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Sazetak

Naslov rada: Spolne razlike u izrazenosti posteljicnog vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta

Autor: Josip Zivkovié

Uvod

Za normalan razvoj i funkcioniranje posteljice nuzni su ¢imbenici rasta poput vaskularnog
endotelnog ¢imbenik rasta A (VEGF-A od eng. Vascular endothelial growth factor A) koji sudjeluje u
stvaranju krvnih Zila posteljice procesom angiogeneze i vaskulogeneze. Insuficijentan razvoj posteljice
uzrok je intrauterinog zastoja u rastu (IUGR od eng. Intrauterine growth restriction) fetusa. Nadalje,
poznato je da postoje spolne razlike u funkciji posteljice koje se ocituju na razini gena i kasnijoj
prilagodbi fetusa na stres. Pretpostavka ovog istraZivanja je da postoje i spolne razlike u izrazenosti
VEGF-A u posteljicama iz normalnih trudnoéa i trudnoc¢a kompliciranih TUGR-om. Ciljevi su
istrazivanja utvrditi postoji li razlika u izrazenosti posteljicnog VEGF-A izmedu normalnih trudnoca i

trudnoca sa zastojem u rastu, te je li se te razlike opaZaju ovisno o spolu djeteta.

Materijali i metode
U istrazivanje su bile uklju¢ene 32 trudnice, 16 iz normalnih (kontrola) i 16 iz trudno¢a s IUGR-

om. U svakoj skupini trudnice su nosile po 8 muske i 8 Zenske djece. Mjereni parametri bili su
gestacijska dob, porodajna masa, masa posteljice, fetoplacentarni omjer (FPR od eng. Feto-placental

ratio) i imunohistokemijska izrazenost VEGF-A koja je mjerena semikvantitativno.

Rezultati
Izmedu kontrolne i TUGR skupine statisti¢ki znaCajna razlika opazila se u izrazenosti VEGF-A

(p=0,005) koja je povecana u ITUGR skupini, porodajnoj masi (p<0,001) i masi posteljice (p<0,001).
Izmedu dvije skupine postoji statisti¢ki znacajna razlika u gestacijskoj dobi, ali ona nije klinicki
znacajna. lzrazenost VEGF-A po spolu unutar kontrolne i [IUGR skupine te medu njima nije se statisticki
razlikovala (p>0,05), iako je ¢eS¢e povecana kod IUGR skupine, posebice u Zenskim posteljicama.
Statisticki znacajna razlika po spolu izmedu tih skupina opazila se u porodajnoj masi (p<0,001), masi
posteljice (p<0,001) i gestacijskoj dobi (p=0,001).

Zaklju¢ak

IzraZenost posteljiénog VEGF-A razlikuje se izmedu normalnih trudnoca i trudnoca sa zastojem
u rastu. Razlika izraZzenosti VEGF-a nije se opazila prilikom usporedbe te dvije skupine po spolu, dok

je izmedu skupina pronadena spolna razlika u porodajnoj masi, masi posteljice i gestacijskoj dobi.

Kljuéne rije€i: intrauterini zastoj u rastu, vaskularni endotelni ¢cimbenik rasta, posteljica, spolne razlike,

genska terapija



Summary

Title: Sex differences in expression of placental vascular endothelial growth factor

Author: Josip Zivkovié

Introduction
Normal development and function of placenta requires growth factors such as vascular

endothelial growth factor-A (VEGF-A) which creates placental blood vessels in processes of
angiogenesis and vasculogenesis. Insufficient development of placenta is cause of fetal intrauterine
growth restriction (IUGR). Furthermore, it is known that there are sex differences in function of placenta
in genes and fetal adaptation to stress events. The hypothesis of this study is that there are sex differences
in expression of placental VEGF-A between normal pregnancies and pregnancies complicated with
IUGR. Aims of this study are: to determine if there are sex differences in expression of placental VEGF-
A between normal pregnancies and pregnancies complicated with IUGR, and are those differences sex

related.

Materials and methods

This study included 32 pregnant women, 16 from normal pregnancies (control) and 16 from
IUGR pregancies. In every group women were carrying 8 male and 8 female children. Measured
parameters were gestation length, birth weight, placental weight, feto-placental ratio (FPR) and

expression of VEGF-A, which was measured semiquantitatively.

Results

Between control and IUGR group there was statisticaly significant difference in expression of
VEGF-A (p=0.005) which was elevated in IUGR group, birth weigth (p<0.001) and placenta weigth
(p<0.001). There is statistically significant difference in gestation length between these two groups, but
without clinical significance. Sex differences in expression of placental VEGF-A within each control
and IUGR group and between them were not statistically significant (p>0.05), although it is more often
elevated in IUGR group, especially in female placentas. When considering sex, statistically significant
differences between these groups were observed in birth weigth (p<0.001), placental weigth (p<0.001)
and gestation length (p=0.001).

Conclusion

There are differences in expression of placental VEGF-A between normal pregnancies and
pregnancies complicated with IUGR. Difference in expression of VEGF-A was not observed between
these two groups when considering sex, but was evident in birth weight, placenta weight and gestation

length.

Keywords: intrauterine growth restriction, vascular endothelial growth factor, placenta, sex differences,

gene therapy



Uvod

Posteljica je organ Kkoji povezuje majku i fetus te je gradena od stanica obaju
organizama. Ona je organ koji progresivno raste tijekom trudnoce, a uloga joj je omoguciti
dovoljan rast i razvoj fetusa kao nuzne preduvjete za Zivot izvan maternice. Njezin razvoj
precizno je reguliran razli¢itim ¢imbenicima rasta i podrazajima koji potjecu i od majke i od
fetusa, a poremecaji koji sprjecavaju rast odrazavaju se na fetus i majku. Ako dode do
insuficijencije posteljice te smanjene opskrbe ploda kisikom i hranjivim tvarima razvija se

intrauterini zastoj rasta ploda.

I.1 Razvoj i funkcije posteljice

Posteljica je privremeni organ koji je posrednik izmedu majke i fetusa, a njezino
stvaranje zapo€inje implantacijom blastociste u endometrij. Trofoblast blastociste odgovoran
je za stvaranje posteljice, a diferencira se u citotrofoblast i sinciciotrofoblast, od kojih ovaj
zadnji dolazi u kontakt sa sinusoidama endometrija, ¢ime majc¢ina krv dolazi u dodir sa
stanicama embrija. To je prvi korak u uspostavljanju krvne opskrbe embrija, a i u nastajanju
posteljice (1).

Krvna opskrba posteljice zapocinje stvaranjem primarnih resica. Mezodermalne stanice
zumanjcanje vrece prodiru u primarne resice te nastaju sekundarne resice, a diferencijacijom
tih stanica nastaju tercijarne resice. Tercijarne resice koje se protezu od korionske ploce 1
priévrséene su za deciduu basalis nazivaju se usidrene resice. Njihovim grananjem i
produljivanjem, proliferacijom postojecih i stvaranjem novih endotelnih stanica, one podlijezu
strukturnim promjenama koje u konacnici stvaraju terminalne resice (ili slobodne resice). U
njima se odvija izmjena plinova izmedu majke i fetusa difuzijom, te aktivnim i pasivnim
transportom (2). Spajanjem krvnih Zila koje potjecu iz korionskih resica s onima koje se stvaraju
u korionskoj ploc¢i stvara se ekstraembrionalni vaskularni sustav. Citotrofoblast usidrenih resica
invadira spiralne arterije decidue basalis, mijenja njihova svojstva i dolazi do izlijevanja
majc¢ine krvi u intervilozni prostor ¢ime po€inje normalno funkcioniranje posteljice.

Posteljica ima brojne funkcije, a najvaznije su transport hranjivih tvari i kisika,
proizvodnja hormona i zaStita fetusa od utjecaja iz okoline. Prije samog nastajanja korionskih
resica trofoblast fagocitira produkte sekrecije zlijezda endometrija u kojima se nalaze hranjive

tvari koje ¢e fetusu omoguciti privremenu prehranu dok se ne uspostavi uteroplacentarni



krvotok (3). Nakon uspostave krvotoka transport kisika i ugljikovog dioksida odvija se
jednostavnom difuzijom. Glukoza se prenosi iz majéine krvi pomocu olaksane difuzije putem
prijenosnika za glukozu tipa 1 (GLUT1 od eng. glucose transporter 1), dok se aminokiseline i
elektroliti prenose aktivnim transportom. Lipidi se u posteljicu prenose lipoproteinima i
hidroliziraju lipoprotein lipazom. Posteljica kao privremeni organ ima i endokrinu funkciju
kojom normalno odrzava trudnocu, a najvazniji hormoni koje ona luci su estrogeni, humani
korionski gonadotropin, humani placentarni laktogen i placentarni hormon rasta (4). Zastitna
funkcija posteljice ocituje se u metabolizmu lijekova koji dolaze maj¢inim krvotokom,

prijenosu pasivne imunosti od majke te djelovanju kao barijere protiv infektivnih uzro¢nika.

