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KRATICE KORISTENE U RADU:

APC Protein adenomatozne polipoze kolona (engl. Adenomatous polyposis
coli protein)
CamK I Kalcij/kalmodulin ovisna kinaza 11 (engl. Ca**/calmodulin-

dependent protein kinase 1)

Dkk Protein Dickkopf

Dvl Protein Dishevelled

EMT Epitelno — mezenhimalna tranzicija

GSK3p Glikogen sintetaza kinaza 33

IUGR Intrauterini zastoj u rastu (engl. Intrauterine growth restriction)

JNK C-Jun N-terminalma kimaza

NEMO Transkripcijski faktor NEMO (engl. Nuclerar factor esential modulator)
PCP Proces polariteta stanica (engl. Planar cell polarity)

PDZ domene  Zajednicka struktura od 80-90 aminokiselina u proteinima PSD-

95, Dlg i ZO-1
PKC Protein kinaza C
PKG Protein kinaza ovisna o cGMP (engl. cGMP-dependet protein kinase)
Rho Clan proteinske obitelji Rho (engl. Ras homologue gene family member)
RNA Ribonukleinska kiselina
Rock Protein kinaza Rock (engl. Rho associated coiled-coil containing protein kinase)
TORCH Toksoplazmoza, rubela, citomegalovirus, herpes virus

whnt Whnt signalni put, prema engl. Wingless-related integration site
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1. SAZETAK

Izrazenost proteina obitelji Dishevelled u posteljicama kod zastoja u rastu ploda

Paula Slatina

Wnt signalni put igra vaznu ulogu u razvoju placente i diferencijaciji ljudskog trofoblasta, a
Dishevelled proteini su njegovi centralni medijatori koji omogu¢uju finu regulaciju aktivnosti
ovog signalnog puta. Prema dosadasnjim spoznajama neuspjesna invazija trofoblasta zapazena je u
posteljicama fetusa sa zastojem u rastu (IUGR) i u hipertenzivnim poremecajima. Buduéi da
Dishevelled proteini djeluju kao pozitivni regulatori Wnt signalnog puta, cilj ovog rada bio je
ispitati ekspresiju DVL1, DVL2, DVL3 proteina u terminskim posteljicama sa zastojem u rastu
(IUGR). Analizirane su ukupno 24 terminske posteljice od kojih je 15 bilo iz trudnoca sa zastojem
u rastu, a 9 iz urednih trudnoca koje su sluzile kao kontrola. Napravljena je imunohistokemijska
analiza sva tri antigena, a rezultati su kvantificirani stereoloskom varijablom volumenske gustoce
(Vv, mm°). Statisti¢ki znacajno manja ekspresija proteina DVL1, DVL2 | DVL3 detektirana je u
terminskim posteljicama sa zastojem u rastu ploda u odnosu na zdrave terminske posteljice
(p<0,05; Mann Whitney) . Dobiveni rezultati ukazuju na vaznost porodice Dishevelled proteina u
razvoju IUGR-a te podrzavaju hipotezu plitke invazije u nastanku ove patologije trudnoce.

Kljucne rije¢i : Wnt signalni put, Dishevelled proteini, DVL1, DVL2, DVL3, imunohistokemija,

IUGR



2. SUMMARY

Expression of dishevelled protein family in the placenta in intrauterine growth restriction

Paula Slatina

Whnt signaling pathway plays an important role in the development of the placenta and the
differentiaton of trophoblast. Dishevelled proteins are the central mediators in this pathway which
enable its fine regulation. According to previous knowledge, unsuccessfull trophoblast invasion has
been noticed in placentas of fetuses with intrauterine growth restriction (IUGR) and hypertensive
disorders. Since Dishevelled proteins act as positive regulators of the Wnt signaling pathway, the aim
of this study was to examine the expression of DVL1, DVL2 and DVL3 proteins in term placentas
with IUGR. 24 term placentas have been analysed of which 15 were those from pregnancies with
IUGR and 9 from normal pregnancies which served as a controle. Immunohistochemical analysis was
done on all three antigens and the results stereologically quantified using a variable for volume density
(Vv, mma0). Statistically significant lower expression of proteins DVL1, DVL2 and DVL3 was
detected in term placentas with IUGR in comparison to healthy term placentas (p<0,05; Mann
Whitney). The results show the importance of Dishevelled proteins in the formation of IUGR and

support the hypothesis of shallow invasion being a factor in the pathogenesis of this condition

