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1. UVOD I SVRHA RADA

Posteljica je jedinstveni organ koji sluzi kao mjesto razmjene plinova i hranjivih tvari
izmedu majcine i fetalne cirkulacije, stvara hormone koji djeluju i na majcinu i na fetalnu
fiziologiju te §titi fetus od majcinog imunoloskog sustava (1). Bit stvaranja posteljice je
uspostava krvotoka izmedu majke i ploda. Zbog toga je pravilan razvoj i funkcija posteljice
od presudne vaznosti u razvoju svih sisavaca, pa tako i ljudskog fetusa. Poremecaji razvoja i
funkecije posteljice dovode do poremecaja rasta, fetalnih anomalija, smrti ploda ili bolesti
majke vezanih uz trudnocu. U vecini slu¢ajeva poremecaji koji dovode do komplikacija
trudnode povezani su s razvojem vaskularnog sustava posteljice (2).

Posteljica primata i glodavaca jedinstvena je po tome, $to za raziku od drugih organa,
stanice trofoblasta, a ne endotelne stanice, oblazu krvne zile majke (3). Kod glodavaca te se
stanice nazivaju gigantske stanice trofoblasta (engl. trophoblast giant cells, TGC) i mogu se
nadi na razli¢itim mjestima unutar maj¢inog vaskularnog sustava. Kod ljudi, to su stanice
ekstraviloznog trofoblasta (4).

Fetalne placentarne krvne Zile nalaze se u korionskim resicama koje oplahuje maj¢ina
krv, §to omogucuje razmjenu otopljenih tvari i plinova izmedu majcine i fetalne cirkulacije.
Endotel fetalnih kapilara u korionskim resicama u indirektnom je kontaktu s krvlju majke
preko trofoblasta koji prekriva korionske resice (vilozni trofoblast). Zbog toga se placenta u
ljudi naziva hemokorijalnom (5).

Hemokorijalna cirkulacija omogucuje razmjenu tvari prema potrebama fetusa, ali ga
istovremeno ¢ini osjetljivim na promjene hemodinamskih obiljezja majke kao i na promjene u
svojstvima njezine krvi (npr. hipoksiju, hiperglikemiju, acidozu, toksine i sl.).

Dosadasnja istrazivanja na posteljicama eksperimentalnog modela Stakora pokazuju da
poremecena diferencijacija trofoblasta ima ulogu u nizu promjena kako posteljice tako i fetusa
(6,7,8). Iako se morfoloski razlikuju, posteljice ovjeka i glodavaca sastoje se od slicnih
tipova stanica. Stoga mozemo pretpostaviti da su geni i proteinski produkti tih gena koji su
bitni za diferencijaciju trofoblasta sli¢ni u obje vrste (9). U posljednjih su 10 godina
provedena brojna istrazivanja gena i proteina bitnih za diferencijaciju trofoblasta u misa i
Stakora, dok su sli¢na istrazivanja na humanim posteljicama tek u pocetnim fazama (10,11).

Smatra se da diferencijacija invazivnog trofoblasta ima zajednicke karakteristike s

procesom epitelno-mezenhimne pretvorbe (engl. epitehlial-mesenchymal transition;, EMT)
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koja je ukljucena i u malignu transformaciju (12,13). Tijekom epitelno-mezenhimne pretvorbe
invazivni trofoblast proksimalnog dijela primarnih (usidrenih) resica prolazi niz promjena
koje mu omogucuju postizanje mezenhimnog stani¢nog fenotipa (14,15,16). Smatra se da
taj proces pokre¢u Wnt ligandi i aktivacijski put B -katenin/TCF (engl. T-cell specific
transcription factor) (17). Nakupljanje B -katenina u jezgri ¢esto je u humanim epitelnim
karcinomima, a povecan broj takvih jezgara pojavljuje se i u invazivnom trofoblastu
kompletnih hidatiformih mola (18,19,20). Stoga moZemo pretpostaviti da ¢e pojacana
izrazenost TCF/LEF (engl.lymphoid enhancer factor) u jezgrama stanica invazivnog
trofoblasta ukazati na uspjeSnu EMT tih stanica.

SFRP1 i SFRP3 (engl. secreted frizzled-related protein) su inhibitori Wnt signalnog
puta (21,22). Za sada je neistrazena prostorna i vremenska distribucija SFRP1 1 SFRP3 u
normalnoj placentaciji, a pogotovo u placentama iz patoloskih trudno¢a. Budu¢i da inhibitori
puta koji potice EMT sprjecavaju postizanje mezenhimnog fenotipa stanica invazivnog
trofoblasta, moZemo ocekivati njihovu pojacanu izrazenost u stanjima i/ili bolestima za koje
pretpostavljamo da bi mogle biti uzrokovane neuspjesnom ili nedovoljnom EMT stanica
ekstraviloznog trofoblasta.

Vrlo rano tijekom embrionalnog razvoja stanice se diferenciraju u bududi trofoblast
(trofoektoderm) i embrioblast (engl. inner cell mass;, ICM) aktivirajuci specificne gene
karakteristi¢ne za navedeni tip stanica (23). To su prije svega Cdx2 (engl. caudal —type
homeodomain) kao biljeg buducih stanica trofoblasta i Oct4 (engl. octamer-binding
transcription factor 4) kao biljeg buducih stanica embrioblasta (24). Cdx2 je na pocetku
prisutan u svim stanicama morule, ali se poslije, razvojem blastocela, koncentrira u jezgrama
vanjskih stanica (25). Transkripcijski faktor Oct4 takoder je prvo prisutan u svim stanicama
morule dok je kasnije ograni¢en na ICM te potom na epiblast (26). Smatra se da upravo EIf5
(engl. E74-like factor 5) predstavlja kariku izmedu dvaju transkripcijskih faktora koji
odreduju sudbinu buduc¢ih stanica trofoblasta (27). On je i sam transkripcijski faktor, a djeluje
kao medijator izmedu transkripcijskih faktora Cdx2 i Eomes (28). Tijekom embriogeneze
glodavaca, a na pocetku diferencijacije stanica trofoblasta transkripcijski faktor EIf5 je jedan
od regulacijskih proteina koji nadziru diferencijaciju epitelnih stanica. Kod ljudi, ELF5
regulira ekspresiju proteina SNAIL 2 koji omogucuje stanicama postizanje mezenhimnih
karakteristika (29). Prouc¢avanje njegove ekspresije takoder doprinosi boljem razumijevanju

EMT u ljudskoj posteljici. Dosadasnji rezultati ukazuju da bi njegova upotreba kao biljega
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epitelnog fenotipa stanica trofoblasta takoder omogucila jasniji uvid u etiologiju mnogih

gestacijskih bolesti poput intrauterinog zastoja u rastu i preeklampsije (30).