1.2 Signalne molekule u razvoju posteljice

Uredan razvoj posteljice slozen je proces koji je reguliran razli¢itim signalnim
molekulama. Neke od tih molekula sintetizira embrij, a neke majka, te njihovo uzajamno
djelovanje dovodi do razli¢itih procesa u blastocisti, odnosno trofoblastu te poti¢e njegovu
invaziju u endometrij i daljnju diferencijaciju ¢iji je konacni rezultat stvaranje posteljice.
Inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta (IGF od eng. Insulin like growth factor) posreduje u rastu,
diferencijaciji, prezivljenju i metabolizmu stanica citotrofoblasta vezuci se na svoje receptore.
Povecava transport aminokiselina u posteljicu i njenu povrSinu dostupnu za prijenos razli¢itih
molekula, a vezanjem za transportni protein inhibira svoje djelovanje i time poti¢e invaziju
trofoblasta u deciduu (5). Transformirajuc¢i ¢imbenik rasta p (TGF-B od eng. Transforming
growth factor f) ima sli¢ne funkcije kao IGF, no u trudnoc¢i on inhibira migraciju i invaziju
ekstraviloznog trofoblasta (6), a istrazivanja na ljudima i Zzivotinjama nisu pokazala
jednoznacne rezultate 0 inhibiciji ili proliferaciji citotrofoblasta i njegove transformacije u
sinciciotrofoblast (7). Epidermalni ¢imbenik rasta (EGF od eng. Epidermal growth factor)
potice stanice na proliferaciju i trofoblast na diferencijaciju, a time potice rast posteljice, dok je
njegov manjak povezan s malim posteljicama i zastojem u rastu (8). Fibroblastni ¢imbenik rasta
(FGF od eng. Fibroblast growth factor) takoder potice proliferaciju trofoblasta, a uz to i
njegovu migraciju i diferencijaciju u citotrofoblast (9). Trombocitni ¢imbenik rasta (PDGF od
eng. Platelet derived growth factor) posreduje u proliferaciji i migraciji stanica trofoblasta, a
njegova je smanjena izrazenost povezana s fetalnim zastojem u rastu, dok je povecana u
posteljicama makrosomne djece (5). Nadalje, veoma vaznu funkciju u razvoju posteljice ima

vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF od eng. Vascular endothelial growth factor).



1.3 Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

Ovaj je glikoprotein odgovoran za razlicite funkcije u organizmu, medu ostalom za sam
razvoj posteljice. On djeluje na endotelne stanice, a njegove funkcije su proliferacija stanica,
povecéanje propusnosti krvnih Zila, migracija stanica, aktivacija te invazija endotela u okolno
tkivo (10). Pod pojmom VEGF podrazumijevamo obitelj ¢imbenika rasta saCinjenu od 6
glikoproteina: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E i postelji¢nog ¢imbenika rasta
(PIGF od eng. Placental growth factor). U uzem smislu kada se govori o VEGF-u onda se misli
na VEGF-A. On ima viSe izoformi: VEGF121, VEGF165, VEGF189 i VEGF206 te njegova
relativna molekulska masa varira od 34 do 45 kD i od svih ostalih ¢lanova obitelji VEGF, on je
najizrazeniji i najvazniji u posteljici. U normalnim tkivima najvise je, osim u posteljici, izrazen
u plué¢ima, bubrezima, srcu te nadbubreznim Zlijezdama. VEGF-B ima dvije izoforme, VEGF-
B1s7 | VEGF-Bugs te je pretezito izrazen u posteljici, miokardu, skeletnim misi¢ima i gusSteraci.
VEGF-C je izrazen u posteljici, srcu, jajnicima, tankom crijevu i Stitnjaci dok je VEGF-D
izrazen u srcu, plu¢ima, skeletnom misiéju, tankom i debelom crijevu. VEGF-E se nalazi kao
sastavni dio genoma nekih virusa (11). PIGF ima cetiri izoforme te je izrazen u posteljici
tijekom Citave trudnoce, pretezito u trofoblastu (12). Nadalje, vazno je naglasiti da VEGF svoje
djelovanje posreduje pomocu 5 skupina receptora: receptor vaskularnog endotelnog ¢imbenika
rasta 1 (VEGFR-1 od eng. Vascular endothelial growth factor receptor 1), VEGFR-2 , VEGFR-
3, neuropilina-1 i neuropilina-2. Uz njih jo$ postoji topljivi oblik receptora (SVEGFR-1 od eng.
Soluble Vascular endothelial growth factor receptor 1) koji veze slobodni VEGF i PIGF i time
blokira njihovu funkciju. VEGF-A se u obiku homodimera ili u obliku heterodimera,
VEGF/PIGF, moze vezati za VEGFR-1 i VEGFR-2 dok se VEGF-B i PIGF u obliku
homodimera mogu vezati samo za VEGFR-1. VEGF-C i VEGF-D vezu se za VEGFR-2 i
VEGFR-3 dok se VEGF-E veze isklju¢ivo na VEGFR-2 (13).

1.3.1 Funkcije vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta u posteljici

Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta primarno djeluje na endotelne stanice. Njegova
prisutnost i prisutnost njegovih receptora u nastanku posteljice je nuzna jer mutacija samo
jednog njegovog alela dovodi do smrti ploda zbog izostanka stvaranja krvnih zila i cirkulacije

(14). Jedni i drugi sudjeluju u procesima stvaranja krvnih Zila, vaskulogenezi i angiogenezi.



1.3.1.1 Vaskulogeneza

Vaskulogeneza je proces stvaranja novih krvnih Zila iz mezenhimskih stanica. Ona
zapocinje oko 21 dana nakon oplodnje pretvorbom nediferenciranih mezenhimalnih stanica u
hemangioblaste koji urastaju i migriraju na periferiju primarnih resica te oko 28 dana nakon
oplodnje stvaraju endotelne stanice. One formiraju cjevaste strukture sekundarnih resica,
odnosno prve krvne zile unutar kojih se ve¢ 32 dana nakon oplodnje mogu nadi eritrociti,
takoder stvoreni iz hemangioblasta. Citav proces vaskulogeneze moze se podijeliti u tri stupnja:
1. indukcija hemangioblasta i angioblasta koja je pod utjecajem FGF-a; 2. stvaranje
primordijalnih krvnih Zila pod utjecajem VEGF/VEGFR; 3. prijelaz iz vaskulogeneze u
angiogenezu (15). VEGF u ovom procesu lu¢e mezenhimalne stanice te posredstvom VEGFR-
1 djeluje na hemangioblaste koji stvaraju hemangiogeni tracak i svojim urastanjem u trofoblast
stvaraju primarne krvne Zile. Diferencijacijom periferno smjeStenih hemangioblasta nastaju

endotelne stanice, dok iz onih centralno smjestenih nastaju eritrociti (16).

1.3.1.2 Angiogeneza

Angiogeneza je proces nastajanja novih krvnih Zila iz ve¢ postojecih. On zapoc€inje oko
32. dana nakon oplodnje, u vrijeme kad je formiranje krvnih Zila resica zavrseno te traje do
kraja trudnoce. Tijekom tog Citavog procesa dolazi do stvaranja novih i razgradnje starih krvnih
zila u svrhu poboljSanja perfuzije posteljice i1 stvaranja kapilarne petlje koja ¢e imati dovoljnu
povrsinu kako bi omogucila adekvatan prijenos kisika i hranjivih tvari do fetusa. Stoga se ta
kapilarna petlja remodelira tijekom ¢itave trudnoc¢e putem angiogeneze (15). Ona se dijeli na

granajucu i negranajucu angiogenezu.

1.3.1.2.1 Granajuéa angiogeneza

U granajuc¢oj angiogenezi nove krvne zile nastaju ,,pupanjem ili stvaranjem endotelne
pregrade u starim krvnim zilama. Razli¢iti ¢imbenici rasta, uklju¢ujué¢i VEGF, svojim
utjecajem dovode do razgradnje izvanstani¢nog matriksa (ekstracelularnog matriksa) i bazalne
lamine pomocu kolagenaza, povecavaju propusnost krvnih Zzila, kemotaksijom privlace
endotelne stanice u taj prostor te poti¢u njihovu proliferaciju ¢ime omogucuju stvaranje novih
krvnih Zila. 1z okolnog mezenhima stanice migriraju do bazalnih strana endotelnih stanica te
stvaraju pericite koji ¢e se diferencirati u glatke misi¢ne stanice novostvorenih krvnih zila (17).

VEGEF koji se luci iz stanica trofoblasta djeluje na VEGFR-1 pri ¢emu poticCe stvaranje cjevastih
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struktura oblozZenih endotelom, kao u vaskulogenezi, dok djelovanjem na VEGFR-2 potice

proliferaciju endotelnih stanica. Rezultat tih dviju kombinacija je granaju¢a angiogeneza (18).

1.3.1.2.2 Negranajuca angiogeneza

Negranajuca angiogeneza je proces elongacije (produzivanja) postojecih krvnih zila
posteljice. Ona zapocinje tek oko 24. tjedna trudnoce i traje do njezinog kraja, a karakterizirana
je smanjenom proliferacijom trofoblasta, pove¢anom proliferacijom endotelnih stanica, rastom
terminalnih resica, pove¢anom izrazeno$¢u PIGF i sVEGFR-1, a smanjenom VEGF-A (19).
Zbog povecane koncentracije kisika u posteljici smanjuje se izrazenost VEGF-A, a povecava
PIGF-a. PIGF je izrazen u trofoblastu, a vezu¢i se kao homodimer isklju¢ivo na VEGFR-1 na
endotelnim stanicama zasluzan je za negranaju¢u angiogenezu i stvaranje sincicijskih ¢voric¢a
u terminalnim resicama. SVEGFR-1 veZe slobodni VEGF i time onemogucava njegovo

djelovanje, a omoguéava negranajucu angiogenezu (2).