Key words: Wnt signalling pathway, Dishevelled proteins, DVL1, DVL2, DVL3,

immunohistochemistry, IUGR



3. UvVOD

3.1. PROTEINI OBITELJI DISHEVELLED | WNT SIGNALNI PUT

Dishevelled proteini su sudionici Wnt signalnog puta koji se moze aktivirati putem dva glavna
molekularna mehanizma: kanonski i nekanonski. Kanonski Wnt signalni put aktivira se vezivanjem
Whnt liganda za transmembranski receptor Frizzled [1]. Do danas je pronadeno 10 Frizzled receptora
koji zajedno s koreceptorom LRP-5 ili LRP-6 (engl. low density lipoprotein receptor related protein)
¢ine funkcionalnu cjelinu odnosno receptor za kanonski Wnt signalni put [2]. Kod aktivacije
kanonskog Wnt signalnog puta, Wnt ligand se veze na Frizzled receptor i transducira signal na
citoplazmatski protein Dvl, koji zauzvrat inhibira serin i/ili treonin kinazu nazvanu glikogen sintaza
kinaza 3p (engl. Glycogen synthase kinase 3p; GSK-3f). Smanjena aktivnost GSK-33 dovodi do
inaktivacije i disocijacije kompleksa, razgradnje multiproteina koji rezultira akumulacijom i
translokacijom citosolnog P-katenina u jezgru gdje potic¢e transkripciju gena odgovornih za rast i
proliferaciju. B-katenin je kljuéni posrednik kanonskog Wnt signalnog puta, a nuklearni p-katenin je
obiljezje njegove aktivnosti [1,3-5]. U slucaju da izostane vezivanje Wnt liganda na receptor, razina
novosintetiziranog B-katenina kontrolira se pomo¢u proteasomalnog degradacijskog kompleksa kojega
zovemo 'destrukcijski kompleks' (Axin, APC, kazein Kinaza 1 i GSK-3p) [1]. Medutim, Wnt moze
vezati Frizzled receptor neovisno o LRP koreceptoru, te pri tom aktivirati ili inhibirati kanonsku Wnt
signalizaciju ovisno o receptoru. Tako se mogu inducirati nekanonski signalni putevi koji uklju¢uju
Ca”* kao drugog glasnika [6-8]. Ligandi kao $to su Wnt5a ili Wnt11 mogu djelovati preko Wnt/PCP
(engl. planar cell polarity) i Wnt/Ca?* signalnog puta vezanjem na Frizzled receptore i aktiviranjem
Dvl neovisno o LRP-5 ili -6 [9]. Indukcija Wnt/PCP signalizacije ukljucuje G-proteini Rac (engl. Rho
family of GTPases) i RhoA (engl. Ras homolog gene family, member A) te nizvodne efektore c-jun
aminoterminalnu kinazu (engl. c-Jun N-terminal kinases; JNK) i Rho-pridruzenu kinazu (engl. Rho-
associated protein kinase; ROCK). Wnt/PCP signalizacija neophodna je za formiranje embrionalnih
tkiva i organa, a njena aberantna aktivacija povezana je s metastaziranjem razli¢itih vrsta karcinoma

[10]. S druge strane, Wnt / Ca®* signalizacija inhibira cGMP-ovisnu protein kinazu (PKG), koja



blokira otpustanje Ca*" u do tada neaktivnim stanicama, aktivira fosfolipazu C (PLC) i povisuje
inozitol 1,4,5-trisfosfat (IP3) te na taj nadin poti¢e oslobadanje Ca”* iz endoplazmatskog retikuluma
[11]. Povetana koncentracija citosolnog Ca®* stimulira aktivnost protein kinaze C (PKC),
kalcij/kalmodulin-ovisne kinaze 1l (CamKIl) i kalcineurina koji poti¢u tranlokaciju nuklearnog
faktora kB (NF«B) i nuklearnog faktora aktiviranih T-stanica (NF-AT) iz citoplazme u jezgru [12-14].
Osim toga, akumulacija Ca?" izazvana vezivanjem Wnt5a na receptor moze stimulirati TGF-P-
aktiviranu kinazu (engl. Transforming growth factor beta-activated kinase 1; TAK1) kao i nemo nalik
kinazu (engl. nemo like kinase; NEMO). One mogu direktno blokirati aktivnost transkripcijskih
faktora poput TCF (engl. T-Cell-Specific Transcription Factor 1) tako da ga fosforiliraju pa time

antagoniziraju kanonski Whnt signalni put [15,16].