1.1. RAZVOJ POSTELJICE

1.1.1. Diferencijacija trofoblasta

Oplodnjom jajne stanice nastaje zigota koja zapoCinje prvu etapu embrionalnog
razvoja — brazdanje. Do stadija morule nema razlike u gradi ili funkciji pojedinih blastomera.
Nakon 8-stani¢nog stadija zbiva se kompakcija — proces uspostavljanja stani¢ne polarnosti.
Na blastomerama se formira mikrovilima prekrivena apikalna povrSina te bazolateralna
povrsina preko koje se uspostavljaju veze (engl. gap junctions) s odgovaraju¢im povrSinama
susjednih blastomera, na kojima je izrazen E-kadherin.

Prva diferencijacija u embrionalnom razvoju odvija se tijekom brazdanja u 16 —
stani¢nom zametku kada se pocinju razlikovati vanjske blastomere — prekursori
trofoektodermalnih stanica koje kasnije formiraju trofoblast od unutarnjih blastomera koje
formiraju unutraS$nju stani¢nu masu — embrioblast. Trofoektodermalne stanice imaju
karakteristike epitelnih stanica (31). U stadiju od 32 blastomere trofoektoderm izlucuje
tekuc¢inu u ekstracelularni prostor te nastaje blastocista (32).

Razvoj posteljice zapocinje stvaranjem blastociste i diferencijacijom trofoblasta.
Blastocista je Suplja tvorba s vanjske strane obloZena trofoblastom koji je preteca fetalnog
dijela posteljice, a s unutrasnje strane se na jednom polu (embrionalni pol) nalazi nakupina

stanica, embrioblast, iz kojeg ¢e se razviti zametak i pupkovina (33).

1.1.2. Implantacija

Sestog do sedmog dana nakon oplodnje blastocista se embrionalnim polom
(implantacijski pol) veze za endometrij procesom koji se naziva apozicija. Nakon odbacivanja
zone pelucide blastocista prijanja uz stanice endometrija §to omogucuje da adhezivne i
invazivne trofoektodermalne stanice invadiraju endometrij. Na embrionalnom polu
umnozavaju se stanice trofoblasta i diferenciraju u dvostruki sloj: citotrofoblast, koji nije u
dodiru sa sluznicom maternice i siciciotrofoblast koji nastaje spajanjem susjednih stanica
citotrofoblasta u jedinstvenu strukturu s mnogo jezgara. Sinciciotrofoblast prodire medu
epitelne stanice endometrija stvarajuci prstolike izdanke. Ovaj stadij u razvoju posteljice

naziva se prelakunarni stadij i traje od oplodnje do 8. dana nakon zaceca (33).
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Slijedi lakunarni stadij koji je obiljezen urastanjem sinciciotrofoblasta u kapilare i
venule endometrija. Tijekom tog razdoblja koje traje od 8. do 13. dana nakon oplodnje
blastocista je potpuno ukopana u endometrij a povrSina endometrija se na mjestu implantacije
obnovila i prekrivena je fibrinskim ¢epom. U sinciciotrofoblastu oko 9. dana nastaju Supljine
koje se spajaju tvoredi lakune. Sinciciotrofoblast urasta u kapilare i venule endometrija.
Spajanjem lakuna unutar sinciciotrofoblasta s kapilarama endometrija iz okolice nastaju
sinusoide iz kojih ¢e kasnije nastati intervilozni prostor (33). Nakon implantacije blastocista
izgleda poput vlasaste loptice (engl. hairy ball) jer se na cijeloj njezinoj povrsini nalazi
resiCasti korion (lat. chorion frondosum). 1z dijela resiastog koriona koji se nalazi ispod
implantirane blastociste razvit ¢e se posteljica u uzem smislu, dok ¢e se preostali korion
izdignuti prema materni¢noj Supljini tijekom rasta ploda i postati gladak (/at. chorion leave).
Njegovi se ostaci mogu naci u plodovim ovojima (33).

Istovremeno, nakon implantacije u endometriju se dogadaju promjene kljucne za
formiranje novih krvnih zila i decidualizacija stanica strome. U endometriju se poveéavaju
stanice strome u kojima se nakupljaju glikogen i lipidi. Tako nastaje decidua, endometrij
promijenjen pod utjecajem progesterona, koji oblaze Supljinu maternice. Dio decidue koji se
nalazi ispod zametka naziva se bazalna decidua (lat. decidua basalis) i ona ¢ini maj¢inu
komponentu posteljice. Dio na povrsini zametka je kapsularna decidua (lat. decidua
capsularis), a ona koja oblaZe ostali dio Supljine maternice je parijetalna decidua (/at.
decidua parietalis). Nakon 15. tjedna gestacije kapsularna decidua e srasti s parijetalnom
deciduom na suprotnoj stijenci maternice i tako zatvoriti materni¢nu Supljinu (33).

Za decidualno promijenjen endometrij hvataju se primarne resice (sidrene resice)
koriona. Trofoblast koji ih okruzuje naziva se vilozni trofoblast, a sastoji se od unutarnjeg
sloja citotrofoblasta 1 vanjskog sloja sinciciotrofoblasta. U leZiStu posteljice iz usidrenih resica
u deciduu urastaju stanice koje su po svojim morfoloskim obiljezjima izmedu
sinciciotrofoblasta i citotrofoblasta, te se nazivaju intermedijarni trofoblast. Bududéi da te
stanice ne okruzuju resicu i aktivno infiltriraju deciduu nazivaju se jos i ekstravilozni
trofoblast, X stanice ili migratorni trofoblast . Te stanice u prvom tromjesecju trudnoce
poprimaju invazivne osobine, prodiru kroz vanjski sloj sincicija i infiltriraju deciduu (34, 35).
Zadatak ovog trofoblasta je fizioloska pretvorba spiralnih arteriola u uteroplacentne krvne zile

(36,37,38), sto se dogada u 2 odvojena razdoblja, u dva vala invazije trofoblasta.

