 0.511
jednake varijance

uzV2 Pretpostavljene 338 0.668
jednake varijance

UzVv3 Pretpostavljene 947 0.308
jednake varijance

.. Nisu pretpostavljene
TeZina ploda jednake varijance 015 0.017
. Pretpostavljene

fp omjer jednake varijance 916 1.000

BhCG (IU/L) Pretpostavljene 062 0.228
jednake varijance

BhCG (MoM) Pretpostavljene 067 0.146
jednake varijance

PAPP-A (mIU/L) | | Pretpostavljenc 207 0.556
jednake varijance

PAPP-A (MoM) | .l retpostavijene 769 0.889
jednake varijance

4.7 Imunohistokemijska analiza ekspresije proteina Ptchl, Smo, survivina, cripto-1 i
morfoloske promjene u posteljicama iz trudnoéa kompliciranih zastojem fetalnog

rasta.

Analizirana je ekspresija proteina Ptchl, Smo, survivina i cripto-1 u odnosu na morfoloske
promjene u posteljicama iz trudnoca kompliciranih zastojem fetalnog rasta.

U ispitivanoj skupni s posteljicama ¢ija je tezina bila < 10. centile za gestacijsku dob najvise je
bio zastupljen intenzitet reakcije 2 za sve ispitivane proteine ( Ptchl 47.9%, Smo 36.1%,

survivin 50.4% i cripto-1 50.4%), dok je imunohistokemijski indeksa bojanja (IIB) najvise bio
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zastupljen u skupini 8 (Ptch 47.9%, Smo 35.6%, survivin 50.4%i cripto-1 54.4%). Rezultati su

prikazani na Slika 55.
tezina <10. centile
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Slika 55. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije IR 1 imunohistokemijskog indeksa bojanja
(IIB) za Ptchl, Smo, survivin i cripto-1 u ispitivanoj skupini posteljica s tezinom <10. centile
za gestacijsku dob (IR- 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije; IIB-
4=slabo izrazen indeks bojanja, 8=umjereno izrazen indeks bojanja, 12=jako izrazen indeks

bojanja)

U posteljicama s infarktom u patohistoloSkom nalazu najviSe je bio zastupljen intenzitet
reakcije 2 za proteine Ptchl (17.6%), Smo (16%) i survivin (16%), dok je imunohistokemijski
indeks bojanja (IIB) najviSe bio zastupljen u skupini 8 (Ptchl 17.6%, Smo 15.3%, survivin
16%). Za protein cripto-1 najviSe je bio =zastupljen intenzitet reakcije 3 (14.3%) 1

imunohistokemijski indeks bojanja u skupini 12 (14.3%). Rezultati su prikazani na Slici 56.
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Slika 56. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije IR i imunohistokemijskog indeksa bojanja
(IIB) za Ptchl, Smo, survivin 1 cripto-1 u ispitivanoj skupini posteljica s infarktom u
patohistoloSkom nalazu (IR- 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije;
IIB- 4=slabo izrazen indeks bojanja, 8=umjereno izrazen indeks bojanja, 12=jako izraZen

indeks bojanja)

U odnosu na nalaz fibrinskih naslaga u patohistoloskom nalazu posteljica sa zastojem fetalnog
rasta najvise je bio zastupljen intenzitet reakcije 2 (Ptchl 27.7%, Smo 20.2%, survivin 31.9%,
cripto-1 29.4%), dok je imunohistokemijski indeksa bojanja (IIB) najviSe bio zastupljen u
skupini 8 (Ptch1 26.9%, Smo 20.3%, survivin 31.9%, cripto-1 29.4%). Rezultati su prikazani
na Slici 57.
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Slika 57. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije IR i imunohistokemijskog indeksa bojanja
(IIB) za Ptchl, Smo, survivin i cripto-1 u ispitivanoj skupini posteljica s nalazom fibrinskih
naslaga u patohistoloskom nalazu (IR- 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet
reakcije; IIB- 4=slabo izrazen indeks bojanja, 8=umjereno izraZen indeks bojanja, 12=jako

izrazen indeks bojanja)

U odnosu na nalaz sincicijskih ¢voric¢a u patohistoloskom nalazu posteljica sa zastojem fetalnog
rasta najvise je bio zastupljen intenzitet reakcije 2 (Ptchl 34.5%, Smo 27.7%, survivin 33.6%,
cripto-1 34.5%), dok je imunohistokemijski indeksa bojanja (IIB) najviSe bio zastupljen u
skupini 8 (Ptch1 33.6%, Smo 28%, survivin 33.6%, cripto-1 34.5%). Rezultati su prikazani na
Slici 58.
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Slika 58. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije IR i imunohistokemijskog indeksa bojanja
(IIB) za Ptchl, Smo, survivin i cripto-1 u ispitivanoj skupini posteljica s nalazom sincicijskih
¢voric¢a u patohistoloskom nalazu (IR- 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet
reakcije; IIB- 4=slabo izrazen indeks bojanja, 8=umjereno izrazen indeks bojanja, 12=jako

izrazen indeks bojanja)

U posteljicama s hematomom u patohistoloSkom nalazu najvise je bio zastupljen intenzitet
reakcije 2 za proteine Ptchl (5%), Smo (2.5%) i survivin (3.4%), dok je imunohistokemijski
indeksa bojanja (IIB) najvise bio zastupljen u skupini 8 (Ptch 5%, Smo 2.5%, survivin 3.4%).
Za protein cripto-1 najviSe je bio zastupljen intenzitet reakcije 3 (5%) 1 imunohistokemijski

indeks bojanja u skupini 12 (5%). Rezultati su prikazani na Slici 59.
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Slika 59. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije IR 1 imunohistokemijskog indeksa bojanja
(IIB) za Ptch1, Smo, survivin i cripto-1 u ispitivanoj skupini posteljica s nalazom hematoma u
patohistoloSkom nalazu (IR- 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije;
[IB- 4=slabo izraZen indeks bojanja, 8=umjereno izrazen indeks bojanja, 12=jako izrazen

indeks bojanja)