1.4 Regulacija izrazenosti VEGF-a

VEGF je molekula koja nije konstantno prisutna u stanicama odraslog organizma dok
se u posteljici nalazi tijekom gotovo citave trudnoce. Njegova izraZenost regulirana je
hipoksijom, ¢imbenicima rasta, citokinima i hormonima koji djeluju direktno na njegov genski
lokus unutar molekule DNA stvaraju¢i viSe izoformi putem transkripcije, te na

posttranskripcijske modifikacije.

Prvi od tih ¢imbenika je hipoksija koja je prisutna intrauterino tijekom implantacije.
Prije implantacije embrij se prehranjuje uzimanjem hranjivih tvari koji su produkt sekrecije
zlijezda endometrija, a u ¢itavom tom razdoblju nalazi se u hipoksi¢nim uvjetima. Nizak
parcijalni tlak kisika djeluje na hipoksijom induciran ¢imbenik la (HIF-1a od eng. Hypoxia
inducible factor 1a) Koji zajedno sa HIF-1p c¢ini heterodimer HIF-1, a ima svojstvo
transkripcijskog faktora. Gen za VEGF-A imana svojim 5'i 3' krajevima regije koje se nazivaju
elementi koji reagiraju na hipoksiju (HRE od eng. hypoxia response elements). To su mjesta na
koje se veze HIF-1 i zapocinje prepisivanje gena za VEGF (11).

Cimbenik tumorske nekroze o (TNF-a od eng. Tumor necrosis factor-a) je vrsta
proupalnog citokina koji ima stimulativno djelovanje na lucenje VEGF-a. Osim te funkcije
uloga mu je i poticanje izrazenosti VEGFR-2 u endotelnim stanicama krvnih Zila (20). TGF-p

i EGF povecavaju izrazenost VEGF-A, a PDGF uz to povecava i izrazenost VEGF-C, dok
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razli¢iti interleukini poti¢u izrazenost VEGFR-2 (21,22). IGF-1 takoder potiCe izrazenost
VEGF-A (23).

Hormonska stimulacija takoder regulira izrazenost VEGF-a. Razli¢ita in vitro
istrazivanja na ljudskim stanicama karcinoma dojke pokazala su da estrogenska i progestinska
stimulacija potice izrazenost VEGF-A te stabilizira i produzuje poluzivot njezine mRNA (24).

Sli¢nim istrazivanjima pokazalo se da i testosteron povecava izrazenost VEGF-A (25).

1.5 Insuficijencija posteljice i intrauterini zastoj u rastu

Poremecaj u invaziji trofoblasa u spiralne arterije dovodi do intrauterinog zastoja u rastu
(IUGR od eng. Intrauterine Growth Restriction). To je poremecaj koji onemogucava fetusu da
dostigne svoj genetski predodredeni potencijal rasta (26), a definira se kao porodajna masa
manja od 10. percentile za gestacijsku dob. Cest je uzrok morbiditeta i mortaliteta dojen¢adi
(27), a osim ranih posljedica, dokazano je da je rizi¢ni ¢imbenik za razvoj bolesti odrasle dobi,
kao Sto su neurolosdke, kardiovaskularne i bubrezne bolesti (28-31). Ucestalost [IUGR-a je 8-
10% svih trudnoca (32), a najcescée nastaje zbog insuficijencije posteljice (32).
se javljaju metabolic¢ke i endokrine promjene koje se najprije oCituju u smanjenju rasta opsega
abdomena (32), a daljnja nestaSica nutrijenata vodi smanjenju fetalne mase. Zbog smanjenog
protoka krvi u posteljici dolazi do centralizacije krvotoka prema vitalnim organima, u prvom
redu prema mozgu. Taj zastitni mehanizam naziva se efekt poStede mozga (eng. brain sparing
effect) i moze se otkriti primjenom Doppler ultrazvuka (33). Medutim, kompenzacijski
mehanizmi u nekom trenutku prestaju biti u¢inkoviti i razvijaju se hipoksemija te cirkulacijska

i metabolicka dekompenzacija koji remete funkcioniranje vitalnih organa fetusa (34).

1.6 Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta u normalnim trudnoc¢ama i u
trudnoc¢ama sa zastojem u rastu

Kao $to je ve¢ navedeno, obitel] VEGF-a nuzna je za razvoj normalne posteljice.
Tijekom vaskulogeneze glavnu ulogu igra VEGF-A. On je izrazen u endovaskularnom,
intramuralnom i intersticijskom ekstraviloznom trofoblastu, no osim ove izrazenosti u fetalnim
kotiledonima, u veé¢im koncentracijama izraZen je i u korionu i amnionu (35). Djeluje na
mezenhimske stanice putem VEGFR-1 i VEGFR-2 i poti¢e njihovu proliferaciju te uz ostale

¢imbenika rasta 1 njihovu diferencijaciju. Nastankom tercijarnih resica i napredovanjem



trudnocée prema tre¢em tromjesecju utjecaj VEGF-A se smanjuje. Istrazivanja pokazuju da se
koncentracija VEGF-A tijekom ¢itave trudnoc¢e ne smanjuje, ve¢ da mu funkciju antagonizira
SVEGFR-1 vezu¢i se na njega (36). S druge strane, koncentracija PIGF-a se u tom periodu
postupno povecava kao 1 odvijanje procesa angiogeneze. Povecana oksigenacija povecava
izrazenost PIGF-a, a on je glavni medijator procesa angiogeneze jer posredstvom VEGFR-1
potiCe proliferaciju endotelnih stanica te elongaciju i produljenje ve¢ postojecih krvnih Zzila
unutar tercijarnih resica (37). VEGFR-1 je izrazen u endovaskularom, intramuralnom i
intersticijskom ekstraviloznom trofoblastu, dok se ta izrazenost s napredovanjem trudnoce
postupno smanjuje u endovaskularnom trofoblastu. Sli¢no se dogada i sa VEGFR-2, ¢ija se
izrazenost takoder postupno smanjuje u endovaskularnom trofoblastu s napredovanjem

trudnoce (38).

VEGF i njegovi receptori odgovorni za vaskulogenezu i angiogenezu u trudno¢ama sa
zastojem u rastu imaju promijenjenu izrazenost, no nije jednozna¢no dokazano je li se ona
povecava ili smanjuje. IstraZzivanje na zivotinjskom modelu u kojih se inducirao [IUGR pomocu
visoke temperature, pokazalo je da je izrazenost VEGF-A u tkivu posteljice smanjena. Ista
studija pokazala je da je izrazenost VEGFR-1 smanjena, dok je PIGF-a povecana (39). Ovakva
izrazenost tih ¢imbenika rasta govori u prilog tome da je u posteljici narusena i vaskulogeneza
I angiogeneza, jer zbog smanjene izrazenosti VEGF-A i VEGFR-1 nema normalne granajuce
angiogeneze i formiranja zrelih posteljicnih terminalnih resica. Invazija trofoblasta u spiralne
arterije je poremecena (40), a uz to je smanjena povrsina, volumen i broj terminalnih resica kao
I broj kapilara u njima (17). Posljedica tih promjena je narusena histoloska grada resica te je
onemogucen adekvatan prijenos nutrijenata od majke prema fetusu i metabolita od fetusa prema
majci. Koli¢ina sVEGFR-1 je u umbilikalnoj krvi u slicnim istrazivanjima bila takoder
povecana, Sto ide u prilog tome da je utjecaj VEGF-A u posteljicama smanjen (41). Istrazivanje
na ljudskim posteljicama pokazalo je da je izrazenost VEGF-A povecana u trudno¢ama sa
zastojem u rastu (42). IstraZzivanja pokazuju opreéne rezultate te je potrebna njihova dodatna
analiza kako bi se mogao donijeti zakljucak o izrazenosti VEGF-A u posteljicama kod trudnoca

u zastoju rasta.

1.7 Spolne razlike u funkciji posteljice

Makroskopskim pregledom posteljice nakon porodaja ne mogu se ustvrditi postoje li

razlike izmedu muskog i zenskog spola. No te razlike postoje na klinickoj i mikroskopskoj



razini te se one u novije vrijeme sve viSe uzimaju u obzir kada je rijeC o istrazivanjima fetalne
i postelji¢ne patologije i posljedica koje one uzrokuju.

Dostupnost nutrijenata vazna je za normalan rast fetusa, ali i same posteljice. Muski
fetusi brze rastu, prosjecno imaju veéu masu tijekom normalne trudnoce, neovisno o masi
posteljice, u odnosu na zenske fetuse. Zbog toga oni zahtijevaju mnogo nutrijenata, ali su i
porodaj, razvoj neonatalnih komplikacija ili intrauterinu smrt (43,44), a u odrasloj dobi za

razvoj kroni¢ne bubrezne bolesti (28).