1.1.3. Dva vala invazije trofoblasta

15



Prvi val invazije dogada se pocetkom gestacije u dijelovima spiralnih arteriola unutar
decidue. Tijekom drugog vala invazije zahvaceni su dijelovi tih zila u unutrasnjoj treéini

debljine miometrija (33). Drugi val invazije zavrSava s 20 tjedana gestacije.

Unutar prvih 12 tjedana gestacije (39) ekstravilozni cititrofoblast izvana, iz decidue
prodire u lumen i zamjenjuje sve slojeve spiralnih arterija (40). Uz zamjenu endotelnih
stanica stanicama tofoblasta, nestaje i glatki mis§i¢ medije, pa su spiralne arterije ekstremno
dilatirane — fenomen nazvan arterijsko remodeliranje (engl. arterial remodeling) ili fizioloska
pretvorba spiralnih arterija.

Vise je mogucih mehanizama kojima se objaSnjava gubitak 1 zamjena endotela 1
glatkog miSicja spiralnih arterija. Jedna teorija sugerira da se remodeliranje spiralnih arterija
bazira na degradaciji ekstracelularnog matriksa koji lezi ispod endotela i/ili stanica glatkog
miSica Sto dovodi do njihove apoptoze ili promijenjene funkcije.Vise je in vivo 1 in vitro
studija na miSevima pokazalo porast matriks metaloproteinaza (MMP) u stanicama
trofoblasta koje se diferenciraju u gigantske stanice trofoblasta, koje u ljudskoj placenti
odgovaraju ekstraviloznom trofoblastu. (41,42). Sli¢ne studije u humanim placentama
pokazuju gubitak ekstracelularnog matriksa 1 pojavu fibrina koja koincidira s dolaskom
stanica ekstraviloznog trofoblasta u uterus (43). Danas se smatra da degeneracija
ekstracelularnog matriksa moze biti posredovana i uterinim NK stanicama (engl. natural
killer cells), u kojima se stvara viSe proteaza (40). Dokazi izvedeni usporedbom s miSevima
deficijentnim u uterinim NK stanicama ukazuju da upravo te stanice imaju ulogu u
remodeliranju spiralnih arterija. Ovu tezu podupiru nalazi NK stanica oko spiralnih arterija u
humanoj placenti in vivo 1 u studijama in vitro (44, 45). Ranije se smatralo da NK stanice
sprjecavaju prijelaz fetalnih antigena u organizam majke (46). Noviji dokazi ukazuju na
kooperaciju uterinih NK stanica i trofoblasta u regulaciji remodeliranja spiralnih arterija (47).
Stanice trofoblasta mogu takoder inducirati stani¢nu smrt direktnim kontaktom stanice na
stanicu ili izlu¢ivanjem citokina 1 faktora rasta povezanih s apoptozom (48). Osim
degradacije stanicnog matriksa i apoptoze, predlozena je i treca mogucost bazirana na
medustani¢noj komunikaciji izmedu stanica trofoblasta i maj¢inih endotelnih stanica s
kojima se povezuju (1) te funkcioniraju kao jedna jedinica.

U svakom slucaju, fizioloska pretvorba (remodeliranje) spiralnih arterija nastaje
zahvaljujuéi invaziji ekstraviloznog trofoblasta Sto je dokazano nalazima stanica
ekstraviloznog trofoblasta u i oko remodeliranih spiralnih arterija u normalnim trudno¢ama

(49). U prvom valu invazije ekstravilozni invazivni trofoblast dakle okruzuje arterije,
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penetrira u lumen i u njemu se nastavlja umnazati, stvarajuci cepove kojima je svrha
sprjeavanje naglog prodora majcine krvi pod visokim tlakom u okolinu zametka. Tijekom
prvih 8 — 10 tjedana trudnoce kroz njih prolazi samo serum. Dok jo$ ne postoji protok krvi,
invaziju trofoblasta vjerojatno kontroliraju faktori koje izlucuju Zlijezde uterusa, poput
epidemalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor; EGF) i vaskularnog endotelnog
faktora rasta (engl. vascular endothelial growth factor; VEGF). Za te se faktore rasta smatra
da su kljucni za rast 1 razvoj posteljice i embrija u ranom stadiju trudnoce (50).

Nakon uspostavljanja cirkulacije izmedu majke i ploda posteljica se prebacuje s
histiotrofnog na hemotrofni na¢in prehrane (oko 12 tjedna gestacije). Cepovi se postepeno
razlazu $to omoguéuje maj¢inoj krvi ulazak u lakune. Osim toga, cepovi omogucuju razvoj
zametka u sredini s manjim parcijalnim tlakom kisika u odnosu na tkiva majke (51). Visoki
krvni tlak 1 visoki parcijalni tlak kisika u krvi majke nepovoljno utjecu na rani embrionalni
razvoj. Neodgovarajucée stvaranje cepova intermedijarnog ekstraviloznog trofoblasta smatra se
odgovornim za dio neuspjesnih ranih trudnoca.

Kod uspjesne invazije ekstravilozni trofoblast fenotipski se mijenja, zamjenjuje
endotelne stanice, izlucuje fibrinoid (graden od fibrina, sastavnica plazme i bjelancevinaste
tvari) koji zamjenjuje glatke miSi¢ne stanice arterija i elasticna vlakna, pa tako nastaju Siroki
nekontraktilni kanali malog otpora protoku krvi koji vise nisu pod vazomotornom kontrolom
majke. Ovi kanali dovode oksigeniranu krv u sinusoide, a kasnije u intervilozni prostor
(52,53).

Transformacija majc¢inih spiralnih arterija u krvne zile Sirokog promjera osigurava
dopremu hranjivih tvari, smanjenu kontraktilnost i stalni dotok kisika uz nizak tlak do fetusa
u razvoju.