Analizirajuéi nalaz kalcifikata u patohistolosSkom nalazu posteljica sa zastojem fetalnog rasta
utvrdili smo da je najviSe bio zatupljen intenzitet reakcije 2 (Ptchl 20.2%, Smo 16%, survivin
18.5%, cripto-1 22.7%) dok je imunohistokemijski indeksa bojanja (IIB) najvise bio zastupljen
u skupini 8 (Ptch1 20.2%, Smo 16.1%, survivin 18.5%, cripto-1 22.7%). Rezultati su prikazani
na Slici 60.
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Slika 60. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije IR i imunohistokemijskog indeksa bojanja
(IIB) za Ptchl, Smo, survivin i cripto-1 u ispitivanoj skupini posteljica s nalazom kalcifikata u
patohistoloSkom nalazu (IR- 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak intenzitet reakcije;
IIB- 4=slabo izrazen indeks bojanja, 8=umjereno izrazen indeks bojanja, 12=jako izraZen

indeks bojanja)

U posteljicama s nezrelim korionskim resicama u patohistoloSkom nalazu najvise je bio
zastupljen intenzitet reakcije 2 za proteine Ptchl (7.6%), Smo (6.7%) i cripto-1 5.9%, dok je
imunohistokemijski indeksa bojanja (IIB) najvise bio zastupljen u skupini 8 (Ptchl 7.6%, Smo
6.8%, cripto-1 5.9%). Za protein survivin najvise je bio zastupljen intenzitet reakcije 3 (6.7%)

1 imunohistokemijski indeks bojanja u grupi 12 (6.%). Rezultati su prikazani na Slici 61.
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Slika 61. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije IR i imunohistokemijskog indeksa bojanja
(IIB) za Ptchl, Smo, survivin i cripto-1 u ispitivanoj skupini posteljica s nalazom nezrelih
korionskih resica u patohistoloSkom nalazu (IR- 1= slab intenzitet reakcije, 2=umjereno jak
intenzitet reakcije; 1IB- 4=slabo izraZzen indeks bojanja, 8=umjereno izrazen indeks bojanja,

12=jako izraZen indeks bojanja)

U ovom istrazivanju nije utvrdena statisticki znacajna razlika ekspresije Ptch1, Smo, survivina
1 cripto-1 proteina izmedu posteljica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na patohistoloSke
promjene tih posteljica (tezina posteljica <10. centile, infarkt posteljice, fibrinske naslage,
sincicijski ¢vori¢i, hematom, kalcifikati, nezrele korionske resice) izraCunati Hi-kvadrat

korelacijskim testom usporedbe. Rezultati su prikazani u Tablici 73.
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Tablica 73. Hi-kvadrat korelacijski test usporedbe ekspresije Ptchl, Smo, survivina i cripto-1

proteina u skupini posteljica sa zastojem fetalnog rasta s pojedinim patohistoloskim

promjenama i bez njih (O=bez patohistoloske promjene, 1= s patohistoloSkom promjenom,

tezina posteljice: 0=>10. centile, 1=<10. centile za gestacijsku dob; korionske resice: O=zrele,

I=nezrele)
Pearson Hi-kvadrat testovi
PatohistoloZke Tezina Fibrins | . ... Kalcifikat .
promjene Infarkt K Sincicijski . Korionske
.. € .. Hematom 1 .
posteljice &voriéi .. resice
naslage posteljice
Hi-
Intenzitet | kvadrat 2,711 0,120 0,721 0,089 1,942 0,150 0,082
;‘:ilﬁcl”e' df 1 1 1 1 1 1 1
Sig. 0,100 0,729 | 0,396 0,765 0,163 0,699 0,774
Hi- 0,23 0,592 | 3,609 1,548 0,152 1,409 0,006
Intenzitet | kvadrat
reakcije -
Smo df 1 1 1 1 1 1 1
Sig. 0,881 0442 | 0,057 0,213 0,696 0,235 0,940
) Hi- 2,074 2,267 1,042 0,093 2,484 0,33
Intenzitet | kvadrat
reakeije - | gp 1 1 1 1 1 1
survivin
Sig. 0,150 0,132 0,307 0,701 0,115 0,856
) Hi- 0,044 0,157 0,958 0,411 0,992 4,044 0,083
Intenzitet | kvadrat
reakeije — df 1 1 1 1 1 1 1
cripto-1
Sig. 0,833 0,692 0,328 0,521 0,319 0,44 0,773
Hi-
Kvadrat 1,410 0,226 1,083 0,014 2,074 0,055 0,127
113)
Ptchl df 1 1 1 1 1 1 1
Sig. 0,235 0,635 0,298 0,906 0,150 0,815 0,721
Hi-
fvadeat | 0422 1,012 | 3,130 1,946 0,190 1,726 0,017
1IB
Smo df 1 1 1 1 1 1 1
Sig. 0,516 0,314 0,077 0,163 0,663 0,189 0,896
Hi- 2,074 2,267 0,001 1,042 0,093 2,484 0,033
B kvadrat
survivin df 1 1 1 1 1 1 1
Sig. 0,150 0,132 0,978 0,307 0,761 0,115 0,856
lBcripto- | Hi- 0044 | 0,157 | 0958 0,0992 4,044 0,83
1 kvadrat
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5. RASPRAVA

Intrauterini zastoj fetalnog rasta trudnoca znacajan je problem suvremene perinatologije zbog
visokog perinatalnog morbiditeta i mortaliteta, a ujedno predstavlja i veliki javno-zdravstveni

problem jer nosi zdravstvene rizike za majku i dijete [110].

Takva djeca su sklona intrauterinom mortalitetu i morbiditetu ukljucujuéi cerebralnu paralizu,
prematuritet, kasnije cerebrovaskularne, neuroloske, imunoloske, endokrine i druge bolesti.
Takoder je dokazano da majke koje su radale djecu sa zastojem rasta nose predispoziciju za

kardiovaskularne bolesti kasnije u Zivotu.

Intrauterini zastoj rasta se javlja u 10% svih trudnoca, a 75% slucajeva ostaje neprepoznat do
poroda. U trudnica koje nemaju poznate faktore rizika za intrauterini zastoj rasta on se
dijagnosticira samo u 15% slucajeva. PoboljSanjem suvremene perinatalne skrbi smrtnost zbog
intrauterinog zastoja rasta je smanjena Cetiri puta. Trenutacne strategije lijeCenja jos uvijek

nisu kurativne 1 uglavnom se oslanjaju na pravovremeni porod [111].

Cilj ovog rada je bio analizirati ekspresiju proteina koji sudjeluju u diferencijaciji trofoblasta u

zdravim posteljicama te posteljicama iz trudno¢a kompliciranih zastojem fetalnog rasta.

U urednim trudno¢ama tijekom razvoja posteljice dolazi do prelaska viloznog trofoblasta u
multinuklearni sinciciotrofoblast, a stanice ekstraviloznog trofoblasta infiltriraju endometrij 1

modeliraju maj¢ine krvne zile [112].