Vazan je podatak da posteljica ima sposobnost kompenzacije fetalnog stresa ovisno o
spolu djeteta. Utvrdeno je da aktivnost 11 beta hidroksisteroid dehidrogenaza tip 2 (11p-HSD-
2 od eng. 11 beta hydroxysteroid dehydrogenase type 2) ovisi o0 spolu fetusa. To je enzim
odgovoran za metaboliziranje i inaktiviranje kortizola ¢ij je genski obrazac metiliranja povecan
u posteljicama sa zastojem u rastu (45). Metilirana DNA se smanjeno prepisuje, a to upucuje
da je aktivnost tog enzima smanjena, te da je fetus izlozen prekomjernom utjecaju
glukokortikoida, odnosno intrauterinom stresu. Dokazano je da je aktivnost 113-HSD-2 veéa u
Zenskih fetusa (46), zbog ¢ega muski i Zenski fetusi razli¢ito reagiraju na stres, a to 0sim o spolu
ovisi i 0 vremenu nastanka stresa tijekom trudnoce, o ¢emu ¢e vise rijeci biti kasnije (47). Zbog
stresnih dogadaja u trudno¢i djeca su ovisno o spolu podlozna razlic¢itim bolestima. Istrazivanja
na zivotinjskim modelima pokazala su da muSko potomstvo razvija preosjetljivost na
neurotransmitere u mozgu (48), a translacijska istrazivanja dokazala da ih to ¢ini podloZnijima
1 izlaZze ve€em riziku razvoja depresije, shizofrenije 1 poremecaja pozornosti s hiperaktivnocu

(ADHD od eng. attention deficit hyperactivity disorder), odnosno ADHD sindroma (49).

Analiza gena, koja u novije vrijeme dobiva sve ve¢u ulogu u dijagnozi razli¢itih bolesti
i ¢ak omogucuje razmatranje terapijskih postupaka koji djeluju na genom, pokazala se kao
korisna metoda u trazenju spolnih razlika u funkciji posteljice. U stanicama korionskih resica
normalnih ljudskih posteljica u kasnom prvom tromjese¢ju otkriveno je da postoji znatna
razlika u izraZenosti gena ovisno o spolu fetusa. Pokazano je da postoji razlicita izraZzenost 58
gena, od kojih je 35 jace izrazeno u zenskih, a 23 u muskih posteljica. Daljnjom analizom
utvrdeno je da vecina gena, njih 40, jesu geni na spolnim kromosomima (50). Kod zenskih
fetusa jaCe su izrazeni humani korionski gonadotropin i razli¢iti autosomni geni, dok su kod
muskih fetusa jaCe izrazeni geni odgovorni za odbacivanje presatka i razvoj bolesti presatka

protiv primatelja, zatim za IGF receptor te GLUTL1 (48).



Majcini poremecaji i bolesti mogu dovesti do poremecaja posteljice koji se odrazavaju
na fetus. Nepravilna prehrana sa smanjenim unosom proteina i ve¢im unosom masti uzrokuju
prekomjernu masu fetusa, a posljedi¢no tome makrosomno dijete; astma, pusenje, stres sa
povecanim kortizolom u majc¢inoj krvi 1 utjecaji iz okoline znatno remete izraZzenost razlicitih
gena i proteina u posteljici, ovisno o spolu. Prilagodba fetusa na majéinu astmu ovisi o
njegovom spolu: ako dode do egzacerbacije astme u ranoj trudno¢i, muski fetusi dalje normalno
nastavljaju rasti bez ikakvih promjena koje bi se klinicki mogle opaziti, dok zenski reduciraju
svoju masu i time sprecavaju svoje ostecenje ako se egzacerbacija ponovi kasnije u trudno¢i
(43). U podlozi te kompenzacije leZze razli¢ite promjene koje su izraZzene na razini gena i
proupalnih citokina (51). Pretilost tijekom trudnoce utjece na veli¢inu fetusa i posteljice, koja
je povecana, a zbog toga podlozna razli¢itoj patologiji. Analizama posteljica pretilih trudnica
zapazilo se da su kroni¢ni vilitis i fetalna tromboza dijagnoze koje se CeS¢e nalaze u
posteljicama iz trudnoc¢a sa Zenskim fetusima (52). Svi uzroci koji remete funkcioniranje
posteljice poticu odgovor fetusa koji u medudjelovanju mijenja njezin obrazac funkcioniranja i
u konacnici dovodi do promjena koje se mogu istraziti na molekularnoj razini analizom

posteljice ili klinicki opaziti tijekom trudnoce (53).

1.8 Uloga VEGF-A u lije¢enju zastoja u rastu

Do danas nije pronaden ni jedan lijek kojim bi se mogao lije€iti zastoj u rastu. Jedini
terapijski pristup je elektivni porodaj nakon otkrivanja hemodinamskih poremecaja u fetusa sa
zastojem u rastu, a on nosi svoje rizike za dijete (54). Kako se znanje o funkciji i ulozi
¢imbenika rasta i signalnih molekula u posteljici povecavalo, tako su istrazivanja pokuSavala
osmisliti terapijski pristup u trudno¢ama kompliciranim [UGR-om. Dosada3nja istraZivanja na
ljudima ispitivala su razli¢ite i ¢esto koriStene lijekove (55), dok novija istrazivanja primjenjuju
gensku terapiju, ali su provedena samo na zivotinjskim modelima. Kod primjene genske terapije
u srediStu pozornosti nasao se VEGF-A ¢ija je uloga u funkciji posteljice objaSnjena u
prijasnjim odjeljcima. Tako su Carr i suradnici pokazali da genska terapija VEGF-om utje¢e na
promjene koje su nastale kao posljedica fetalnog zastoja u rastu (56). Oni su posredno pokusali
lijeciti fetalni zastoj rasta, primjenjuju¢i VEGF-A, u uterine arterije majke. Tom intervencijom
postigli su povecanje brzine rasta fetusa i povecanje porodajne mase ploda. Nadalje, ti rezultati
su novijeg datuma, a pokazuju da bi terapijska primjena VEGF-A mogla imati potencijalno
korisne ucinke na fetalni rast u slucaju njegova zastoja. Razvoj i funkcioniranje posteljice bitno

ovise o signalnim molekulama, od kojih VEGF-A ima veliko znacenje, pogotovo kod zastoja u
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rastu fetusa. Stoga bi istraZzivanje izrazenosti VEGF-A izmedu normalnih posteljica i onih iz
zastoja u rastu pruzilo bolji uvid u promjene koje se zbivaju s ovim ¢imbenikom rasta u takvim
trudno¢ama, Sto je izuzetno bitno s obzirom na potencijal VEGF-A u lijeCenju trudnoca s

IUGR-om. Takoder bi bili dragocjeni podaci o izrazenosti VEGF-A u odnosu na spol fetusa.

1.9 Hipotezai ciljevi

VEGF je odgovoran za stvaranje krvnih Zila posteljice, a njihovo je stvaranje
poremeceno kod fetalnog zastoja u rastu. Pretpostavka je da postoji razlika u izrazenosti VEGF-
A u posteljicama izmedu normalnih trudnoc¢a i trudnoca sa zastojem u rastu, Stovise, da ta
razlika postoji ovisno o spolu djeteta. Ciljevi istrazivanja su:

1. Utvrditi postoje li razlike u fetalnoj masi, masi posteljice i njihovom omijeru, te
gestacijskoj dobi izmedu normalnih trudnoca i trudnoca sa zastojem u rastu;

2. Odrediti postoji li razlika u izrazenosti VEGF-A u posteljicama iz normalnih
trudnoca 1 trudnoca sa zastojem u rastu;

3. Odrediti da li te razlike postoje ovisno o spolu djeteta.
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Materijali i metode

U istrazivanje su bile uklju¢ene 32 trudnice. Od toga 16 trudnica urednog tijeka
jednoplodne trudnoée te 16 kod kojih je postavljena sumnja na intrauterini zastoj rasta
uzrokovan posteljicnom insuficijencijom. Gestacijska dob kod svih trudnica je potvrdena
ultrazvuénimi pregledom prije 12. tjedna trudnoce. IUGR je bio definiran pomocu ultrazvucénog
mjerenja kao fetalna masa ispod 10. percentile (57). Trudnoce sa kromosomskim anomalijama,
fetalnim malformacijskim sindromom i znakovima infekcije majke ili fetusa kao i viSeplodne
trudnoce bile su iskljucene iz ovog istrazivanja. Zene sa prekoncepcijskim kroni¢nim bolestima,
ostalim bolestima tijekom trudnoce ili ovisnostima (alkoholizam, ovisnost o drogama i pusenje)

takoder su iskljucene iz istrazivanja.

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva i Povjerenstva za lijekove
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te od strane Etickih povjerenstava suradnih
ustanova (KBC Sestre milosrdnice i KB Sveti Duh), uz suglasnost i nakon potpisivanja

informiranog pristanka trudnica.

Ultrazvucno snimanje vrsilo se pomocu ultrazvu¢nog uredaja sa kolor Dopplerom i
transabdominalnom sondom frekvencije 2-6 MHz i maksimalnom izlaznom energijom uredaja

ispod dopustene razine za koriStenje u fetalnoj medicini (58).