Izmedu 14. 1 20. tjedna trudnoce slijedi drugi val invazije trofoblasta. Intermedijarni se
trofoblast Siri iz decidualnih dijelova spiralnih arteriola u njihove miometralne dijelove i
preoblikuje (remodelira) ih na isti nacin. Stanice intermedijarnog (ekstraviloznog invazivnog)
trofoblasta prodiru u miometralne dijelove spiralnih arteriola izvana iz decidue, a istovremeno
ekstravilozni endovaskularni trofoblast dolazi kroz lumene tih dijelova Zila invadiraju¢i
endotel i miSiéni sloj iznutra. Tako se Sire i miometralni dijelovi spiralnih arteriola te one
postaju postaju uteroplacentne krvne zile (37,38) koje ne mogu mijenjati svoj promjer niti
protok krvi. Prije trudnoée kroz spiralne arterije uterusa protok krvi je 100 ml/min, a u

vrijeme termina 5 puta ve¢i — 500 ml/min (38).
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1.1.4. Razvoj korionskih resica

U ranom viloznom stadiju (13. — 28. dana nakon zacec¢a) unutarnji sloj trofoblasta
(citotrofoblast) urasta u tracke sinciciotrofoblasta koji se nalaze izmedu lakunarnih prostora,
te nastaju primarne resice. Urastanjem strome iz ekstraembrionalnog mezoderma koji
potjece iz hipoblasta primitivne Zumanjéane vreée, u primarne resice, nastaju sekundarne
resice. Trofoblast izluuje vaskularni endotelni faktor rasta pod ¢ijim se utjecajem iz tog
ekstraembrionalnog mezoderma razvijaju krvne kapilare, pa tako nastaju primitivne tercijarne
resice. Tako se formira vaskulosincicijalna ili uteroplacentalna membrana koja se sastoji od 4
sloja: endotel kapilara resice, ekstraembrionalni mezoderm te sloj citotrofoblasta i
sinciciotrofoblasta (33). Citotrofoblast tercijarnih resica se stanjuje nakon 4. mjeseca
gestacije, pa se tako stanjuje razmak izmedu majcine krvi u interviloznim prostorima i fetalne
krvi u zilama resica.

Iz tercijarnih se resica razvijaju mezenhimne resice koje prethode svim ostalim
oblicima postelji¢nih resica (54). One dominiraju u razdoblju do 8. tjedna gestacije, kasnije
im se broj smanjuje iako ih se moze naci i u terminskoj posteljici gdje zauzimaju manje od
1% volumena posteljice. PovrSinu im pokriva debeo sloj trofoblasta, osobito citotrofoblasta .
U ranoj trudno¢i sluze za razmjenu plinova i hranjivih tvari i izlu¢uju hormone, a kasnije su
uglavnom prekursori ostalih oblika resica.

U prva dva tromjesecja trudnoce iz mezenhimnih resica nastaju nezrele intermedijarne
resice kojih je najviSe u razdoblju od 14. do 20. tjedna. Takoder ih se moZze naci u terminskoj
posteljici gdje ¢ine 5-10% volumena posteljice. One postupnim sazrijevanjem postaju
mati¢ne resice koje se pojavljuju takoder oko 8. gestacijskog tjedna. Predstavljaju 20 —25 %
volumena terminske posteljice, te sluze kao mehanicka potpora ostalim resicama i nemaju
znacajniji doprinos u fetomaternalnoj razmjeni (33).

Zrele intermedijarne resice nastaju u treCem tromjesecju takoder iz mezenhimnih
resica. One na koncu postaju terminalne resice (33). Zauzimaju oko 25% volumena terminske
posteljice, te imaju znatnu ulogu u razmjeni nutrijenata izmedu fetusa i majke.

Terminalne resice su krajnji ogranci postelji¢nih resica. Budu¢i da su gradene od
oskudne vezivne strome i sinusoidalnih kapilara koje se nalaze ispod tankog pokrovnog
trofoblasta stvaraju vrlo tanku vaskulosincicijalnu (uteroplacentnu) membranu pa je tako
olakSana izmjena plinova i metabolita izmedu majcine i fetalne krvi. Terminalne resice

zauzimaju oko 45% volumena terminske posteljice (33).
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1.2. MOLEKULARNA OSNOVA DIFERENCIJACIJE I INVAZIJE HUMANOG
EKSTRAVILOZNOG TROFOBLASTA - PREGLED LITERATURE

Diferencijacija proliferirajuceg citotrofoblasta u ekstravilozni trofoblast koji invadira
deciduu i krvne Zile odvija se pod kontrolom niza molekularnih koraka koji su, za sada jos
nedovoljno jasni. To je djelomi¢no zbog toga Sto se diferencijacija ekstraviloznog trofoblasta
in vitro proucava na uzorcima posteljica iz prvog tromjesecja gestacije €ije je prikupljanje
ograni¢eno zbog etickih razloga. Rast izdanaka trofoblasta Cije ¢e se stanice invazivno
promijeniti vjerojatno ukljucuje parakrine faktore koji se otpustaju iz podlezece decidue
poput IGF molekula (engl. insulin-like growth factor) koje poticu proliferaciju viloznog
citotrofoblasta (vCTB) in vitro (55). Eksperimenti su pokazali da su spontani rast i migracija
vCTB u kulturama stanica mogucéi bez seruma, iz ¢ega mozemo zakljuciti da korijalne resice
sadrze vlastite (intrinzi¢ne) molekule potrebne za proces diferencijacije. Tocni mehanizmi
koji kontroliraju taj proces jo$ nisu razjasnjeni. Smatra se da ulogu mogu imati adhezivne
interakcije izmedu L-selektina izrazenog u stanicama trofoblasta i1 njegovih ugljikohidratnih
liganada (56). Razliciti transkripcijski faktori poput HIF1- o (engl. hypoxia inducible factor
alpha) 1 Stox 1 (engl. storkhead box 1) inhibiraju diferencijaciju CTB u ekstravilozni
trofoblast (57). Nasuprot tome, prijenosnik signala i aktivator transkripcije STAT 3 (engl.
signal transducer and activator of transcription 3) potiCe invaziju trofoblasta dok GCM1
(engl. glial cells missing I) poti¢e invaziju trofoblasta ali i inhibira proliferaciju vCTB (58).