Za placentaciju je bitan proces epitelno-mezenhimalne tranzicije kojim se humani placentarni
citotrofoblast diferencira u invazivni ekstravilozni citotrofoblast tj. dolazi do stani¢nog prijelaza
iz epitelnog fenotipa u mezenhimalni [6, 7]. EMT omogucuje intersticijsku i endovaskularnu
invaziju stanica trofoblasta, a MET doprinosi zaustavljanju invazije stanica trofoblasta. U
regulaciji ove tranzicije sudjeluju signalni putovi koji se medusobno prepli¢u kako bi potaknuli
EMT procese, a jedan od tih puteva je Hedgehog signalni put. Glavni ciljni geni Hh signalnog
puta su Ptchl, Ptch2 i Glil. Hedgehog signalni put regulira ekspresiju EMT-povezanih gena i
poremecaj tog mehanizma u odrasloj dobi moze uzrokovati nastanak malignih bolesti i

potaknuti razvoj metastaza.

U ovom radu analizirali smo do sada slabije istraZzenu ekspresiju regulatora Hh signalnog puta

proteina patchedl i smoothened, inhibitora apoptoze survivin proteina te proteina cripto-1.
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Pretpostavili smo o da ¢e u tkivima posteljica koje prati zastoj fetalnog rasta biti pojacana
ekspresija patched 1 i smoothened proteina, a oslabljena ekspresija cripto-1 i survivin proteina

u odnosu na normalne posteljice s urednim fetalnim rastom.

S obzirom na to da je prema danasnjim spoznajama neuspjesna invazija trofoblasta zapazena u
posteljicama sa zastojem fetalnog rasta istrazili smo aktivnost Hh signalnog puta mjereci
ekspresiju Ptchl 1 Smo, te aktivnost proteina survivina i cripto-1 usporedujuéi ih s njihovom
ekspresijom u stanicama posteljica iz urednih trudnoca. S obzirom na to da inhibicija Hh puta
sprje¢ava regularno odvijanje procesa epitelno-mezenhimalne tranzicije ¢ime se smanjuje
sposobnost migracije 1 pretvorbe trofoblasta pretpostavili smo da ¢emo dobiti pojacanu
ekspresiju Ptchl 1 Smo, a smanjenu ekspresiju cripto-1 kao snaznog induktora EMT-a i

survivina kao inhibitora apoptoze i stani¢ne diobe [59, 65].

U ovom istrazivanju najprije smo usporedili kontinuirana obiljezja: dob majke, trajanje
trudnoce, tezinu djeteta, spol djeteta, paritet majki izmedu urednih trudnoca i trudnoca s

zastojem fetalnog rasta.

Vrijednost ostalih parametara (ultrazvu¢no mjerenja biparijetalnog promjera, duzine bedrene
kosti, opsega trbuha; fetoplacentarni omjer, vrijednost BhCG i PAPP-A) nisu bili dostupni za

kontrolnu skupinu zdravih trudnica te u ovom radu nisu usporedivani.

Rezultati su pokazali da se skupine nisu statisticki znacajno razlikovale prema trajanju
trudnoce 1 spolu djeteta §to je o€ekivani rezultat jer su u istrazivanje ukljucene posteljice iz
trudno¢a kompliciranih zastojem fetalnog rasta i urednih trudnoca cije je trajanje > 37 tjedana,

odnosno ukljucene su terminske trudnoce.

Daljnjim analiziranjem utvrdena je znaCajna statisticka razlika u paritetu majki. U ispitivanoj
skupini sa zastojem fetalnog rasta viSe je bilo prvorotki Sto se moze tumaciti prisustvom kod
njih na vrijeme neprepoznatih ¢imbenika rizika kao Sto je gestacijska hipertenzija ili Se¢erna
bolest. Bartsch 1 suradnici 2016.g. su u sustavnom pregledu i meta analizi kohortnih studija
istakli da Zene koje nisu prethodno radale imaju povecani rizik i ucestaliju pojavu preeklampsije

kao ¢imbenika rizika za razvoj insuficijencije posteljice.

Nase istrazivanje je pokazalo da postoji statisticki znacajna razlika u starosti majke izmedu
ispitivanih skupine. U skupini ispitanica s zastojem fetalnog rasta dob majki je bila visa Sto

se moze tumaciti poviSenim rizikom starije dobi na pojavu komplikacija u trudno¢i. Starije

98



rodilje ¢es¢e imaju dodatne ¢imbenike rizika kao $to je pretilost, SeCerna bolest, kroni¢na

hipertenzija i drugo.

Ogawa i suradnici su izvijestili 2018. u svom istrazivanju da dob trudnica nosi povisen rizik za
maj¢in morbiditet ukljucujuéi rizik za dovrSenje poroda carskim rezom, preeklampsiju i
placentu previju. Rizik od prijevremenog poroda, niske porodajne teZine i intrauterinog zastoja
fetalnog rasta iznose 3-20%, a utjecaj starije zivotne dobi razlikuje se po nacinu zaceca i
paritetu. U¢inak dobi na ishod trudnoée i pojavu komplikacija opéenito je bio manji kod Zena

koje su zacele umjetnom oplodnjom, te medu prvorotkama [113].

Rezultati su pokazali da postoji znacajna statisticka razliku u teZini djece izmedu skupina
sa zastojem fetalnog rasta i zdravih kontrola. U skupini s zastojem fetalnog rasta djeca su
bila nize porodajne tezine Sto ukazuje na postojanje ¢imbenika koji doprinose poremecaju rasta

fetusa i funkcije posteljice sto je o¢ekivani rezultat.

5.1 Ekspresija proteina Ptch1

U daljem radu analizirali smo ekspresiju Ptchl proteina u posteljicama iz trudnoca

kompliciranih intrauterinim zastojem rasta i kontrolama.

Ekpresiju Ptch1, smoothend, cripto-1 i survivin proteina smo imunohistokemijski kvantitativno
iskazali u vidu apsolutnih brojeva i postotku pozitivno obojenih stani¢nih elemenata (PPS),

intenziteta stanicne reakcije (IR) i imunohistokemijskog indeksa bojenja (IIB).