Tkiva posteljice su fiksirana u 4%-om paraformaldehidu u fosfatnom puferu (PBS od
eng. Phosphate Buffer Saline) te ugradena u parafinski vosak, serijski izrezana na odsjecke
(rezove) debljine 7 pm u poprecnoj ravnini te stavljena na predmetno stakalce. Konzerviranje
tkiva uc¢injeno je bojanjem svakog 10-og odsjecka (reza) hematoksilnom i eozinom. Odsjecci
su osuSeni tijekom noc¢i, deparafinizirani i1 procesirani koriste¢i konvencionalne metode.
Primarna protutijela koja su koriStena bila su anti ~VEGF-A protutijela (ab46154, R Chemicon,
Temecula, CA, USA). U svrhu blokiranja aktivnosti endogene peroksidaze, rezovi su inkubirani
10 minuta i 0.3%-om H2O: i isprani PBS-om. Otkrivanje antigenskih mjesta vrsilo se u
mikrovalnoj komorici sa puferom natrijeva citrata (pH 6.0) tijekom 12 minuta. Rezovi su
inkubirani s anti-VEGF protutijelom tijekom 1 sata. Nakon ispiranja s PBS-om, rezovi su
inkubirani s ,,Alexa flour 488 donkey anti-rabbit* protutijelima (1:300, A-11058, Invitrogen
Molecular Probes Inc, Eugene, OR, USA) tijekom 1 sata. Nakon inkubacije i zavrsnog ispiranja
s PBS-om rezovi su bojani sa DAPI-om (4'6-diamidin-2-fenilindol) da bi se prikazale jezgre,
osuSeni na zraku, na njih stavljena pokrovna stakalca (Immuno-Mount, Shandon, Pittsburgh,
PA, USA) i pregledana pomoc¢u Olympus BX61 mikroskopa. Pozitivne kontrole bile su krvne
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Zile iz tkiva srca za koje se zna da se boje specificno sa primarnim protutijelom. Kao negative
kontrole, primarna protutijela su izostavljena. Intenzitet boje struktura posteljice bio je
semikvantitavno podijeljen u 4 kategorije ovisno o reaktivnosti bojanja: “-* oznacavajuéi
odsutnost reaktivnosti; “+“ blaga reaktivnost; “++“ umjerena raktivnost; “+++“ jaka
reaktivnost. Dva istrazivaca analizirala su bojenja, uzevsi pri tome u obzir varijacije medu
njima.

U istraZivanju je promatran odnos mjerenih varijabli -gestacijske dobi, porodajne mase,
mase posteljice; izraCunate varijable - fetoplacentarni omjer (FPR od eng. fetoplacental ratio)
dobiven omjerom porodajne mase i mase posteljice; te kategoricka varijabla -izrazenost VEGF-
A izmedu normalnih trudnoc¢a (kontrole) i trudnoca sa IUGR-om te izmedu spolova. Statisticke
metode koriStene za usporedbu numerickih varijabli su Studentov t-test za dvije grupe i analiza
varijance za viSe grupa te Tukeyev post-hoc test za medusobnu analizu izmedu grupa. Za
usporedbu kategorickih varijabli koriStene su neparametrijski Mann-Whitney-ev test za dvije
grupe i Kruskal-Wallisov test za viSe grupa. P vrijednost < 0,05 smatrala se statisticki

znaCajnom. Analiza je izvrSena u ra¢unalnom programu Statistica.
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Rezultati

Deskriptivna statistika pracenih parametara navedena je u Tablicama 1. i 2., a VEGF-a
u Tablici 3.

VEGF-A je bio izrazen u endotelu fetalnih krvni zila, vezivu korionskih resica i
sinciciotrofoblastu. Izrazenost VEGF-a u kontrolnoj skupini bila je ve¢inom blaga, dok je u
IUGR skupini ona umjerena do jaka (Tablica 3.) te se ona zna¢ajno razlikovala medu njima
(p=0,005). Usporedbom pracenih varijabli izmedu kontrolne i IUGR skupine (Tablica 4.),
razlikovala se porodajna masa (p<0,001), masa posteljice (p<0,001) i gestacijska dob
(p<0,001). Gotovo sva djeca rodena su u terminu, stoga iako postoje razlike u gestacijskoj dobi,

one mogu biti zanemarene.

Tablica 1. Deskriptivna statistika kontrole

X-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; Q1-donja kvartila; Q3-gornja kvartila; FPR-
fetoplacentarni omjer

Varijabla N x |SD Min Q1 Medijan |Q3 Max
Gestacijska dob (dani){16 (277,56 (6,387 |266,00 (273,00 [277,50 |283,00 (288,00

Porodajna masa (g) |16 [3577,50 {290,941 (3040,00 |3345,00 [3525,00 |3860,00 [3990,00

Masa posteljice (g) |16 463,13 [62,179 (360,00 (420,00 452,50 (485,00 [595,00
FPR 16 |7,81 0,905 [6,58 7,07 7,79 8,36 9,25

Tablica 2. Deskriptivna statistika IUGR.

IUGR-intrauterini zastoj u rastu; x-aritmeticka sredina,; SD-standardna devijacija; Q1-donja
kvartila; Q3-gornja kvartila; FPR-fetoplacentarni omjer

Varijabla N x |SD Min Q1 Medijan |Q3 Max

Gestacijska dob (dani) |16 |263,63 |10,138 |241,00 (259,50 (264,00 272,50 |278,00

Porodajna masa (g) 16 [2167,50(321,776 [1450,00 [1950,00 {2265,00 |2400,00 {2620,00
Masa posteljice (g) 16 (303,00 |51,722 (209,00 |255,00 (310,00 327,50 (390,00
FPR 16 |7,23 0,984 16,03 6,45 7,10 7,66 9,60
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Tablica 3. Deskriptivna statistika i usporedba izrazenosti VEGF-A4 izmedu kontrolne i IUGR

skupine.

VEGF-vaskularni endotelni ¢cimbenik rasta;, IUGR-intrauterini zastoj u rastu

Kategorija Kon_trola (.n=16) IUG_R (n=16). P vrijednost
Broj (Udio (%) |[Broj Udio (%)

Odusnost reaktivnosti (-) |2 12,50 1 6,25 0,005

Blaga reaktivnost (+) 9 56,25 3 18,75

Umjerena reaktivnost (++) |5 31,25 4 25,00

Jaka reaktivnost (+++) 0 0,00 8 50,00

Tablica 4. Usporedba kontrolne i IUGR skupine.

IUGR-intrauterini zastoj u rastu; x-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; FPR-

fetoplacentarni omjer

Varijabla Kontrola (n=16) IUGR (n=16) P
T SD T SD vrijednost

Gestacijska dob <0,001

: 277,56 | 6,387 263,63 10,138
(dani)
fg")“’dama masa | 257750 | 290,941 | 216750 | 321,776 | “0:00%
Masa posteljice <0,001
(@) 463,13 | 62,179 303,00 51,722
FPR 7,81 0,905 7,23 0,984 0,09
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Stratifikacijom kontrolne i IUGR skupine po spolu i usporedbom izrazenosti VEGF-A,
izmedu njih nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika (p=1,000 u kontrolnoj i p=1,000 u IUGR
skupini). Graficki prikaz izrazenosti VEGF-A po spolu prikazan je na Slici 1.
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Slika 1. Box-and whisker prikaz izrazenosti VEGF-A ovisno o spolu. Tocke oznacavaju
medijane, pravokutnici interkvartilni raspon, a tanke vertikalne crte ukupan raspon vrijednosti.

VEGF-vaskularni endotelni ¢cimbenik rasta; IUGR-intrauterini zastoj u rastu
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Podjelom po spolu u Cetiri podskupine analiza varijance pokazala je da postoje znacajne razlike

medu njima (Tablica 5.) u porodajnoj masi (p<0,001), masi posteljice (p<0,001) te u

gestacijskoj dobi (p=0,001). Daljnja analiza utvrdila je da se ni jedan od mjerenih parametara

ne razlikuje po spolu unutar kontrolne i unutar [UGR skupine, ali se po spolu razlikuju izmedu

njih (Tablica 6.).

Tablica 5. Usporedba pracenih varijabli po spolu izmedu kontrolne i IUGR skupine.

IUGR-intrauterini zastoj u rastu; x- aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; FPR-
fetoplacentarni omjer; F-F vrijednost analize varijance

Kontrola (n=16) IUGR (n=16) P
F(3,28) | vrijednost

Varijabla  ["\jyski (n=8) | Zenski (n=8) | Muski (n=8) | Zenski (n(=8)

x SD x SD x SD x SD
Gestacijska
dob (dani) |27675 |6585 27838 |6523 | 26663 | 6368 | 26063 |12614 |7.977 0,001
Porodajna
masa (9) | 357500 | 225,832 | 3580,00 | 361,070 | 2240,00 | 294,521 | 2095,00 | 350,876 | 54,492 | <0.001
Masa
posteljice | 469,38 | 57,348 | 456,88 |70,048 |20375 |41812 |31225 |61553 |20109 | <0,001
(9)
FPR

7,70 0898 |793 |0957 |770 1,106 | 6,76 0590 | 2601 0,071
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Tablica 6. P vrijednosti Tukeyevog post-hoc testa pracenih varijabli. Razlika je znacajna kad

je p<0,05.

IUGR- intrauterni zastoj u rastu

Varijable Kontrola (n=16) IUGR (n=16)
Muski Zenski (n=8) Muski (n=8) Zenski (n=8)
(n=8)
Gestacijska dob
Kontrola muski 0,980 0,101 0,004
Kontrola zZenski 0,980 0,045 0,001
IUGR muski 0,101 0,045 0,498
IUGR Zenski 0,004 0,001 0,498
Porodajna masa
Kontrola muski 1,000 <0,001 <0,001
Kontrola Zenski 1,000 <0,001 <0,001
IUGR muski <0,001 <0,001 0,791
IUGR Zenski <0,001 <0,001 0,791
Masa posteljice
Kontrola muski 0,973 <0,001 <0,001
Kontrola Zenski 0,973 <0,001 <0,001
IUGR muski <0,001 <0,001 0,921
IUGR Zenski <0,001 <0,001 0,921
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V.