Whnt signalni put igra vaznu ulogu u razvoju placente i diferencijaciji ljudskog trofoblasta. Nekoliko
MRNA koje kodiraju za Wnt ligande i Frizzled receptore otkrivene su u ljudskoj terminskoj posteljici
[17-21]. Osim toga, opazena je endometrijska ekspresija proteina Wnt3 i Dickkopf-1 (Dkk1) koji
inhibiraju kanonsku Wnt signalizaciju prekidanjem vezanja LRP-5/6 na Wnt / FZD kompleks, [22],
$to upucuje na parakrine mehanizme koji reguliraju implantaciju i/ili invaziju trofoblasta. Clanovi
obitelji TCF (TCF-3 i TCF-4) pretezno se eksprimiraju u invazivnom trofoblastu, a aktivacija
kanonskog Whnt signalnog puta potic¢e migraciju i invaziju trofoblasta [23]. Dkk-1 , takoder, blokira
proliferaciju stanica trofoblasta u bazalnom dijelu kao i njegovu invaziju in vitro sto ukazuje na to da
bi kanonska Wnt signalizacija mogla biti regulirana autokrinim na¢inom [23]. Wnt signalizacija igra
kriticnu ulogu u velikom nizu bioloskih procesa, ukljucujuci proliferaciju stanica, migraciju,
uspostavljanje polariteta i samoobnavljanje mati¢nih stanica, dok je deregulacija signala Wnt

povezana s razvojem raka [24-26].

Vazni akteri ovog signalnog puta pripadaju obitelji Dishevelled, a znatno utjeCu na aktivnost
destrukcijskog kompleksa koji regulira citoplazmatsku koncentraciju f-katenina. Danas se smatra da je
upravo ova skupina proteina centralni medijator u posredovanju izmedu receptora (Frizzled i LRP) na

povrsini stanice i stabilizacije f-katenina kako u invaziji trofoblasta tako i u invaziji tumorskih stanica.



Kod ljudi i miSeva postoje tri Dishevelled homologa (Dvl1, 2 i 3), a gradeni su od 750 aminokiselina i
pokazuju visoki stupanj homologije $to znaci da su evolucijski konzervirani [27-31]. DVL proteini
posjeduju tri konzervirane domene: aminoterminalnu DIX (Disheveled, Axin) domenu od 80
aminokiselina, sredis$nju PDZ (Postsynaptic density 95, Discs Large, Zonula occludens-1) domenu od
oko 90 aminokiselina i karboksiterminalnu DEP (Dvl, Egl-10, Pleckstrin) domenu od 80

aminokiselina [32].

3.2. INTRAUTERINI ZASTOJ RASTA PLODA (IUGR)

Whnt signalni put neophodan je za uspje$nu placentaciju pa je u ljudskoj posteljici izrazeno nekoliko
MRNA koje kodiraju za Wnt ligande. [17-21] Na temelju dosadasnjih istraZivanja, ¢ini se da kanonska
Whnt signalizacija regulira kako invaziju tako i diferencijaciju stanica trofoblasta. U hidratiformnoj
moli (CHM), pronadena je povisena lokalizacija defosforiliranog [-katenina u jezgrama trofoblasta
§to ukazuje na njihovu poremeéenu aktivnost. [33]

Upravo proucavaju¢i Wnt signalni put mozemo vidjeti koliko sli¢nosti u invazivnosti pokazuju stanice
trofoblasta i tumor. No, za razliku od tumorskih stanica, ponasanje trofoblasta je prostorno i vremenski
strogo kontrolirano placenarnim i decidualnim proteinima. [34,35]

Greske u procesu invazije povezane su s razli¢itim gestacijskim bolestima. Tako su plitka invazija
decidualnog tkiva i nepotpuna transformacija spiralnih arterija obiljezja preeklampsije i teSkog
intrauterinog zastoja u rastu. Za razliku od spomenutih patologija, hiperplazija trofoblasta s
potencijalom maligne transformacije javlja se u kompletnoj hidatiformnoj moli (CHMs), dok je

opsezna invazija zabiljezena kod malignih koriokarcinoma. [36,37]