Prema navedenom, mozemo pretpostaviti da niz kljuénih regulatornih transkripcijskih
faktora kontrolira prijelaz od jednostavnog umnazanja vCTB prema diferenciranom
ekstraviloznom trofoblastu (59,60). Stvaranje ekstraviloznog trofoblasta popraceno je
postupnom ekspresijom razli¢itih integrina in vivo 1 in vitro (61,62). Medutim, molekularna
osnova po kojoj se aktiviraju integrini u odredenom stadiju diferencijacije nije poznata.
Pretpostavlja se da bi znacajnu ulogu mogao imati dodir s matriksom decidue kao i rast

koncentracije kisika tijekom trudnoce.
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Sve je vise dokaza koji ukazuju da neuspjesna diferencijacija ekstraviloznog
trofoblasta moze doprinijeti razvoju bolesti vezanih uz trudno¢u. Kao mehanizam nastanka
tih bolesti pretpostavlja se slabija invazija trofoblasta i neadekvatna pretvorba spiralnih
arteriola u uteroplacentne krvne Zile. Ekspresija proteina inhibitora vezanja DNA 2 (Id2, engl.
inhibitor of DNA binding 2) koji blokira vezivanje bazi¢nih proteina s domenom uzvojnica-
petlja-uzvojnica (bHLH, engl. helix-loop-helix) i potice diferencijaciju, smanjuje se u
ekstraviloznom trofoblastu normalnih trudnoca, dok mu razina ostaje nepromijenjena u
posteljicama zena s preeklampsijom (63). U istom svjetlu, inhibicija o HIF1- o -ovisnog
TGFB 3 (engl. transforming growth factor beta 3) koji djeluje kao negativni regulator
invazije trofoblasta u in vitro kulturama stanica dobivenih iz posteljicnih resica Zena s
preeklampsijom, ponovno pokrece migraciju, naglaSavajuci ulogu kisika u diferencijaciji
EVT (64, 65). U stanicama trofoblasta dobivenim iz posteljica Zena s preeklampsijom
ostecena je 1 funkcija EVT specifi¢nih gena, pa posljedi¢no i invazija trofoblasta (66).

IstraZivanja regulacije invazije trofoblasta provedena su u veéem broju studija na
razli¢itim tipovima stanica trofoblasta 1 koriokarcinoma. Invazivne stanice trofoblasta
stvaraju niz proteaza (npr. matriks metaloproteinaze (MMP), urokinaza plazminogen
aktivator (uPA), katepsine) za koje se vjeruje da razgraduju proteine ekstracelularnog
matriksa decidue i tako omogucavaju invazivnost stanica. Tkivni inhibitori metaloproteinaza
(TIMP) i inhibitori aktivatora plazminogena (PAI) stvaraju se u stanicama ekstraviloznog
trofoblasta kao i u stanicama decidue kako bi ogranicili dubinu prodora trofoblasta. Za
brojne topive faktore koji se mogu na¢i na liniji feto-maternalnog dodira, a ukljucuju
kemokine, citokine i angiogene faktore, dokazano je da poti¢u pokretljivost trofoblasta na
autokrini ili parakrini nacin (67, 68, 69). Proteini koji se izlucuju stimuliraju sekreciju
matriks metaloproteinaza, osobito gelatinaze MMP-2 i MMP-9. Inhibitorni proteini poput
tumorskog nekrotizirajuéeg faktora (engl. tumor necrosis factor; TNF), Nodal ili
transformirajuceg faktora rasta beta (engl. transforming growth factor ; TGF 3) mogu
ogranicCiti pokretljivost stanica trofoblasta poveéavajuéi stvaranje TIMP i PAI (70, 71, 72).

Zakljucci navedenih studija temelje se na promatranju stanica in vitro, pa ostaje
nejasno imaju li svi zapaZeni ¢imbenici zaista znacajnu ulogu i in vivo. Moguce je da
stani¢ne linije ne iskazuju pravo ponasanje stanica trofoblasta in vivo. Ekspresija gena u
primarnim citotrofoblastima i kulturama ekstraviloznog trofoblasta znacajno se razlikuje u
razli¢itim stani¢nim linijama trofoblasta (73). Na primjer, u imortaliziranim trofoblastnim

stani¢nim linijama opisani su razli¢iti HLA profili, npr HLA-A 1 -B molekule §to ukazuje na
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aberantnu aktivaciju tih gena tijekom imortalizacije (74). In vivo, vilozni citotrofoblast
nema na povrsni izrazene klasicne HLA antigene; ekstravilozni trofoblast izrazava HLA-C, -E
1—G molekule tijekom diferencijacije.

U dostupnoj literaturi opisani su i signalni putevi za koje se smatra da su ukljuceni u
omogucavanje vece pokretljivosti stanica trofoblasta. Brojni faktori rasta (hCG, EGF, HGF
IGF2 ) aktiviraju MAPK kinaze; AKT/mTOR signalni put (engl. mammalian target of
rapamycin) ukljucuje ekstracelularno regulirane kinaze (ERK) i fosfoinozitid 3-kinazu
(PI3K), a prostaglandini djeluju preko Rho-Rock puta (69, 75). Stoga se ¢ini da osim
pojacane aktivnosti TIMP i PAI i smanjena aktivnost signalnih kinaza predstavlja
mehanizam ograniCavanja prodora trofoblasta.

Radovi na posteljicama misjih mutanata opisali su hijerarhiju transkripcijskih faktora
koji su potrebni za pocetno diferenciranje trofoektoderma. Na vrhu kaskade nalazi se TEA
domena transkripcijski factor 4 (TEAD4). On aktivira transkripcijski faktor Cdx2 (76, 77).
Osovina TEAD4-Cdx2 je glavni put diferencijacije trofoblasta kod misa, ali postoje i drugi,
Cdx2 neovisni faktori. Jedan od njih je GATAS3 (engl. GATA binding protein 3) koji takoder
moze direktno aktivirati Cdx2. (78, 79). Cdx2 je potreban za ekspresiju T-box gena Eomes
koji je jednako vazan za normalnu specifikaciju i proliferaciju stanica trofoblastnih linija.
(24, 80). Bez proteina Eomes blastocista se nec¢e implantirati (80).