Rasprava

Ovo istrazivanje pokazalo je da postoji razlika u izrazenosti VEGF-A u posteljici,
porodajnoj masi, masi posteljice i gestacijskoj dobi izmedu djece rodene iz normalne trudnoce
i trudnoc¢e komplicirane zastojem u rastu, dok ta razlika ne postoji u FPR-u. Stovise pokazalo
je da se svi ti parametri, osim izrazenosti VEGF-A, razlikuju po spolu, ali izmedu kontrolne i

IUGR skupine, no ne i unutar njih.

Izrazenost VEGF-A statisticki se znacajno razlikovala izmedu kontrolne i TUGR
skupine (p=0,005; Tablica 3.). Povecana izrazenost VEGF-A u posteljicama sa zastojem u rastu
govori u prilog da ona stvara nove krvne Zile usprkos tome Sto postoji njezina disfunkcija.
Medutim, Mayhew i suradnici pokazali su da je vaskularizacija poremecena i nije funkcionalna
kao u normalnim posteljicama (59). Rezultati ostalih istrazivanja imali su drugacije zakljucke.
U Zivotinjskim modelima sa zastojem u rastu, ¢iji bi se rezultati mogli translatirati na ljude,
pokazano je da nema povecane izrazenosti posteljicnog VEGF-A (39). U istom istraZivanju
mjerila se i izrazenost PIGF-a koje je bila povecana, a istraziva¢ima je taj meduodnos
¢imbenika rasta bio dovoljan da nadu objasnjenje kako se fetus i posteljica uopce ne nalaze u
hipoksiji. Isti istrazivaci na istim zivotinjskim modelima ranije su pokazali da je izraZzenost
VEGF-A u posteljici povecana (60). U ovom slucaju objaSnjenje za povecanu izraZenost
VEGF-a pronasli su u ¢injenici da su mjerenje obavili u odredenom vremenskom trenutku
tijekom trudnoce (nisu ¢ekali porodaj pa onda analizirali posteljice), te da je ta povecana
izrazenost samo kratkotrajna i da se razine VEGF-A vracéaju na normalne vrijednosti s daljnjim
napredovanjem trudnoce. Ovakvi oprecni rezultati mogu se objasniti razli¢itim dizajnom studija
1 time Sto su istrazivac¢i umjetno izazivali nastanak zastoja u rastu te potom istrazivali moguce
ishode. Istrazivanja na ljudima su jednoznacnija i dosla su do istih rezultata kao i ovo
istrazivanje. Jedno istrazivanje na ve¢em uzorku posteljica uspjelo je dokazati da se izrazenost
VEGF-A razlikuje izmedu normalnih posteljica i onih kompliciranih zastojem u rastu (42). U
ovom slucaju postojala je razlika izmedu genske izrazenosti koja je bila povecana kod zastoja
u rastu. Drugo istrazivanje doslo je do istih zaklju¢aka, samo §to je ono usporedivalo koli¢inu
proteina VEGF-A (61). To istrazivanje koristilo je isti sustav bodovanja izrazenosti VEGF-A u
posteljici, kao i ovo istrazivanje (Tablica 3.) te je provedeno na malo ve¢em uzorku, ali je
pokazalo da su sve posteljice iz normalne trudno¢e imale blagu izrazenost (+), dok su sve iz
trudnoca sa zastojem u rastu imale jaku izrazenost (+++). Usporedujuéi te podatke s podacima
iz ovog istrazivanja mozemo zakljuciti da postoji varijabilna izrazenost VEGF-A u posteljici

ovisno o trudnodi sa ili bez zastoja u rastu, te da njegova izraZzenost individualno varira, ali je
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sveukupno znacajno povecana U fetalnom zastoju rasta. No, rezultati analize po spolu pokazuju

drugacije rezultate.

IzraZzenost se VEGF-A nije razlikovala izmedu kontrolne i [IUGR skupine po spolu, kao
niti unutar skupina. 1zrazenost VEGF-A kod kontrolnih i IUGR skupina pokazana je na Slici 1.
Analizirajuéi je moze se zakljuciti da je raspon izrazenosti VEGF-A kod obje skupine velik, a
da je najizrazeniji kod grupe IUGR musko. Kod tih posteljica reaktivnost VEGF-A bila je u
rasponu od odsutne pa sve do jake, no najviSe je ipak bila umjerena (medijan je ++).
Usporedujuci tu izrazenost sa grupom IUGR Zensko, vidi se da je raspon reaktivnosti VEGF-A
sli¢an, ali da je u toj skupini ipak izrazeniji (medijan je +++). Na temelju ovih grafickih i
brojcanih vrijednosti (nisu prikazane) moze se zakljuciti da nema razlike izmedu izraZzenosti
VEGF-A izmedu ove dvije grupe (p=0,001). Kod kontrolne skupine izrazenost po spolu bila je
relativno sli¢na (medijan je + odnosno slaba izrazenost), a statisticka obrada i graficki prikaz
pokazuju da medu njima takoder nema razlike u izrazenosti VEGF-A (p=0,001). Prou¢avajuci
Sliku 1. moglo bi se pretpostaviti da postoje razlike po spolu izmedu istih spolova u kontrolnoj
i IUGR skupini, no analizom podataka pokazalo se da one ne postoje (za muske fetuse p=0,432,
a za zenske p=0,179), ali kod interpretacije ovih rezultata u obzir se mora uzeti i veli¢ina uzorka
u ovom istrazivanju. Na temelju dobivenih rezultata moze se postaviti pitanje je li Zenska
posteljica bolje kompenzira insuficijenciju od muske i je li zbog toga neonatalni ishod Zenske
djece bolji? DosadaSnja istrazivanja nisu usporedivala izrazenost VEGF-A po spolu ni u
normalnim posteljicama, niti u onima koje su iz trudnoca sa zastojem u rastu, te je ovo prvo
istrazivanje koje se bavilo tom problematikom. Dakle, potrebna su dodatna istrazivanja koja ¢e
to¢nije odgovoriti ima li razlike u izrazenost VEGF-A po spolu. VEGF-A je molekula koja ima
vrlo veliku vaznost u nastanku posteljice, a njegova promijenjena izrazenost moze biti
pokazatelj zbivanja koja se dogadaju intrauterino St0 moZze otvoriti put mogucoj intervenciji
kako bi se trudnoca dovela do kraja, a fetus razvio normalno. Male promjene VEGF-A imaju

velike u¢inke na rast fetusa, a u konacnici i na porodajnu masu djeteta.

Porodajna masa statisticki se znac¢ajno razlikovala izmedu kontrolne i [UGR skupine
(3577,50 g i 2167,50 g; p<0,001; Tablica 4.). Sam zastoj u rastu u prvome redu podrazumijeva
smanjenje fetalnih organa, ¢ij se rast moze ultrazvuc¢no pratiti tijekom trudnoce, a u konacnici
i smanjenje porodajne mase. Usporedbom kontrolne i IUGR skupine u ovom istrazivanju
pokazali smo da je porodajna masa djece rodene sa zastojem rasta statisticki znacajno manja od
djece rodene iz normalnih trudnoca. Relativnom usporedbom porodajne mase moze se vidjeti

da je ona u kontrolnoj skupini za 65% vecéa nego u IUGR skupini. Istrazivanja su pokazala da
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je oko 70% djece rodene u terminu, a porodajne mase ispod 10. percentile za gestacijsku dob,
zapravo zdravo jer su dosegnuli svoj genetski predodredeni potencijal rasta, ali su mala za
gestacijsku dob i neuhranjena. Ostalih 30% su djeca sa zastojem u rastu koji nosi daljnji rizik
za poremecaje u zivotu (62). Tako niska porodajna masa djece s intrauterinim zastojem u rastu
odraZzava se na sve organe te time smanjuje njihove funkcijske rezerve i utjeCe na njihov
postnatalni razvoj koji je poremecéen. U skladu s time, istrazivanja su pokazala da djeca rodena
sa zastojem u rastu imaju sklonost razli¢itim poremecajima u postnatalnom periodu, a to se
odrazava na odraslu dob. Tako je pokazano da fetusi koje zahvaca ovaj poremecaj imaju manju
porodajnu masu i veéi rizik za prijevremeni porodaj (63), poremeéen razvoj mozga (64),
hipertrofiju desnog ventrikula (65), snizenu razinu razli¢itih signalnih molekula i
transkripcijskih faktora u fetalnim bubrezima (66), kao i snizenu razinu glukoze i inzulina u
fetalnom krvotoku (67). Mozak je zadnji organ koji je zahvacen zastojem u rastu, ali kada do
toga dode, onda ostavlja dugoro¢ne posljedice. Njegov ukupni volumen, volumen sive tvari i
broj stanica u mozgu, smanjeni su, a za posljedicu djeca imaju slabije razvijen kapacitet paznje
u prvih nekoliko mjeseci zivota. Smanjena povezanost izmedu korteksa i bazalnih ganglija
rezultira hiperaktivno$¢u, kognitivnim i psiholoskim potesko¢ama u periodu osnovne Skole
djeteta, a to kao posljedicu ima niza obrazovna postignuca (30,31). Prospektivna studija koja je
devet godina pratila djecu sa zastojem u rastu pokazala je kako ona mogu imati snizen kvocijent
inteligencije, smetnje paznje, poteSkoc¢e u ucenju i pamcenju, vizuomotori¢koj organizaciji te
govornim vjeStinama (29). No, osim mozga i posljedi¢nih neurorazvojnih poremecaja,
kardiovaskularni sustav takoder je zahvacen, a posljedice koje se mogu ocitovati u njegovom
funkcioniranju su hipertenzija koja se javlja u mladenackoj dobi i povisen kolesterol koji je
rizik za druge kardiovaskularne bolesti. Osim toga, sa hipertenzijom je povezan i bubrezni
sustav kojemu je funkcijska rezerva smanjena, odnosno broj nefrona reduciran i zbog njihove
hiperfunkcije oni prestanu djelovati, a time se razvija kroni¢na bubrezna bolest i naposlijetku
zatajenje bubrega (28). Prvu hipotezu da poremecen fetalni razvoj moze dovesti do bolesti u
odrasloj dobi postavio je engleski epidemiolog David Barker 1986. godine, a danas je ona pod
nazivom ,Hipoteza o fetalnom podrijetlu bolesti* brojnim istrazivanjima potvrdena, a gore

navedeni primjeri su neki od dokaza koji je takoder potvrduju (68).