Intrauterini zastoj rasta (IUGR) je nemoguc¢nost fetusa da postigne svoj genetski odredeni potencijal
rasta, zbog anatomskog i/ili funkcionalnog poremecaja. [38]. Rodna tezina manja od 2 standardne
devijacije (SD) za gestacijsku dob ili rodna masa manja od trece ili pete percentile za gestacijsku dob
za odredeno stanovni$tvo opcenito se koristi za oznacavanje ITUGR [39]. Razlikujemo dvije vrste

zastoja u intrauterinom rastu: simetri¢an, ako su tezina, duljina i opseg glave niski, i asimetri¢an, kada



su mozak i opseg glave unutar normalnih granica[38]. U vecini sluajeva, ITUGR je rezultat
placentarne insuficijencije zbog poremecaja tijekom implantacije ili placentacije (diferencijacije
trofoblasta, preobrazbe spiralnih arterija, razvoja i vaskularizacije postelji¢nih resica) [40]. Oko 70%
djece s porodajnom masom ispod 10. centile je potpuno zdravo te bez dodatne patologije pa se takav
zastoj u rastu naziva idiopatskim [40]. Djeca rodena s niskom tjelesnom tezinom ¢es$ée oboljevaju od
odredenih bolesti kao §to su Secerna bolest, ateroskleroza, respiratornih i kardiovaskularnih bolesti.
[41] Studije na knock out miSevima pokazale su vaznu ulogu Wnt signalnog puta u razvoju posteljice
[42-45] $to ukazuje na moguu povezanost poremeCenog prijenosa signala tim putem i
proliferacije/difrencijacije trofoblasta i fetusa [46-49]. Stoga je cilj ovog rada bio analizirati jedanog
od do sada u posteljici slabo istrazenog markera invazije, proteine skupine Dishevelled, u ovoj
patologiji trudno¢e kako bi se dobio bolji uvid u fine regulatorne mehanizme koji tu invaziju

kontroliraju.



4. HIPOTEZA

Posteljice iz patoloskih terminskih trudnoca ploda sa zastojem u rastu (IUGR) imaju slabiju ekspresiju

proteina obitelji Dishevelled nego posteljice iz zdravih terminskih trudnoca.



5. CILJEVI RADA

Op¢i cilj rada je ispitati izrazenost proteina obitelji Dishevelled, jednog od biljega Wnt signalnog puta,
u IUGR posteljicama i posteljicama iz normalnih terminskih trudnoca.
Specifi¢ni cilj rada je:

1. Ispitati izrazenost DVL1 proteina u IUGR posteljicama i posteljicama iz zdravih terminskih

trudnoca.

2. lspitati izrazenost DVL2 proteina u IUGR posteljicama i posteljicama iz zdravih terminskih

trudnoca.

3. lspitati izrazenost DVL3 proteina u IUGR posteljicama i posteljicama iz zdravih terminskih

trudnoca.



6. MATERIJALI | METODE
6.1. MATERIJALI

Uzorci su dio zbirke uzoraka posteljica koji pripadaju Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, a
koji su veé prikupljeni iz baze KB Merkur u suradnji s doc.dr.sc. Anitom Skrti¢, dr.med. Uzorke &ine
posteljice iz patoloskih i zdravih trudnoc¢a. Kontrolnu skupinu ¢ine 9 terminskih posteljica iz trudnoéa
koje su protekle bez komplikacija i porodene su u terminu izmedu 38-42. tjedna gestacije.

Unutar ispitivane skupine dobiveno je 15 posteljica s patologijom usporenog rasta koje su usle u
skupinu nazvanu idiopatski IUGR zbog ¢injenice da nije bilo dodatne patologije [11,50]

Kriteriji uklju¢ivanja u studiju su zastoj u rastu ploda otkriven serijskim UZV mjerenjima (najmanje 2)
s procjenom tjelesne tezine ispod 10. centile za dob trudnoée, spol ploda i paritet majke potvrden
mjerenjem rodne mase novorodenceta na porodu.

Kiriterij iskljucivanja iz studije za patoloske trudnoce kao i za kontrole bili su: viseplodna trudnoca,
pusenje majke, intrauterine virusne infekcije (TORCH, parvo 19), korioamnionitis, kroni¢na

hipertenzija, nakalemljena preeklampsija, autoimune bolesti majke.

6.2. METODE

6.2.1. Uzorkovanje posteljice

Posteljice u slucaju patoloske trudnoce i posteljice iz skupine kontrola poslane su na patohistolosku
analizu. Svaku posteljicu pregledao je patolog i postavio dijagnozu (doc.dr.sc. A. Skrti¢). Uzet je disk
oko 5 c¢cm od pupCane vrpce koji prolazi kroz cijelu debljinu posteljice, odnosno od fetalne do

maternalne strane. Tkivo je zatim uklopljeno u parafinske blokove.