Ostali transkirpcijski faktori poput EIf5, Tcfap2C (engl. transcription fator activator
protein 2C), Ets2 (engl. E- twenty six transcription factor) i ESRRDb (engl. estrogen-related
receptor beta) vjerojatno dalje reguliraju kaskadu diferencijacije (81, 82, 83,84). U ranom je
razvoju osobito zanimljivo medusobno djelovanje transkripcijskih faktora antagonistickog
djelovanja, naro€ito Cdx2 i Oct4 (85). Oc¢ito da u ranom razvoju blastociste nije znacajno
samo postojanje ili odsutnost nekog faktora, nego relativna nadmo¢ jednog od njih u odnosu
na drugi usmjerava blastomere u smjeru trofoblasta ili embrioblasta (27). To ujedno znaci da
se djelovanje pojedinog transkripcijskog faktora mijenja ovisno o njegovoj relativnoj
izrazenosti u razli¢itim stani¢nim tipovima.

Kad se stanica jednom usmjeri prema odredenoj stani¢noj liniji, slijede epigenetske
modifikacije koje osiguravaju stabilnost odabrane linije. Epigenetska se fiksacija javljau
stadiju kasne blastociste istovremeno s gubitkom plasti¢nosti blastomera (28, 86), a postize se
DNA metilacijom transkripcijskog faktora EIf5. EIf5 je hipometiliran i izraZen u stanicama
trofoblasta gdje ostvaruje pozitivnu povratnu spregu s Cdx2 1 Eomes i tako u¢vr§¢uje razvoj

stanica u smjeru trofoblasta i proliferaciju mati¢nih stanica trofoblasta. Nasuprot tome, EIf5

21



je metiliran 1 utisnut u embrioblastu od stadija kasne blastociste pa nadalje, Cime je
onemoguceno da se te stanice razviju u trofoblast (87). Trofoektoderm je opcenito
hipometiliran u odnosu na embrioblast, i takvo se stanje nastavlja i u daljnjem razvoju
posteljice 1 zametka (88, 89). Hipometilacija je klju¢na za normalnu placentaciju. U posteljici
dovodi do aktivacije genoma endogenih retrovirusa, a retotranspozonske sekvence koje od
njh poti¢u osobito su bitne za razvoj posteljice. Najbolji primjer njihove vaznosti su sincitini.
Sincitini (engl. syncytins) su proteini ovojnice endogenih retrovirusa koji su klju¢ni za razvoj
siciciotrofoblasta (90, 91). Izrazenost im je regulirana metilacijom DNA, 1 hipometilirani su u
stanicama trofoblasta u kojima su aktivni (92, 93).

Kako bi se otkrili novi geni i signalni putevi koji kontroliraju diferencijaciju i
invazivnost trofoblasta, provedena je komparativna studija ekspresije gena u stanicama
citotrofoblasta i ekstraviloznog trofoblasta izoliranih iz postelji¢nog tkiva u prvom
tromjesecju trudnoce. Identificirane su 3433 mRNA koje su razlicito izraZene u te dvije
populacije stanica (94). U drugom istrazivanju s manjim brojem proba naden je 991 razlicit
prijepis (95). Jedna od tih mRNA koja je znacajno povisena u diferenciranom
ekstraviloznom trofoblastu prenosi uputu za TCF-4, jedan od vaznih transkripcijskih faktora
Whnt signalnog puta (96). Ovo je jedan od razloga za detaljnije istrazivanje Wnt signalnih

komponenti i uloge tog puta u migraciji i invaziji trofoblasta u ovoj dizertaciji.

1.2.1. WNT signalni put

Wnt signalni put jedan je od nekoliko evolucijski ocuvanih puteva ukljucenih u
embriogenezu. Prijenos signala tim putem kontrolira proliferaciju stanica, razvojne procese i
progresiju tumora. U embrionalno doba kontrolira formiranje rane osovine, udova i
organogenezu (97). U odraslih jedinki Wnt kontrolira regeneraciju tkiva odrzavanjem
mati¢nih stanica, usmjeravanjem u stanic¢ne linije i kona¢nom diferencijacijom (98).
Neadekvatan prijenos signala Wnt putem opisan je kod razlicitih bolesti, npr karcinoma,
dijabetesa i neurodegenerativnih poremecaja (99, 100). Najbolje istrazeni put djelovanja je
kanonski put, no opisani su i nekanonski putevi prijenosa signala poput Wnt/PCP (engl.

planar cell polarity) i Wnt/Ca®" .

1.2.1.1. Sudionici Wnt signalnog puta
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Whnt ligandi, Frizzled receptori i LRP koreceptori

Whnt glikoproteini ¢ine obitelj signalnih molekula. Kod ljudi ih je pronadeno 19.
Molekulska tezina im je oko 40 kDa (101) . Izlu€uju ih razliciti tipovi stanica (102). Sadrze
350-400 aminokiselina, a osobito su bogati aminokiselinom cistein (102). Zbog slabe
topivosti u vodi izlucuju se egzocitoznim vezikulama ili putem lipoproteina (98). Jednom
izluCeni, vezu se s glikozaminoglikanima ekstracelularnog matriksa i ostaju tijesno vezani uz
povrsinu stanice (101).

Prvi opisani ¢lan obitelji je Wntl proto-onkogen koji je homologan genu Wingless
kod vinske musice (lat. Drosophilla melanogaster). Isti je gen mjesto integracije za virus koji
izaziva tumor dojke kod glodavaca (103), te je prvobitno dobio ime int-1. Kombinacijom
dvaju naziva dobiven je termin Wnt.

Wnt ligandi veZu se na frizzled receptore u stanicnoj membrani. Frizzled receptor ima
aminoterminalnu cisteinom bogatu domenu koja vezuje Wnt, sedam transmembranskih
domena 1 kratki citoplazmatski karboksiterminalni rep (104) na koji se mogu vezati PDZ
domene. Pronadeno je 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 (105).

Smatra se da sloZena meduigra razli¢itih Wnt liganada s frizzled receptorima izaziva

specificne Wnt odgovore u razli¢itim tipovima stanica.