Nadalje, uzimajuci u obzir spol djeteta, porodajna masa razlikovala se izmedu kontrolne
i IUGR skupine, no te razlike nije bilo unutar skupine (Tablica 5. i 6.). U normalnim doneSenim
trudnocama, Zenska novorodencad imaju u prosjeku manju porodajnu masu nego muska.
Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem pokazali su da nema razlike medu spolovima u
normalnim trudno¢ama. U obzir se mora uzeti veli¢ina uzorka koji je mali i na temelju njega
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ne mogu se donositi zakljucci koji ¢e vrijediti za opéu populaciju. Usporeduju¢i musku
novorodencad izmedu kontrolne i [IUGR skupine, pokazalo se da postoji razlika medu njima.
Isti takav rezultat pokazala je usporedba Zenske novorodencadi izmedu kontrolne i [UGR
skupine. Dosadasnja istrazivanja utvrdila su da je niska porodajna masa povezana s razli¢itim
poremecajima u odrasloj dobi, a da rizici za nastajanje tih poremecaja ovise o spolu fetusa. Vise
istrazivanja potvrdilo je da su muska novorodencad s niskom porodajnom masom sklonija
hipertenziji u odrasloj dobi (28). Istrazivanja na zivotinjskim modelima sa zastojem u rastu
pokazala su iste rezultate kod muskog potomstva tako $to su pronasla promjene u bubreznom
renin-angiotenzin-aldosteronskom sustavu (69). Paralelno s tim otkri¢ima drugi istrazivaci
pokazali su da oksidativni stres u bubrezima takoder igra ulogu u nastanku hipertenzije u
odrasloj dobi. Stovise, pokazali su da se markeri oksidativnog stresa u bubrezima razlikuju kod
muskih i Zenskih osoba, odnosno da su kod muskih poveéani, a da su kod zenskih osoba jace
izrazeni antioksidansi (70). Ovi podaci govore da postoji uzro¢no-posljedi¢ni slijed koji
zapodinje u intrauterinom razdoblju kod zastoja u rastu te se o¢ituje tek u odrasloj dobi. Zenski
fetusi su otporniji na nastanak ovakvih promjena, vjerojatno zbog druk¢ijeg nacina prilagodbe
u intrauterinom razdoblju. Mehanizmi koji odrzavaju tlak normalnim u intrauterinom periodu
prilagodavaju se novostvorenoj situaciji insuficijencije posteljice koja izaziva fetalnu hipoksiju
te dolazi do promjene u njihovom funkcioniranju. Tako nastale promjene zadrzavaju se i nakon
porodaja, ali ne moraju nuzno biti prisutne u ranim fazama Zivota, nego se mogu pojaviti ¢ak
nekoliko desetaka godina kasnije. No vazno je joS napomenuti da se kod analize ovakvih
poremecaja sve viSe uzima u obzir vrijeme nastanka zastoja u rastu i na temelju toga donose
zakljuccli, §to znaci da ¢e novija istrazivanja mozda pokazati drukéije rezultate (71). Sve gore
nabrojane promjene ovise o porodajnoj masi, a ona ovisi o normalnom funkcioniranju
posteljice, ali i 0 njenoj masi koja omogucuje dovoljan transport hranjivih tvari.

Masa posteljice statisticki se znacajno razlikovala izmedu kontrolne i IUGR skupine
(463,13 g i 303 g; p<0,001; Tablica 4.). Posteljica je neophodan organ za rast fetusa zbog toga
Sto se preko nje odvija sav transport i komunikacija izmedu fetusa i majke, odnosno vanjskog
svijeta. Ona je selektivna i sluzi kao barijera i zastita fetusa od Stetnih molekula. Vise
istrazivanja doslo je do istog zakljucka i dokazalo kako je masa posteljice u trudno¢ama sa
zastojem u rastu zna¢ajno manja od onih iz normalnih trudno¢a (59,72,73). Masa posteljice vrlo
je bitan faktor za rast fetusa jer ona odreduje kolika ¢e biti njezina veli¢ina, a time i njezina
povrsina. Povrsina posteljice odreduje kolika ¢e biti dodirna ploha izmedu trofoblasta i decidue
basalis endometrija, a to je u uskoj svezi sa koli¢inom nutrijenata koji se transportiraju kroz nju.
U posteljicama iz normalnih trudno¢a mreza krvnih zila razvija se kroz ¢itavu trudnocu i
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stvaranjem terminalnih resica povecava se povrSina dostupna za izmjenu nutrijenata. Posteljica
na taj nac¢in omogucuje fetusu da zadovolji svoje povecane potrebe za nutrijentima u tre¢em
tromjesecju, U razdoblju kad on brzo raste. U uvodu je receno da je insuficijencija posteljice
najvazniji uzrok zastoja u rastu, a u podlozi te patologije je abnormalna placentacija, odnosno
nepravilna invazija trofoblasta u endometrij. Zbog toga razvoj postelji¢nih krvnih Zila ne tece
normalno i ukupna povrsina dostupna za transport se smanjuje (59). Posljedi¢no smanjenoj
povrsini za transport, smanjen je dotok nutrijenata i izmjena plinova te nastaju kompenzacijski
mehanizmi u fetusu koji su opisani u uvodu, a njihovom smanjenom ucinkovito$¢u nastupa
zastoj u rastu. Korisno je spomenuti da su neka istraZzivanja povezala izgled posteljice sa
hipertenzijom u odrasloj dobi (47). No, uzevsi u obzir navedene primjere ovisnosti mase
posteljice i dugoro¢nih promjena u organizmu odrasle osobe, zanimljivo je dodatno provjeriti

kakav je meduodnos mase posteljica ovisno o spolu.

Masa posteljice, kako je navedeno, razlikovala se izmedu kontrolne i [IUGR skupine, no
te razlike nije bilo unutar grupa kada se u obzir uzme spol djeteta (Tablica 6.). Muske i Zenske
posteljice iz kontrolne skupine imale su znacajno vecu masu od muskih i1 zenskih iz [TUGR
skupine. Proucavajuci dobivene rezultate moze se vidjeti da Zenske posteljice iz zastoja u rastu
imaju ve¢u masu od muskih iz zastoja u rastu. Prije je ve¢ napomenuto da posteljica raste kroz
¢itavu trudnocu, ali joj se rast polako usporava u tre¢em trimestru, dok se masa fetusa u tom
nutrijenata i na insuficijenciju posteljice. Ako dode do stresnog dogadaja u ranom fetalnom
razdoblju, muski fetusi ne ¢e promijeniti svoju brzinu rasta i veli¢inu posteljice, dok ¢e Zenski
usporiti svoj rast i time smanjiti zahtjeve za nutrijentima, ali ¢e povecati otpornost na slicne
stresne dogadaje kasnije u trudno¢i. S druge strane, muski fetusi ¢e nakon opetovanog stresa u
kasnijem stadiju trudnoée imati veci rizik za fetalnu smrt i prijevremeno rodenje, kako je
navedeno ranije (43), dok ¢e zenski fetusi biti prilagodeni i uspjesno prevladati ovakve dogadaje
(47). Masa posteljice Zenskih fetusa kod IUGR skupine u ovom istraZzivanju govori da ona ima
dovoljni kapacitet da takav poremecaj, zastoj u rastu, pokusa barem djelomic¢no kompenzirati.
No vazno je napomenuti da se kod ovakvog tumacenja spominje i efektivnost posteljice koja je
kod muskih fetusa veca nego kod Zenskih, ali ima manju rezervu i time u stanjima stresa ne
moze nadoknaditi nutrijente koji su potrebni muskom fetusu za rast (74). Zanimljivo je ponovno
spomenuti da su istrazivaci povezali oblik posteljice sa rizikom za nastanak hipertenzije u
odrasloj dobi: u muskog spola bio je velik promjer posteljice koja je poprimila kruzan oblik,
dok je u Zenskom spolu mali promjer i mala povrSina posteljice (74). Sve te promjene u svezi
su s masom posteljice, a ona odreduje koliku ¢e opskrbu hranjivim tvarima fetus dobivati
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tijekom trudnoce, odnosno kolika ¢e u konacnici biti njegova porodajna masa. A parametar koji

opisuje taj odnos izmedu porodajne mase i mase posteljice jest FPR.