Rezultati dobiveni usporedbom posteljica iz trudnoc¢a kompliciranih s intrauterinim zastojem
rasta s kontrolnom skupinom posteljica iz urednih trudnoca ocekivano pokazuju statisticki
znacajno vecu ekspresiju Ptchl u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta. Iz toga mozemo
zakljuciti da je u posteljicama s [UGR znacajnije inhibiran prijenos signala Hh signalnim
putem, Sto moze imati za posljedicu slabiju epitelno-mezenhimalnu tranziciju ekstraviloznog
trofoblasta. Aberantni razvoj trofoblasta povezan je s teSkim komplikacijama trudnoce
ukljucujuéi intrauterini zastoj fetalnog rasta. Rezultati istrazivanja nam ukazuju na to da je

regulacija invazije trofoblasta jedan od vaznih ¢imbenika patologije trudnoce.

Pan 1 suradnici su u svom istraZivanju na miSevima istaknuli da poremecaj Shh signala dovodi
do poremecaja vaskulogeneze embrija, manjeg grananja i malformacija posteljicnih krvnih Zila
Sto ima za posljedicu znacajnog smanjenja kapaciteta transplacentarnog protoka. Njihovi
rezultati otkrivaju da su Shh/Gli2 1 Shh/Gli3 signali potrebni za pravilan razvoj misjih

posteljica.
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Rezultati naseg istrazivanja su u skladu s rezultatima istrazivanja koje su proveli Kottek i
suradnici a koji su izvijestili da je ekspresija Ptchl i1 Gli3 bila znacajno veca u terminskim
IUGR posteljicama u odnosu na kontrolnu skupinu terminskih trudnoca. Takoder ekspresija
Gli3 u terminskim [UGR posteljicama 1 zdravim kontrolama bila je statisticki jace izrazena u

odnosu na Ptchl u istima [114].

Mozemo zakljuciti da pojacana ekspresija Ptch1 u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta moze
imati za posljedicu smanjenu epitelno-mezenhimalnu tranziciju ekstraviloznog trofoblasta
dovodec¢i do njegove slabije invazije u deciduu §to posljedi¢no dovodi do intrauterinog zastoja

fetalnog rasta.

S obzirom na imunohistokemijski indeks bojenja sve ispitanice smo podijelili u dvije skupine:
s nizim imunohistokemijskim indeksom bojenja (IIB=4) 1 viSim imunohistokemijskim

indeksom (IIB=8) za Ptch te smo analizirali ekspresiju s obzirom na kategorijalna obiljezja.

U skupini pacijentica s jace izrazenom ekspresijom Ptch1 statisti¢ki znacajno je bila niza tezina
ploda, dok nije bilo statisticki znacajnije razlike u ostalim obiljezjima. To je u skladu s
rezultatima naSeg istrazivanja koji su pokazali da je tezina ploda bila znafajno niza kod

trudnoca kompliciranih [UGR u odnosu na zdrave kontrole.

5.2 Ekspresija proteina Smo

Zatim smo analizirali ekspresiju smoothend proteina u posteljicama iz trudnoc¢a kompliciranih

s intrauterinim zastojem fetalnog rasta i kontrolama.

U odsutnosti Hh liganda Ptchl Smo je konstitutivno aktivan i dovodi do aktivacije i nuklearne
translokacije nizvodnih transkripcijsih faktora Gli i indukcije ekspresije ciljnih Hh gena. U
fizioloSkim uvjetima aktivacija Hh signalnog puta uzrokovana je vezanjem Hh na Ptchl Sto
rezultira degradacijom Ptchl i smanjenjem inhibitornog u¢inka na Smo. To¢an mehanizam na
koji Ptchl inhibira Smo ostaje nejasan. Smo moze aktivirati razliCite kanonske i1 nekanonske
signalne puteve. Kanonski signalni put se provodi aktivacijom Hh ciljnog gena putem Gli
transkripcijskih faktora neovisno o G proteinu. Suprotno tome, nekanonski put koristi Gli za
regulaciju stani¢nih procesa uklju¢uju¢i metabolizam, proliferaciju i migraciju fibroblasta [40,

48].

Rezultati naSeg istrazivanja dobiveni usporedbom posteljica dviju skupina nisu pokazali
znacajnu statistiCku razliku u ekspresiji Smo izmedu posteljica sa zastojem fetalnog rasta i

kontrolnih posteljica iz urednih trudnoca. Isto tako nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
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jacini ekspresije Smo u odnosu na pracena kategorijalna obiljezja (dob majki, ultrazvucna

mjerenja ploda, tezina ploda, fetoplacentarni omjer, phCG, PaPP-A protein).

To se moze tumaciti i drugim rezultatom ovog istrazivanja u kojem smo utvrdili poveéanu
ekspresiju Ptchl proteina u posteljicama iz trudnoc¢a kompliciranih zastojem fetalnog rasta.
Kako je Ptchl inhibitor Smo rezultat je ocekivan u posteljicama u kojima je doSlo do
poremecaja procesa epitelno-mezenhimalne tranzicije kao klju¢nog procesa za urednu
placentaciju. Potrebna su daljnja istrazivanja o ulozi Smo proteina u Hh signalnom putu.
Najvazniji medu njima je identifikacija prirodnog Smo liganda i razumijevanje kako Ptch
inhibira Smo. Ove ¢e spoznaje poboljSati naSe razumijevanje kanonskog signala, a vjerojatno
¢e takoder otkriti nove aspekte nekanonskog signaliziranja. Do sada nije utvrden njegov

doprinos procesima razvoja niti je utvrdena njegova vaznost u nastanku bolesti [47].

Opcenito, smatra se da poremecena regulacija bilo koje komponente Hh signalnog puta dovodi
do njegove aberantne aktivacije S$to moze rezultirati zloCudnom preobrazbom. Prema
najnovijim procjenama Hh signalni put sudjeluje u nastanku jedne tre¢ine svih zlo¢udnih
tumora, stoga postaje zna¢ajnom metom potencijalnih lijekova u terapiji raka [40]. Smo
inhibitori predstavljaju ciljanu terapije za takve tumore u kojima mogu izazvati znacajan
odgovor. Njihova klinicka primjena dovela je do pozitivhog pomaka u lijeenju mnogih
bolesnika s terminalnim i kemorezistentnim oblikom bazocelularnog karcinoma. Takoder
ispituje se mogucnost njihove uporabe i u drugim vrstama tumora poput karcinoma gusterace
ili meduloblastoma. Medutim, dugoro¢no lijecenje Smo inhibitorima nije odrzivo jer su
potencijalno toksi¢ni i zahtijevaju pri upotrebi oprezan i intenzivan nadzor, a postoje 1 dokazi

o razvitku rezistencije na spomenute lijekove [115].