B katenin

B katenin je transkripcijski kofaktor kodiran genom CTNNBI. Prvobitno je otkriven
vezan uz E-kadherin i a-katenin posredujuci tako u spajanju adhezivnih molekula kadherina
uz aktin citoskeleta (106). Sastoji se od srediSnje domene sastavljene od dvanaest
ponavljaju¢ih domena (nazvnih prema armadillo genu vinske musice kod koje su otkriveni) te
amino- i karboksi— terminalnih krajeva (107). Ta ponavljaju¢a domena veze se s razliitim
partnerima, poput kadherina, TCF, APC (engl. adenomatous polyposis coli) te aksina (108,
109). Slobodni terminalni krajevi takoder stvaraju veze, npr s 3 kateninom na amino-
terminalnom kraju, te poticu transkripciju. Osim toga, amino-terminalni kraj sadrzi
aminokiseline serin i treonin koje su klju¢ne za razgradnju f3 katenina.

B katenin je u stanici vezan u tzv. degradacijskom kompleksu kojeg formiraju APC,

aksin i glikogen sintetaza kinaza 3  ( GSK3p ). Defosforilacija komponenti degradacijskog
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kompleksa zaustavlja ubikvitaciju 3 katenina 1 istovremeno smanjuje njegov afinitet vezanja
na aksin i APC. Na taj se nacin 3 katenin otpusta iz destrukcijskog kompleksa (110) te ulazi u

jezgru gdje aktivira transkripcijski faktor TCF (111).

Multiproteinski degradacijski kompleks

Kompleks bjelancevina koji se sastoji od aksina (ili njegovog homologa konduktina),
GSK3B, APC i kazein kinaze 1a (CK-1a) kljucan je za kontrolu stabilnosti B katenina.
Glavna je zadaca tog kompleksa da fosforilira 3 katenin i tako pokrene njegovu razgradnju.
Fosforiliraju se aminokiseline Ser 33, Ser 37, Ser 45 1 Thr 41 J katenina. Prva se fosforilira
Ser 45 pomoc¢u CK-1a a zatim ostale pomo¢u GSK3. Fosforilacija se odvija na aksinu koji
dovodi kinaze i njihov supstrat 3 katenin u doticaj. Fosforilirani § katenin prepoznaje B-trCP
(engl. [-transducin repeat containing protein) s ubikvitin ligazom nakon ¢ijeg djelovanja

slijedi razgradnja u proteosomima (112).

Glikogen sintetaza kinaza 3 B (GSK 3p)

Glikogen sintetaza kinaza 33 (GSK 3p) fosforilira viSe proteina u Wnt signalnom
putu. Fosforilacija 3 katenina ¢ini ga prepoznatljivim 3-TrCP 1 s njim povezanoj E3
ubikvitin ligazi ¢ije djelovanje vodi do razgradnje B katenina u proteosomima. Osim toga

GSK 3 fosforilira APC 1 aksin. Ima 1 druge funkcije izvan Wnt signalnog puta (110,111).

Kazein kinaza 1a (CK-1a)

Za uspjesno djelovanje B-TrCP, B katenin treba biti fosforiliran na 4 mjesta
(aminokiseline Ser 33, Ser 37, Ser 45 1 Thr 41). Ser 45 ne fosforilira GSK 38, ve¢ kazein
kinaza la (CK-1a). Stoga se ona smatra pocetnom kinazom u fosforilaciji B katenina (113),
a nakon njenog djelovanja slijedi fosforilacija pomo¢u GSK 3f3. S druge strane, kazein kinaza
1 potice vezivanje dishevelled proteina GBP (engl. GSK-3 binding protein) te tako
destabilizira destrukcijski kompleks f—katenina. Takoder djeluje i na aksin (113).

APC (engl. adenomatous polyposis coli)
APC gen je vazan tumor supresor gen ¢ija disfunkcija je vezana uz kolorektalni
karcinom. Otkriven je 1991. godine kao ¢lan FAP lokusa (obiteljska adenomatozna polipoza,

engl. familial adenomatous polyposis) (114). Njegov je produkt APC protein, koji je
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sastavljen od 2843 aminokiseline (99). Pokazalo se da APC potice razgradnju 3 katenina ida
je vezan u kompleks s aksinom (115). Negativna regulacija Wnt signalnog puta ujedno je i
njegova najbolje istrazena funkcija. Delecije APC gena u kolorektalnim tumorima rezultiraju
stabilizacijom i nakupljanjem [ katenina te aktivacijom o TCF/B kateninu ovisne
transkripcije ciljnih gena (116). Molekularni mehanizam kojim APC potice destrukciju 3
katenina nije posve jasan budu¢i da su pokusi in vitro pokazali da se razgradnja J3 katenina
moZe izbjeéi pojatanom ekspresijom aksina. Cini se da aktivnost APC ovisi o interakciji s
aksinom (109). Vjerojatna uloga APC je njegova sposobnost vezanja [3 katenina putem viSe
neovisnih veznih domena, pa tako djeluje poput “zamke” za pronalazenje i odstranjivanje 3

katenina iz citoplazme. Isto tako, moguce je da stimulira aktivnost aksina (117).

Aksin

Aksin (engl. axin) 1 njegov homolog konduktin (engl. conductin), nazvan jos 1 aksin2
ili aksil, sadrzi vezne domene za sudionike u razgradnji 3 katenina. To su aminoterminalna
RGS domena (engl. regulator of G-protein signaling) kojom se veze APC (115); zasebne
vezne domene za GSK 3 [ 1 B katenin u sredini proteina (115, 118); C- terminalna DIX
domena kojom se povezuje s dishevelled (118). Na molekularnoj razini aksin zdruzuje sve

komponente potrebne za fosforilaciju f katenina (GSK 38, CK 1a APC 1 3 katenin).