Fetoplacentarni omjer izmedu kontrolne i IUGR skupine nije se statisticki znacajno
razlikovao (7,811 7,23; p=0,09; Tablica 4.). Taj pojam oznacava efikasnost posteljice, odnosno
koliku masu fetus dobiva po gramu posteljice. To je relativan pojam koji pokazuje i koliko je
posteljica efikasna u prijenosu nutrijenata te njihovom utrosku u stvaranju fetalnog tkiva (75).
FPR se povecava s napredovanjem normalne trudnoce jer fetus u tre¢em trimestru brze
povecava svoju masu u odnosu na masu posteljice. Djeca s normalnom porodajnom masom
rodena u terminu i relativno niskim FPR-om imaju velike posteljice s malom sposobnoséu
prijenosa hranjivih tvari. Ako pretpostavimo da je kod njih FPR velik, oni bi trebali imati
prekomjernu porodajnu masu. S druge strane, dijete maleno za gestacijsku dob i1 rodeno u
terminu, a s povecanim FPR-om, pokazuje da je njegova posteljica relativno malena, ali da
normalno ili ¢ak povecano transportira nutrijente. Ovo istrazivanje pokazalo je da je FPR kod
zastoja u rastu normalan te da se ne razlikuje od normalnih trudno¢a. No, dosadasSnja
istrazivanja smatraju kako je taj omjer kod trudnoca sa zastojem u rastu smanjen, Sto bi
oznacavalo da se relativno mala posteljica nije uspjela prilagoditi i povecati kapacitet transporta
nutrijenata u svrhu kompenzacije usporavanja rasta fetusa s napredovanjem trudnoce (76). FPR
sluzi kao orijentacijska vrijednost koja pokazuje u koju bi skupinu, gledajuc¢i masu fetusa, oni
mogli biti smjeSteni: mali, normalni ili veliki za gestacijsku dob. IstraZzivanja su pokazala da
takva klasifikacija ima i dijagnosticku vrijednost jer rubne vrijednosti FPR-a (<10. i >90.
percentile za gestacijsu dob) povecavaju rizik za fetalnu smrt (77). Rezultati ovog istrazivanja
pokazuju da su se posteljice, usprkos tome Sto je nastao zastoj u rastu i Sto je njihova masa
znatno manja od normalnih, prilagodile novonastaloj situaciji, pojacale svoje preostale
transportne kapacitete, efikasnost i trudnoc¢u uspjele dovesti do kraja. Postoji moguénost da se
kod tih fetusa nije razvila hipoksija pa je posteljica jo§ imala moguénost kompenzacije. Rezultat
dobiven u ovom istrazivanju je vrijedan te pokazuje da FPR ne mora nuzno biti sniZzen u

fetalnom zastoju rasta. Nadalje, analizom FPR-a po spolu dobili su se sli¢ni rezultati.

Fetoplacentarni omjer nije se razlikovao po spolu izmedu kontrolne i IUGR skupine
(Tablica 5.) Pojedina istrazivanja na vecem uzorku pokazala su da postoje razlike medu
spolovima u normalnim trudno¢ama, pri ¢emu je FPR veéi u muskih (78). To znaci da su muske
posteljice efikasnije od zenskih i da one bolje koriste nutrijente koji su na raspolaganju kako bi
ih iskoristili za rast fetusa. To je u skladu sa ¢injenicama da normalni muski fetusi rastu brze te

da je njihova porodajna masa veca od Zenskih (74). Nadalje, jedno istraZzivanje utvrdilo je da
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djeca koja imaju mali FPR imaju veéi rizik rodenja sa smanjenom porodajnom masom. Stovise,
ispitalo je da li se taj rezultat moze prilagoditi kako bi se koristio u razlikovanju djece sa
zastojem u rastu i one koja su mala za gestacijsku dob, no nije u tome uspjelo (79). Nadalje,
ovo naSe istraZivanje nije pokazalo znacajne razlike izmedu muskih 1 Zenskih posteljica u vidu
FPR-a, no zbog malog uzorka ne mozemo govoriti o op¢im zaklju€cima, ali moZemo uzeti ovaj
rezultat kao nalaz koji pokazuje da uvijek postoje iznimke koje treba uzimati u obzir kada je
rijeC o istrazivanjima na ljudima.

Nadalje, zadnji mjereni parametar u ovom istrazivanju odnosio se na gestacijsku dob. U
normalnim trudno¢ama, gestacijska dob uz hranjive tvari odreduje koliku ¢e masu dijete imati
prilikom rodenja. U nasem istrazivanju gestacijska dob se razlikovala izmedu kontrolne i [UGR
skupine (278 i 254 dana; p<0,001; Tablica 4.), no vazno je napomenuti da su gotovo sva djeca
(osim dvoje) iz obiju skupina rodena izmedu 37. i 42. tjedna (259.-294. dana) trudnoce, dakle
u terminu. Razlike koje su pronadene u gestacijskoj dobi i nisu toliko znacajne ako uzmemo u
obzir da je normalan vremenski okvir u kojemu se o¢ekuje porodaj relativno dug i traje ¢ak 5
tjedana. Srednje vrijednosti gestacijske dobi obiju skupina se nalaze u tom intervalu i pokazuju
da su djeca iz obiju skupina rodena u terminu. Razlike koje su se opazile medu njima samo
govore da su djeca iz [IUGR skupine rodena malo ranije, ali opet u normalnom vremenskom
okviru kao i ona iz kontrolne skupine te da u obje skupine postoje varijacije u terminu porodaja
koje su oCekivane i dalje se smatraju normalnima. Stoga razlike u gestacijskoj dobi koje su
pronadene medu njima ne bi trebale biti od velikog znacaja i predstavljati obiljezje po kojemu
se ove dvije skupine razlikuju. Usporedbom gestacijske dobi po spolu dobiva se sli¢an rezultat
koji se takoder ne bi trebao uzeti u obzir kao obiljezje po kojemu se sve Cetiri skupine razlikuju,
ve¢ on odrazava razliCite vrijednosti gestacijske dobi koje se nalaze u normalnom rasponu

izmedu 37. 142. tjedna trudnoce.

Takoder, gestacijska dob bila je razli¢ita izmedu kontrolne 1 IUGR skupine, no ona se
nije opazala unutar skupina po spolu (Tablica 6.). Sve grupe rodene su u terminu te se razlika
u danima ne bi trebala uzeti kao znacajan nalaz koji ¢e utjecati na ostale rezultate koji su
dobiveni. Sve vrijednosti su unutar normalnog raspona za ocekivanu terminsku trudno¢u i mogu
se uzeti kao normalne, neovisno o spolu.

U uvodu je spomenuto da se u novije vrijeme ispituju terapijski pristupi lijeenja
fetalnog zastoja rasta. Osim genske terapije VEGF-om postoje i drugi pristupi, no oni nisu
toliko zastupljeni. Jedan takav pristup koristio je prehranu aminokiselinom citrulinom i pokazao

poboljSane FPR u fetalnom zastoju rasta, Sto upucuje na to da se efikasnost posteljice moze
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povecati (80). No, rezultat u naSem istraZzivanju pokazuje da se efikasnost posteljice nije uopée
mijenjala, a povecana izrazenost posteljicnog VEGF-A bi mogla biti razlog zasto se to nije
dogodilo. Ovo istrazivanje govori da je kompenzacijsko povecanje izrazenosti VEGF-A
mehanizam koji pokuSava vratiti posteljicu u prvobitno stanje ne bi li ona omogucila fetusu
normalan rast. Nadalje, iz rezultata koji su dobiveni u ovom istrazivanju i usporedbom s gore
navedenom genskom terapijom moze se zakljuciti da pove¢anje VEGF-A ili nije dovoljno ili
da postoji neki drugi mehanizam koji ko¢i njegovo djelovanje, usprkos tome $to je on pove¢ano
izraZen u posteljici. Vazno je joS ponoviti da su istraZivanja pokazala da genska terapija VEGF-
om povecava porodajnu masu djece iz trudnoca sa zastojem u rastu (56), Sto je bitno ako se
uzme u obzir da je niska porodajna masa povezana s ve¢im rizikom za razlicite bolesti u odrasloj
dobi, kako je ve¢ navedeno (28,29). Prema naSim rezultatima, izrazenost posteljicnog VEGF-
A, iako ne statisticki znacajno, nesto je veca u zenskih fetusa iz trudno¢a sa [IUGR-om, kao i
masa posteljice. Posto je ovo prvo istrazivanje koje je usporedivalo izrazenost VEGF-A po
spolu u posteljici, potrebna su dodatna istrazivanja na ve¢em uzorku da bi se to¢no utvrdilo je

li ta razlika stvarno postoji i je li u genskoj terapiji treba uzeti u obzir te razlike.
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Zakljucak

Ovo istrazivanje pokazuje da postoji razlika u izrazenosti VEGF-A u posteljicama
izmedu normalnih trudnoca i trudno¢a kompliciranih IUGR-om. Ta razlika takoder postoji u
porodajnoj masi, masi posteljice i gestacijskoj dobi. Podjelom posteljica po spolu nije se opazila
znacajna razlika u izrazenosti VEGF-A, ni u kontrolnoj niti u IUGR skupini, premda je ¢esce
povecana u IUGR skupini, posebice u Zenskim posteljicama. Znacajna razlika medu spolovima

pronadena je u porodajnoj masi, masi posteljice i gestacijskoj dobi.
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2013. do 2019. pohadam Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu. Na fakultetu radio kao

demonstrator iz anatomije i fiziologije. Aktivno koristim engleski jezik u pismu i govoru.

Njemacki konverzivni, polozena razina A2-2.
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