5.3 Ekspresija proteina survivina

U ovom istrazivanju analizirali smo ekspresiju survivina u posteljicama iz trudnoca

kompliciranih zastojem fetalnog rasta i kontrolnim posteljicama iz urednih trudnoca.

Rezultati su pokazali statisticki znacajnu razliku u ekspresiji survivina u posteljicama iz
trudnoc¢a kompliciranih zastojem fetalnog rasta u odnosu na kontrolu. Nije bilo statisticki
znacajne razlike u jacini ekspresije survivina u odnosu na analizirana kategorijalna obiljezja
(dob majki, ultrazvu¢na mjerenja ploda, teZina ploda, fetoplacentarni omjer) dok za BhCG i

PAPP-A protein nije u¢injena analiza zbog malog broja ispitanica u skupini s nizim IIB.
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Protein survivin je inhibitor apoptoze, mehanizma kojim stanica pokrece vlastitu smrt.
Apoptoza je sastavni dio fizioloSkih procesa ili se javlja kao odgovor na razli¢ite patoloske
faktore. Normalno funkcioniranje procesa apoptoze bitan je dio pravilnog embrionalnog
razvoja 1 odrzavanja stanicne homeostaze. Survivin igra ulogu u zastoju rasta inhibirajuci
apoptozu koja gubi kontrolu u kasnijem tijeku trudno¢e kada dolazi do prekomjernog

odumiranja stanica trofoblasta i gubitka njihove funkcije.

To je u skladu s radom Straszewski-Chavez i suradnika koji su izvijestili da posteljica kao
organ u razvoju prolazi stalno remodeliranje tkiva koje je karakterizirano gubitkom stanica
trofoblasta apoptozom. Survivin kao protein inhibitor apoptoze inhibira aktivaciju kaspaze

¢ime prekida daljnje Sirenje signala smrti [116].

Smith i suradnici su u svom istrazivanju objavili da je incidencija apoptoze bila znacajno visa
u posteljicama iz trudno¢a kompliciranih zastojem fetalnog rasta u usporedbi s normalnim
posteljicama u tre¢em tromjesecju Sto je u skladu s nasim rezultatom koji pokazuje da apoptoza

igra znacajnu ulogu u patofizioloskim mehanizmima zastoja fetalnog rasta [117].

Do sada nisu objavljeni drugi radovi koji istrazuju ekspresiju survuvina kao inhibitora apoptoze

u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta.

Yamamoto 1 suradnici su u svom radu izvijestili da su mnoga istraZivanja na klinickim
uzorcima pokazala su da je ekspresija survivina uvijek pojacana kod ljudskih karcinoma i
povezana je s otporno$¢u na kemoterapiju ili terapiju zracenjem te loSom prognozom. Takoder
je objavljeno da inhibicija survivina, sama ili u kombinaciji s drugim terapijama, inducira ili
pojacava apoptozu u tumorskim stanicama, a da odredeni antitumorski agensi mogu smanjiti
ekspresiju survivina. Ova saznanja upucuju na potrebu istraZzivanja anti-survivin terapija u

lijecenju malignih bolesti [118].
5.4 Ekspresija proteina cripto-1

Sljedece smo usporedili ekspresiju proteina cripto-1u posteljicama iz trudno¢a kompliciranih

zastojem fetalnog rasta 1 posteljicama iz urednih trudnoca.

Nismo utvrdili znacajnu statisticku razliku u ekspresiji proteina cripto-1 izmedu ovih skupina.
Nije bilo statisti¢cki znacajne razlike u jaini ekspresije cripto-1 u odnosu na analizirana
kategorijalna obiljezja (dob majki, ultrazvu¢na mjerenja ploda, tezina ploda, fetoplacentarni
omjer) dok za BhCG 1 PAPP-A protein nije u¢injena analiza zbog malog broja ispitanica u

skupini s nizim IIB.
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Cripto-1 je najviSe izraZen tijekom ranog embrionalnog razvoja a slabije u posteljicama drugog
1 treceg tromjesecja iz uredne trudnoce. Ovaj protein moze na pozitivan ili negativan nacin
modulirati razli¢ite intracelularne signalne putove. Dva glavna signalna puta koje aktivira
cripto-1 su Nodal/Alk4/Alk7/Smad-2 signalni put i GRP78/Glypikan-1/c-src/MAPK/Akt
signalni put. Nadalje, cripto-1 posredno djeluje i na neke druge signalne putove kao Sto su
receptor tirozin kinaze erB4, Wnt/B-catenin, Notch i1 caveolin-1 S§to ukazuje na to da ima
viSestruku stani¢nu funkciju [119]. EMT ima klju¢nu ulogu tijekom embrionalnog razvoja.
Gastrulacija je temeljni proces stvaranja tri zametna sloja: ektoderma, mezoderma i endoderma.
Tijekom gastrulacije ektodermalne stanice prolaze kroz epitelno-mezenhimalnu tranziciju
stvaraju¢i primarni mezenhim odnosno prolaze¢i kroz mezenhimalno-epitelnu tranziciju
stvaraju temeljni endoderm. Proteini obitelji TGF-B kao $to su Nodal, GDF1, GDF3 i njihovi
koreceptori cripto-1, Wnt/B-catenin i FGF sudjeluju u koordinaciji regulacije morfogeneze
tijekom gastrulacije. Poremecaj ekspresije cripto-1 moze dovesti do poremecaja normalne EMT
1 MET regulacije stvaranja trofoblasta i aktivirati signalne puteve koji ¢e dovesti do produzenog

trajanja i jaCeg intenziteta invazije trofoblasta [120].

Bandeira i suradnici su izvijestili da je ekspresija cripto-1 bila znacajno veca u uraslim
posteljicama u odnosu na kontrolne posteljice te da jaCina ekspresije prati dubinu urasle

posteljice [121].

Do sada nisu objavljeni radovi koji analiziraju ekspresiju cripto-1 u terminskim posteljicama iz
trudnoc¢a kompliciranih sa zastojem fetalnog rasta. U ovom radu nismo nasli statisticki znacajnu
razliku u ekspresiji cripto-1 izmedu terminskih posteljica s [UGR u odnosu na kontrolu §to
moze ukazivati na to da je aktivnost cripto-1 u ovom slu¢aju potisnuta te da na taj nacin utjece
na disregulaciji procesa EMT-a u ranoj trudno¢i a §to bi trebalo biti predmet buducih

istrazivanja.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je ekspresija cripto-1 pojacana u razli¢itim tumorima
kod ljudi te stani¢nim linijama raka, a niske ili nedetektibilne razine ekspresije otkrivene su u
normalnim tkivima odraslih 1 u netransformiranim normalnim stani¢nim linijama [122, 123].
Povecana ekspresija cripto-1 1 smanjena ekspresija E-kadherina pozitivno su povezani s

progresijom tumora i loSom prognozom u bolesnika s karcinomom Zeluca i dojke [122, 124].