6.2.2. Imunohistokemijska analiza

Parafinski uklopljeni rezovi uzoraka debljine 4-um postavljeni su na silanizirana predmetna stakalca
(DakoCytomation, Denmark). Rezovi su imunohistokemijski bojani metodom biotin—avidin—
streptavidin peroksidazom iz hrena (engl. horseradish; DAKO No0.K0679). Primarna protutijela
koriStena u ovom istrazivanju su poliklonalnska protutijela DVL1 (eng. mouse monoclonal anti-human
DVL1,klon: sc-8025, Santa Cruz Biotechnology, USA, razrjedenje 1:100) , DVL2 (mouse monoclonal
anti-human DVL2Kklon: sc-13974,Santa Cruz Biotechnology, USA, razrjedenje 1:200) i DVL3
(mouse monoclonal anti-human DVL3, klon: sc-271295, Santa Cruz Biotechnology, USA, razrjedenje

1:200).

6.2.3. Priprema za imunohistokemiju

Prije imunohistokemijskog bojanja potrebno je deparafinirati i rehidrirati tkivo Sto se postize
provodenjem uzoraka kroz niz ksilola u trajanju od dva puta po 5 minuta, apsolutnog i 96%-tnog
alkohola u trajanju od dva puta po 3 minute, te vode u trajanju od 30 sekundi. Deparafinizirani i
rehidrirani rezovi uzoraka zagrijavani su u otopini za otkrivanje antigena (Dako Target Retrieval
Solution, Dako Corporation, USA) u mikrovalnoj peénici 5 minuta na 800 W zbog demaskiranja
epitopa. Preparati su zatim tretirani otopinom metanola i 3%-tnog H,O, 5 min, radi inaktivacije
endogene peroksidaze. Slijedi ispiranje u PBS (engl. phosphate-buffered saline) puferu, te uklanjanje

nespecifi¢nog vezanja s mi§jim serumom u vlaznoj komori kroz 30 min na sobnoj temperaturi.



6.2.4. Imunohistokemijska obrada posteljica

Uzorci su nakon opisane pripreme tretirani optimalno razrijedenim primarnim protutijelom (DVL1,
DVL2, DVL3) 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije uzorci su tri puta ispirani u PBS
puferu. Za detekciju primarnog protutijela koristen je Dako REAL Envision detection system
(DakoCytomation, Carpinteria, USA). Na krajuje cijeli proces vizualiziran, u trajanju od 10 minuta,
supstrat-kromogen otopinom u kojoj kao supstrat sluze koncentrirani Tris-HCI pufer i 0,8%-tna
otopina vodikovog peroksida, a kao kromogen sluzi 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB).
Navedena otopina isprana je destiliranom vodom. Primjena ovog supstrat-kromogen kompleksa
rezultira nastajanjem netopivog smedeg precipitata na antigenskom mjestu. Zatim je slijedilo
kontrastiranje hemalaunom. Uzorci su 2 minute bojani u hemalaunu, koji se onda isprao destiliranom
vodom. Nakon toga uzorci su 20 minuta ispirani u vodovodnoj i 5 minuta u destiliranoj vodi, te su
dehidrarani provodenjem kroz niz rastu¢ih koncentracija etilnog alkohola (96%EtOH, 100% EtOH ) i
ksilola u kojem se preparati izbistre. Obrada zavr$ava poklapanjem pokrovnim stakalcem i medijem za
pokrivanje koji se koristi u rutinskoj histoloskoj dijagnostici. Negativna kontrola bili su uzorci koje
smo podvrgnuli istom postupku bojenja uz isklju¢ivanje inkubacije s primarnim antitijelom tijekom

imunohistokemije.

6.2.5. Stereoloska kvantitativna analiza

Sve posteljice analizirane su stereoloskom metodom volumenske gustoée (Vv; mm®). Volumenska
gustoca (Vv) je relativna stereoloska varijabla koja pokazuje koliki dio sveukupnog prostora zauzima
proucavana faza ili koliki je postotak prouc¢avane faze u jedinici volumena (226). Volumenska gustoca

(Vv) je izraCunata prema formuli:

Vv= Pf/Pt



Pf = broj pogodaka testnih to¢aka na prouc¢avanu fazu

Pt = broj svih testnih to¢aka unutar testnog polja

DVL1, DVL2 i DVL3 pozitivne stanice trofoblasta u bazalnoj decidui i resicama posteljice
kvantificirane su Weiblovim mnogonamjenskim testnim sistemom s 42 testne toCke. Za svaku
analiziranu skupinu provedeno je preliminarno brojanje kako bi se odredio optimalan broj polja za

analizu.