Zhong 1 suradnici su u svom radu izvijestili da je povecana ekspresija cripto-1 i smanjena
ekspresija E-kadherina povezana s progresijom tumora 1 loSom prognzom kod bolesnika s

karcinomom Zeluca. Nadalje pojacana ekspresija cripto-1 je pozitivnho korelirala s
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prognosti¢kim ¢imbenicima kao $to su veli¢ina tumora, dubina invazije, metastaze u limfnim
¢vorovima i udaljenim organima. IstraZivanje sugerira da bi kombinirana analiza cripto-1 1 E-
kadherina mogla imati ulogu u predvidanju ishoda te procjeni metastatskog potencijala raka

zeluca [122].

Gong i suradnici su u svom radu objavili da je pojacana ekspresija cripto-1 zabiljeZena u
uznapredovalim karcinomima dojke s loSom prognozom u usporedbi s karcinomom dojke

pocetnog stadija i s dobrom prognozom [124].

Istrazivanja koja su dokazala pojacanu ekspresija cripto-1 u embrionalnim mati¢nim stanicama
i u stanicama tumora gdje poti¢e tumorogenezu, ukazuju na znac¢ajno mjesto proteina cripto-1

u budu¢im istrazivanjima novih dijagnostickih metoda 1 terapija kod razli¢itih karcinoma.

5.5 Ekspresija proteina i preeklampsija

U ovom istrazivanju analizirali smo skupinu koju ¢ine posteljice dobivene iz trudnoca
kompliciranih zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom te smo je usporedili s posteljicama sa

zastojem fetalnog rasta bez preeklampsije.

Rezultati nisu pokazali znacajnu statistiCku razliku u paritetu i spolu djece izmedu
posteljica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na prisutnost preeklampsije. Ucestalost
preeklampsije je osam puta ¢eS¢a u Zena koje su imale preeklampsiju u prethodnoj trudnoci,
kao i kod prvorotki [125]. Intrauterini zastoj rasta, abrupcija posteljice i mrtvorodenje su
posljedice insuficijencije posteljice, a s obzirom na uzajamnu uzro¢nu povezanost ovih stanja

1 preeklampsije mozemo time objasniti rezultat naSeg istraZivanja.

Nije utvrdena znacajna statisticka razlika u ekspresiji proteina Ptch1, survivina, cripto-1
i Smo izmedu posteljica sa zastojem fetalnog rasta i preeklampsijom u odnosu na skupinu

posteljica sa zastojem fetalnog rasta bez preeklampsije.

Takai 1 suradnici su u svom istrazivanju objavili da aktivnost Shh puta snazno kolerira s
ekspresijom Ptchl. Ekspresija Ptchl 1 Gli2 bila je znafajno niza u posteljicama s
preeklampsijom u usporedbi s posteljicama iz urednih trudnoéa. Ekspresija Ptchl je bila
izrazena u citoplazmi citotrofoblasta i sinciciotrofoblasta, dok je Gli2 zapazen u jezgri viloznog
trofoblasta. Istrazivanje je pokazalo da je Shh put potisnut u posteljicama s preeklampsijom 1
da utjeCe na porodajnu tezinu. U pokusima na misevima inhibirali su Shh put ciklopaminom
Sto je smanjilo ekspresiju proteina Ptch1 I Gli2 u citotrofoblastu. Studija je pokazala da Shh put
regulira IGF os kroz kanonski Shh-Gli put i kroz nekanonski SHH-ADCY-CREB put.
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Pretpostavlja se da je nekanonski Shh-ADCY-CREB put klju¢ni regulator IGF1R puta u
posteljici te bi put Shh-IGFIR mogao biti cilj istrazivanja novih terapija za poremecaje

posteljice ukljucujuéi preeklampsiju i [UGR [126].

U ovom istrazivanju smo usporedivali posteljice s zastojem fetalnog rasta u odnosu na
prisustvo preeklampsije a ekspresija proteina Ptchl, Smo, cripto-1 1 survivina se nije
razlikovala izmedu ovih skupina $to mozemo objasniti ¢injenicom da su u posteljicama sa
zastojem fetalnog rasta, neovisno o preeklampsiji, drugi uzroci doveli do poremecaja EMT i

zastoja rasta djelujuéi slicnim mehanizmima.

Ispitivana kategorijalna obiljezja (tjedni trudno¢e, UZV parametri /biparijetalni promjer, duzina
bedrene kosti, opseg trbuha/, teZina ploda, BhCG, PAPP-A) nisu pokazala znacajnu statisticku
razliku izmedu ispitivanih skupina u odnosu na preeklampsiju. Rezultati pokazuju da su i drugi

uzroci uz preeklampsiju doveli do intrauterinog zastoja rasta.

5.6 Ekspresija proteina i patoloski nalaz fetalnog Dopplera

Sljedec¢e smo analizirali skupinu posteljica iz trudno¢a kompliciranih zastojem fetalnog rasta s
patoloskim nalazom Dopplera u odnosu na skupinu posteljica sa zastojem fetalnog rasta i

urednim nalazom Dopplera.

Ultrazvucna fetalna biometrija ¢ini osnovu za otkrivanje poremecaja fetalnog rasta. Standardna
ultrazvuéna mjerenja fetusa u trudno¢i ukljucuju mjerenje opsega glave, biparijetalnog
promjera, opsega trbuha i duljine bedrene kosti. TeZina fetusa procjenjuje se kombinacijom ova
Cetiri parametra i1 koriStenjem standardiziranih jednadzbi [127]. Patoloski nalaz Dopplera u
arterijama maternice, pupcane ili srednje mozdane arterije ukazuje na disfunkciju posteljice kao
temeljne etiologije ITUGR. Nalaz Dopplera pupCane arterije moze biti normalan u ranim

stadijima IUGR te takav nalaz ne iskljucuje disfunkciju posteljice [128].