6.2.6. Statisticke metode

Koriste¢i deskriptivnu statistiku, opisane su mjere centralne tendencije (medijan). Za statisticku
usporedbu ekspresije proteina DVL1, DVL2, DVL3 kori$ten je Mann-Whitneyev test. Priznata je kao
znacajna razlika na razini stupnja vjerojatnosti od p<0,05. Podaci su obradeni u programu GraphPad

Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

10



7. REZULTATI

Ekspresija proteina DVLI1, DVL2, DVL3 istrazena je u kontrolnim terminskim posteljicama i
usporedena s posteljicama iz terminskih patoloskih trudnoca.

Ukupno je analizirano 24 posteljica. Rezultati su prikazani tabli¢no.

7.1. EKSPRESIJA DVL1 PROTEINA

Na Slici 1 prikazana je ekspresija DVLI1 proteina u patoloskim IUGR posteljicama i kontrolnoj
skupini terminskih posteljica. Protein DVLL1 je prisutan u citozplazmi stanica trofoblasta kao i u

citoplazmi stromalnih stanica placentarnih resica.

Slika 1: Imunohistokemijska ekspresija DVL1 proteina u posteljicama patoloskih trudnoéa s IUGR te
kontrolnih skupina. a) kontrolna skupina (x10) b) kontrolna skupina (x40), ¢) IUGR (x10), d) IUGR

(x40)

11



7.1.2 Usporedba ekspresije DVL1 u posteljicama s IUGR-om i kontrolnoj skupini

terminskih posteljica

Statisticki je znacajno slabija ekspresija proteina DVL1 u posteljicama kod terminskog idiopatskog
zastoja u rastu ploda (IUGR) u odnosu na kontrolu (tkivo posteljice iz trudno¢e bez komplikacija)

(p<0.0001; Mann Whitney test) (Slika 2 ).

U Tablici 1 su prikazani rezultati kvantifikacije ekspresije volumenske gusto¢e DVL1 antigena u
analiziranim posteljicama.

Tablica 1: Usporedba posteljica s IUGR-om i kontrolne skupine terminskih posteljica

Status Br. uzoraka Ekspresija DVL1
IUGR 15 0.1000
KONTROLA 9 0.2650
Ukupno 24

Rezultati su prikazani kao medijan. Statisti¢ki znacajna razlika izmedu grupa (p<0,05) analizirana je

Mann Whitney testom.
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Slika 2: Prikaz volumenske gustoce DVLI antigena (Vv, mm®) u posteljicama kod terminskog

idiopatskog zastoja u rastu ploda (IUGR) i u terminskim kontrolama.

7.2. EKSPRESIJA DVL2 PROTEINA

Na Slici 3 prikazana je ekspresija DVL2 proteina u patoloskim IUGR posteljicama i kontrolnoj
skupini terminskih posteljica. Protein DVL2 intenzivno boji citoplazme stanica sinciciotrofoblasta u

placentarnim resicama.
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Slika 3: Imunohistokemijska ekspresija DVL2 proteina u posteljicama patoloskih trudnoca s IUGR te
kontrolnih skupina. a) kontrolna skupina (X10) b) kontrolna skupina (X40), ¢) IUGR (X10), d) IUGR

(X40)

7.2.1. Usporedba ekspresije DVL2 u posteljicama s IUGR i kontrolnoj skupini terminskih posteljica

Statisti¢ki je znacajno slabija ekspresija proteina DVL2 u posteljicama kod terminskog idiopatskog
zastoja u rastu ploda (IUGR) u odnosu na kontrolu (tkivo posteljice iz trudnoce bez komplikacija)
(p=0.0029; Mann Whitney test) (Slika 4 ).