Kod ranog pocetka IUGR (<32 tjedna) povisen otpor Dopplera pupcéane arterije prvi je korak
do naknadno nastalih pogorSanja kardiovaskularnih i biofizickih parametara s obzirom na to
da je protok kroz pupcanu arteriju odraz vilozne cirkulacije koja je povezana s patologijom

posteljice u ranom IUGR.

Kod IUGR-a s kasnim pocetkom (>32 tjedna) kardiovaskularno pogorsanje kao odgovor na

fetalnu hipoksiju uglavnom je ograniceno na cerebralnu cirkulaciju [129, 130].
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Rezultati su pokazali grani¢no znacajnu statisticku razliku za ekspresiju Smo proteina
koji je bio viSe izraZen u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim nalazom

Dopplera.

Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u ekspresiji Ptchl, cripto-1 i survivina u
ispitivanim skupinama posteljica sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na nalaz Dopplera.
U nasem istraZivanju nismo dokazali povezanost ekspresije proteina Ptchl, cripto-1 i survivina
uz grani¢nu povezanost ekspresije Smo u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i1 patoloskim

nalazom Dopplera koji procjenjuje hemodinamski aspekt disfunkcije posteljice.

U ovom radu teZina ploda se znacajno statisticki razlikovala izmedu trudnoéa
kompliciranih zastojem fetalnog rasta s patoloskim nalazom Dopplera gdje je bila niza u
odnosu na posteljice sa zastojem rasta i urednim Dopplerom. Nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u analiziranim kategorijalnim obiljezjima (spol, paritet, UZV parametri /biparijetalni
promjer, duZina bedrene kosti, opseg trbuha/, fetoplacentarni omjer, BhCG, PAPP-A) kod

ispitanica u odnosu na nalaz Dopplera.

Nas rezultat mozemo tumaciti na na¢in da je manja tezina ploda iz trudnoda sa zastojem
fetalnog rasta i1 patoloSkim nalazom Dopllera odraz jace izrazene patomorfoloskih i
cirkulacijskih promjene na posteljicama koje su se odrazile i na nalaz poviSenog otpora u

posteljicnim krvnim Zilama §to je o¢ekivani rezultat.

Proctor 1 suradnici su objavili istrazivanje koje pokazuje da su male posteljice na fetalnom
ultrazvuc¢nom pregledu, povisena razina alfa-fetoproteina (AFP) i niske razine PAPP-A mogu
koristiti kao metode probira za teSke oblike insuficijencije posteljice ako se mjere u drugom
tromjese¢ju trudnoce [101]. Ograni¢enje naseg rezultata je i usporedba vrijednosti PAPP-a i
BhCG mjerenih u drugom tromjejecju u odnosu na nalaz Dopplera koji je raden u tre¢em

tromjesecju trudnoce.

Miranda i suradnici su u svom radu izvijestili da se predvidanje IUGR-a na temelju rutinskog
nalaza ultrazvuka u tre¢em tromjesecju trudnoée moze poboljsati kombinacijom mjerenja
tezine ploda 1 dodatnim biomarkerima. Taj kombinirani model ukljucivao je karakteristike
majke, procjenu tezine ploda u treCem tromjeseCju, Doppler posteljicnih krvnih Zila te
biokemijske markere (PIGF i estriol), a pokazao se u¢inkovitijim u otkrivanju IUGR u odnosu

na samo procjenjivanje tezine ploda [131].
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5.7 Ekspresija proteina u odnosu na morfoloSke promjene posteljica iz trudnoca

kompliciranih zastojem fetalnog rasta

U ovom radu analizirali smo ekspresiju proteina Ptchl, Smo, survivin i cripto-1 u tkivu
posteljica u odnosu na morfoloske promjene posteljica iz trudnoc¢a kompliciranih zastojem
fetalnog rasta. Morfoloske promjene posteljica sa zastojem rasta uklju¢uju makroskopske 1
mikroskopske promjene na posteljici kao $to su postelji¢na hipoplazija (teZina posteljice manja
od 10. centile za gestacijsku dob i/ili promjer pupkovine manji od 10. centile za gestacijsku
dob), infarkt posteljice, retro 1 posteljicna krvarenja te na mikroskopskoj razini deponiranje
interviloznog fibrina, distalna vilozna hipoplazija, sincicijski ¢vori¢i, decidualna vaskulopatija

1 ubrzana zrelost resica.

U ovom istrazivanju usporedbom nismo nasli statisti¢ki znacajnu razliku u ekspresiji proteina
Ptchl, Smo, survivin i cripto-1 u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta u odnosu na

patohistoloSke promjene tih posteljica.

Prema literature otprilike jedna cetvrtina posteljice povezanih s IUGR nema nikakve
morfoloSke abnormalnosti na rutinskom makroskopskom i1 histoloskom pregledu [132].
Morfoloske promjene koje se opisuju u posteljicama s [UGR mogu se naci i u trudno¢ama koje

nisu IUGR [133, 134].

Vedmedovska i suradnici su svom istrazivanju pokazali da teZina posteljice najbolje korelira s
IUGR [135]. Medutim, Jaké i sur. predstavili su istrazivanje u kojemu je mjeren volumen
posteljice pokazao vecu korelaciju s porodajnom tezinom u usporedbi s vezom izmedu teZine

posteljice 1 porodajne tezine [136].

Iako postoji obrazac histoloskih lezija posteljice koji ukazuje na neuspjeh migracije trofoblasta,
ne postoje promjene koje su pouzdano povezane s klinickom tezinom IUGR. S tim u skladu su
1 nasi rezultati koji nisu utvrdili znacajnu povezanost ekspresije proteina koji sudjeluju u
procesima EMT s odredenim patohistoloskim promjenama posteljica kompliciranih sa zastojem
fetalnog rasta. Histoloski nalazi posteljice s [UGR-om su razli¢iti, od morfoloski neupadljivih
do nalaza teske uteroplacentarne vaskulopatije, a niti jedna patoloska promjena nije povezane s
visokom osjetljivosc¢u ili specificnos¢u s IUGR. To je dijelom zato Sto je stanje IUGR-a
vjerojatno heterogeno, ali i zato $to je opseg i distribucija bolesti u posteljici neravnomjerna i
postoje tehnicka i prakticna ogranienja za metode rutinskog proucavanja ovog organa

koristenjem velikog broja uzoraka.
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6. ZAKLJUCAK

Analizom ekspresije proteina Ptchl, Smo, cripto-1 i survivina u posteljicama sa zastojem

fetalnog rasta dosli smo do sljedecih zakljucaka:

1. Ekspresija Ptchl proteina statisti¢ki je zna¢ajno vecéa u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta

u odnosu na posteljice iz zdravih terminskih trudnoca

2. Ekspresija Smo proteina u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta statisticki se ne razlikuju u

odnosu na posteljice iz zdravih terminskih trudnoca

3. Ekspresija proteina cripto-1 u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta statisticki se ne razlikuje

u odnosu na posteljice iz zdravih terminskih trudnoc¢a

4. Ekspresija survivin proteina statisticki je znacajno veca u posteljicama sa zastojem fetalnog

rasta u odnosu na posteljice iz zdravih terminskih trudnoc¢a

5. Ekspresija proteina Ptchl, Smo, cripto-1 i survivina u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i
preeklampsijom se statisti¢ki ne razlikuje od ekspresije u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta

bez preeklampsije.