U Tablici 2 su prikazani rezultati kvantifikacije ekspresije volumenske gustoce DVL2 antigena u

analiziranim posteljicama.
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Tablica 2: Usporedba posteljica s IUGR-om i kontrolne skupine terminskih posteljica

status Br. uzoraka Ekspresija DVL2
IUGR 15 0.1800
KONTROLA 9 0.2500

ukupno 24

Rezultati su prikazani kao medijan. Statisticki znacajna razlika izmedu grupa (p<0,05) analizirana je

Mann Whitney testom.
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Slika 4: Prikaz volumenske gusto¢e DVL2 antigena (Vv, mm®) u posteljicama kod terminskog

idiopatskog zastoja u rastu ploda (IUGR) i u terminskim kontrolama.
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7.3. EKSPRESIJA DVL3 PROTEINA

Na Slici 5 prikazana je ekspresija DVL3 proteina u patoloskim posteljicama sa IUGR i kontrolnoj
skupini terminskih posteljica. Ekspresija proteina DVL3 prisutna je u citoplazmi stanica trofoblasta

placentarnih resica.

Slika 5: Imunohistokemijska ekspresija DVL3 proteina u posteljicama patoloskih trudnoéa s IUGR te
kontrolnih skupina. a) kontrolna skupina (X10) b) kontrolna skupina (X40), ¢) IUGR (X10), d) IUGR

(X40).

7.3.1. Usporedba ekspresije DVL3 u posteljicama s IUGR i kontrolnoj skupini terminskih posteljica.

Statisticki je znacajno slabija ekspresija proteina DVL3 u posteljicama kod terminskog idiopatskog
zastoja u rastu ploda (IUGR) u odnosu na kontrolu (tkivo posteljice iz trudno¢e bez komplikacija)

(p<0.0001; Mann Whitney test) (Slika 6 ).
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U Tablici 3 su prikazani rezultati kvantifikacije ekspresije volumenske gusto¢e DVL3 antigena u

analiziranim posteljicama.

Tablica 3: Usporedba posteljica s IUGR-om i kontrolne skupine terminskih posteljica

status Br. uzoraka Ekspresija DVL3
IUGR 15 0.1600
KONTROLA 9 0.2400

ukupno 24

Rezultati su prikazani kao medijan. Statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu grupa (p<0,05) analizirana je

Mann Whitney testom.
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Slika 6. Prikaz volumenske gusto¢e DVL3 antigena (Vv, mm0) u posteljicama kod termiskog

idiopatskog zastoja u rastu ploda (IUGR) i u terminskim kontrolama.
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7.4. USPOREDBA EKSPRESIJE DVLI1, DVL2, DVL3 U POSTELJICAMA S IUGR-OM I

KONTROLNOJ SKUPINI TERMINSKIH POSTELJICA

Statisticki je znacajno slabija ekspresija proteina DVL1, DVL2, DVL3 u posteljicama kod terminskog
idiopatskog zastoja u rastu ploda (IUGR) u odnosu na kontrolu (tkivo posteljice iz trudnoée bez
komplikacija). Takoder, ekspresija proteina kod terminskih idiopatskih posteljica sa zastojem u rastu
ploda slijedi uzlazni niz: DVL1<DVL3<DVL2 (p<0.0001; Mann Whitney test) (Slika 7). Izmedu
DVLI1 i DVL2 kao i izmedu DVL1 i DVL3 postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji izmedu
IUGR skupina (p<0.0001; Mann Whitney test), no izmedu DVL2 i DVL3 ta razlika, iako naizgled

vidljiva, nije statisticki znacajna.

U Tablici 4 prikazani su rezultati kvantifikacije ekspresije volumenske gustoce DVL1, DVL2, DVL3

antigena u analiziranim posteljicama.

Tablica 4: Usporedba posteljica s IUGR-om i kontrolne skupine terminskih posteljica

status Br. uzoraka Ekspresija
IUGR DVL1 15 0.1000
Kontrola DVL1 9 0.2650
IUGR DVL2 15 0.1800
Kontrola DVL2 9 0.2500
IUGR DVL3 15 0.1600
Kontrola DVL3 9 0.2400
Ukupno 72
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Rezultati su prikazani kao medijan. Statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu grupa (p<0,05)

analizirana je Mann Whitney testom.
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Slika 7: Prikaz volumenske gustoce DVLI, DVL2, DVL3 antigena (Vv, mm0) u posteljicama kod

termiskog idiopatskog zastoja u rastu ploda (IUGR) i u terminskim kontrolama.
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8. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je analizirati ekspresiju proteina ukljucenih u diferencijaciju stanica trofoblasta u
zdravim posteljicama te u posteljicama sa zastojem u rastu ploda (IUGR). Budu¢i da se tijekom svoga
razvoja posteljica mora kontinuirano prilagodavati zahtjevima koje joj postavlja rastu¢i zametak/plod,
stanice koje najviSe doprinose toj adaptabilnosti, stanice trofoblasta, moraju biti pod stalnom
kontrolom niza molekularnih mehanizama [51]. Jedan od takvih signalnih putova je upravo signalni
put Wnt, a njegovi centralni medijatori su proteini obitelji Dishevelld. Kljuéni dogadaj placentacije je
epitelno-mezenhimna tranzicija (EMT) koja omogucuje intersticijsku i endovaskularnu invaziju
stanica trofoblasta, ali i obratni proces mezenhimo-epitelne tranzicije koji doprinosi zaustavljanju
invazije [52]. Pravovremeno odvijanje ovih procesa, preduvjet je uspjesnoj placentaciji te posljedi¢no
rodenju zdravog djeteta. Na temelju dosadasnjih istrazivanja pretpostavili smo da ¢e u tkivima sa
slabije izrazenom invazivnos¢u trofoblasta, dakle onima koja su rezultat neuspjesne invazije decidue
odnosno leZista posteljice, prijenos signala Wnt signalnim putem biti smanjen zahvaljuju¢i smanjenoj
ekspresiji proteina DVL obitelji. Prema dosadas$njim spoznajama neuspje$na invazija trofoblasta
zapazena je u posteljicama fetusa sa zastojem u rastu i u hipertenzivnim poremecajima [53,54].
Rezultati ovog rada pokazuju statisti¢i znacajno smanjenu ekspresiju proteina DVL1, DVL2, DVL3 u
terminskim IUGR posteljicama u odnosu na kontrolnu skupinu terminskih posteljica (p<0,05, Mann
Whitney test). Dobiveni rezultati u skladu su s onima drugih znanstvenika gdje su pozitivni regulatori
invazije trofoblasta poput proteina SNAIL bili slabije izrazeni [55], a negativni regulatori, poput
proteina ELF5, jace [56]. Vrlo vazni inhibitori Wnt signalnog puta poput proteina obitelji SFRP (engl.
Secreted frizzled-related protein) takoder su izrazeniji u IUGR posteljicama nego u kontrolnim
zdravim trudno¢ama §to ukazuje na to da je regulacija invazije jedan od vaznih ¢imbenika patologije
trudnoce [57]. lako danas postoji niz drugih teorija o nastanku IUGR-a, to ne znac¢i da ova teorija
smije biti zanemarena, ve¢ se znanstvena istrazivanja trebaju provoditi paralelno na svim spoznajnim
frontama. Poznavanje precizne kontrole invazivnih procesa ne doprinosi samo istrazivanju patologije

trudnoce, ve¢ i boljem razumijevanju takvih procesa u tumorskim tkivima [58]. Naime, tumorska
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stanica ne otkiva niSta novo, ona samo Koristi postojece, uspavane ili manje aktivne signalne putove u

krivo vrijeme i na krivom mjestu.

Mozemo stoga zakljuciti da je u uzorcima iz terminskih IUGR posteljica znacajnije inhibiran prijenos
signala Wnt signalnim putem, $to moze imati za posljedicu slabiju EMT ekstraviloznog trofoblasta.
Manje invazivan trofoblast dovodi do povrs$ne invazije spiralnih arterija te posljedi¢no do razvoja
intrauterinog zastoja u rastu djeteta. Takvom ponasanje, moglo bi barem djelomic¢no biti posljedica
smanjene ekspresije proteina obitelji DVL Sto jo§ jednom potvrduje centralnu ulogu ovih proteina u

regulaciji Wnt signalizacije.

21



9. ZAKLJUCCI

Analizom ekspresije triju vaznih agonista Wnt signalnog puta, proteina DVL1, DVL2, DVL3 u

posteljicama sa zaostojem u rastu ploda, dosli smo do sljedecih zakljucaka:

1. Ekspresija DVLL1 proteina u IUGR posteljicama znac¢ajno je snizena U odnosu na posteljice iz

zdravih terminskih trudnoca.

2. Ekspresija DVL2 proteina u IUGR posteljicama znacajno je snizena u odnosu na posteljice iz

zdravih terminskih trudnoca.

3. Ekspresija DVL3 proteina u [UGR posteljicama znac¢ajno je snizena u odnosu na posteljice iz

zdravih terminskih trudnoda.
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