6. Ekspresija Smo proteina je statisticki grani¢no veéa u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i
patoloskim nalazom Dopplera u odnosu na posteljice sa zastojem fetalnog rasta i urednim

nalazom Dopplera.

7. Ekspresija proteina Ptchl, cripto-1 i survivina nije se znacajno statisticki razlikovala izmedu
posteljica sa zastojem fetalnog rasta i patoloskim nalazom Dopplera u odnosu na posteljice sa

zastojem fetalnog rasta i uredan Doppler.

8. Ekspresija proteina Ptch1l, Smo, cripto-1 i survivina u posteljicama sa zastojem fetalnog rasta
nije se statisticki znacajno razlikovala u odnosu na patohistoloSke promjene u tim

posteljicama.
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Slika 3. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za Ptchl u ispitivanoj skupini s posteljicama sa

zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini s urednim trudnocama

Slika 4. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za Ptchl u ispitivanoj skupini s

posteljicama sa zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudno¢a

Slika 5. Graficki prikaz vrijednosti imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) u ispitanica sa

zastojem fetalnog rasta u odnosu na tezinu ploda

Slika 6. Tkivo posteljice, imunohistokemijski obojeno na anti-Patched protutijelo (citoplazmatsko
obojenje), povecanje 10x: a. negativno obojenje, b. obojenje intenziteta 1, c. obojenje intenziteta 2, d.

obojenje intenziteta 3
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Slika 12. Tkivo posteljice, imunohistokemijski obojeno na anti-survivin protutijelo (citoplazmatsko
obojenje), povecanje 10x: a. negativno obojenje, b. obojenje intenziteta 1, c. obojenje intenziteta 2, d.

obojenje intenziteta 3
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Slika 13. Graficki prikaz intenziteta stani¢ne reakcije za cripto-1 u ispitivanoj skupini posteljica sa

zastojem fetalnog rasta i kontrolnoj skupini posteljica iz urednih trudnoca

Slika 14. Grafi¢ki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za cripto-1 u ispitivanoj skupini s
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odnosu na prisustvo preeklampsije
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zastojem fetalnog rasta s i bez preeklampsije

Slika 19. Graficki prikaz imunohistokemijskog indeksa bojanja (IIB) za Ptch1 u ispitivanoj skupini sa

zastojem fetalnog rasta s i bez preeklampsije

Slika 20. Graficki prikaz intenziteta stanicne reakcije za Smo u ispitivanoj skupini posteljica sa zastojem
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9. POPIS OZNAKA I KRATICA

AKT - obitel;j serin/treonin protein kinaze

cAMP — cikli¢ki adenozin monofosfat (engl. cyclic adenosine monophosphate)

CK1 —kazein kinaza 1 (engl. casein-kinase-1)

CTB - citotrofoblast

Dhh — protein hedgehog signalnog puta (engl. desert hedgehog)

EGF — epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor)

EVT — ekstravilozni trofoblast

EMT — epitelno-mezenhimalna tranzicija

ERK —kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom (engl. extracellular signal-regulated
kinases)

FGF — faktor rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor)

Gli — onkogen povezan s gliomom (engl. glioma-associated oncogene)

GPCR —receptori na koje su vezani G-proteini (engl. G.protein-coupled receptor)

GRK2 —receptor kinaza 2 na koje su vezani G-proteini (engl. G-protein-coupled receptor-

-kinase 2)

hCG — humani korionski gonadotropin (engl. human chorionic gonadotropin)

HGF — faktor rasta hepatocita (engl. hepatocyte growth factor)

Hh — protein hedgehog signalnog puta (engl. Hedgehog)

IAP — inhibitori proteina apoptoze (engl. inhibitor of apoptosis protein)

Ihh — protein hedgehog signalnog puta (engl. Indian hedgehog)

IUGR — intrauterini zastoj rasta (engl. intrauterine growth restriction)

k-RAS — (engl. Kirsten rat sarcoma viral proto-oncogene)

MAPK - protein kinaza aktivirana mitogenom (engl. mitogen-activated protein kinase)

MET — mezenhimalno.epitelna tranzicija

Notch — transmembranski protein Notch (engl. neurogenic locus notch homolog protein)
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PAPP-A — trudnicki plazmatski protein A (engl. pregnancy associated plasma protein A)
PGF — posteljicni faktor rasta (engl. placental growth factor)

PKA — protein kinaza A (engl. Protein kinaza A)

Ptch — protein hedgehog signalnog puta (engl. Patched)

PI3K — fosfatidilinozitol 3-kinaza (engl. phosphoinositide 3-kinase)

RTK —receptorska tirozin kinaza

SGA — malen za gestacijsku dob (engl. small for gestational age)

Shh — protein hedgehog signalnog puta (engl. sonic hedgehog)

Snail2 — protein s motivom cinkovih prstiju Snail 2 (engl. zinc finger protein Snail 2)
Smo — protein hedgehog signalnog puta (engl. smoothened)

TGFp — transformirajuéi faktor rasta beta 3 (engl. transforming growth factor beta 3)
TWIST2 — transkripcijski faktor (engl. twist basic helix-loop-helix transcription factor 2)
VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor)

Wnt — akronim skovan od gena vinske musice Wingles i homolognog misjeg gena int
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ustanovi. Od 2016. godine radi u Klinici za Zenske bolesti 1 porode Klini¢ke bolnice Merkur u

Zagrebu gdje obavlja duznost voditelja Odjela za ginekolosku onkologiju. Mentorirao je stru¢no

usavrSavanje lije¢nika iz podrucja ginekologije i opstetricije te ginekoloSke onkologije. Aktivno

sudjeluje na brojnim domac¢im i medunarodnim stru¢nim/znanstvenim skupovima.
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