Dishevelled

Protein dishevelled takoder je sudionik Wnt signalnog puta. Kod sisavaca su poznata 3
dishevelled gena. Njihovi produkti aktiviraju kanonski i nekanonski PCP signalni put.
Dishevelled ima tri interakcijska mjesta: N-terminalnu DIX domenu, kojom se veze za aksin,
centralnu PDZ domenu i C- terminalnu DEP domenu, koja je vjerojatno potrebna za
aktivaciju JNK (engl. c-Jun N-terminal kinase) (119). U kanonskom putu prenose signal
aksinu osnosno degradacijskom kompleksu, a u PCP putu djeluju na RhoA/JINK. Uz
Dishevelled se vezu razlicite proteinske molekule od kojih su neke aktivatori, neke
antagonisti, a neke modulatori njegove funkcije. Uz njega se veZu i tri kinaze: kazein kinaza
1 potice vezivanje dishevelled na GBP i tako destabilizira destrukcijski kompleks B-katenina;
kazein kinaza 2 fosforilira dishevelled nakon aktivacije Fizzled receptora; PAR -1 (engl.
protease — activated receptor 1) je kinaza povezana s dishevelled, aktivira se vezivanjem na

Wnht, a potice kanonski put dok istovremeno inhibira nekanonski JNK (120) .
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TCF/LEF (engl. T-cell factor/lymphoid enhancer factor)

TCF i LEF pripadaju obitelji transkripcijskih faktora koji aktiviraju ciljne gene.
Opisana su 4 ¢lana obitelji ( TCF-1, TCF-2, TCF-3 1 LEF-1). Svi ¢lanovi sadrze evolucijski
oCuvane grupe aminokiselina (engl. high mobility group, HMG) kojima se vezu na DNA
molekulu kao monomeri (121). Istovrsna HMG sekvenca unutar DNA omogucava vezanje
razlic¢itih transkripcijskih faktora koji mogu djelovati kao aktivatori ili represori ciljnih gena
(122). Budu¢i da TCF/LEF faktori ne mogu samostalno pokrenuti transkripciju, potreban im
je koaktivator. Prvi otkriveni transkripcijski koativator TCF-u bio je B katenin koji se veze na
TCF preko svojih ponavljaju¢ih domena (123). Oba ( C- i N-) terminalna kraja 3 katenina
omogucuju aktivaciju transkripcije (124). Spajanje LEF-1 s C terminalnim krajem f3
katenina aktivira LEF-1 ovisne promotore na slic¢an nacin (124). TCF/ 3 katenin kompleks
moze se dakle smatrati dvoclanim transkripcijskim faktorom kod kojeg se vezivanje uz DNA

1 aktivacija transkripcije odvijaju djelovanjem dvaju zasebnih bjelancevina.

1.2.1.2. Kanonski put djelovanja Wnt signalnog puta

Najpoznatiji put djelovanja je kanonski put. Njime se regulira stabilnost [3 katenina i
njegov odlazak u jezgru (125). U nestimuliranim stanicama [3 katenin se uglavnom nalazi
vezan uz adhezivnu molekulu epitelnih stanica E- kadherin i o—katenin te tako odrzava
epitelnu strukturu 1 polaritet. Dok nema Wnt signala, 3 katenin se razgraduje pomocu
destrukcijskog kompleksa koji ¢ine APC protein, aksin, CK1la i GSK 3f. B katenin se
fosforilira pomocu enzima glikogen-sintetaze-kinaze 3 f na svom N- terminalnom kraju te
tako inducira vezivanje B-trCP (engl. f—transducin repeat containing protein) i njemu
pridruzene E3 ubikvitin ligaze (engl. E3 ubiquitin ligase). Ovaj proces rezultira
razgradnjom [ katenina u proteosomima (126).

Whnt ligandi vezani za frizzled receptore s LRP-5 ili LRP-6 koreceptorom aktiviraju
citoplazmatski protein Dishevelled , koji razgraduje destrukcijski kompleks, te inhibira
fosforilaciju P katenina koju vr§i GSK 3 8 (127). Stoga se [ katenin nakuplja u citoplazmi.
Aktivni, nefosforilirani katenin ulazi u jezgru i veze se s transkripcijskim faktorima TCF i
LEF te tako omogucuje prepisivanje ciljnih gena (125, 128).

TCF/LEF ne pokrecu transkripciju bez koaktivatora ili korepresora. Vezivanjem 3
katenina transkripcijski faktori TCF/LEF mogu aktivirati brojne gene ukljucene u razvojne

procese, stani¢ni ciklus, diferencijaciju 1 stani¢nu invaziju. Neki od njih su: ciklin D1,
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protoonkogeni c-myc i c-jun, MMP, signalni put Notch, receptor urokinaznog aktivatora
plazminogena (uPAR) i mnogi drugi ukljuc¢eni u Wnt signalni put. Axin, TCF ili Frizzled
receptori Cesto se umnazaju mehanizmom pozitivne povratne sprege nakon aktivacije
signalnog puta Wnt ligandom.

Djelovanje TCF/LEF ogleda se i na drugim regulatornim transkripcijskim faktorima
npr. Cdx proteinima, vaznima u po¢etnom usmjeravanju stanica u liniju trofoblasta (129).

Kompleksi TCF/B katenin mogu i umanjiti prepisivanje nekih gena. 3 katenin se
moze povezivati i s drugim transkripcijskim faktorima (osim TCF/LEF) poput receptora za
steroidne hormone, no opet ovisno o Wnt aktivaciji (130).

Antagonisti Wnt signalnog puta

Prijenos Wnt signala moze biti blokiran izlu¢enim antagonistima (njih 11) svrstanim u
dvije skupine (125):

l. Negativni regulatori Wnt signalnog puta su SFRP (engl. secreted frizzled
related protens) 1 Wif-1 (engl. Wnt-inhibitory factor -1). Vrlo su sli¢ni Frizzled receptorima i
natjecu se s njima za vezivanje Wnt liganada. Vezu se direktno na Wnt protein i tako
spreCavaju aktivaciju receptora.

2. Antagonisti se vezu za LRP koreceptore 1 tako blokiraju aktivaciju Wnt
signalnog puta. Ovdje ubrajamo protein Dkk1 (engl. Dickkopf 1) 1njegova tri homologa, te

protein Wise (engl. Wnt modulator in surface ectoderm).

1.2.1.3. Nekanonski putevi djelovanja Wnt signalnog puta

Whnt ligandi pokrecu i nekanonske puteve, neovisne o 3 kateninu. Najbolje su istrazeni
Wnt/Ca>" i Wnt/PCP put (125, 131). Pokreéu ih Wnt5a i Wnt11 vezivanjem na Frizzled
receptore koji aktiviraju Dishevelled (Dvl) neovisno o LRP-5 ili -6 koreceptoru (132).
Wnt/PCP put je prvobitno otkriven u raznim razvojnim procesima vinske musice. Znacajan je
za razvoj embrionalnih tkiva i organa, a poremecaji u prijenosu signala ovog puta poti¢u
metastaziranje raznih tipova karcinoma (133). Na stani¢noj razini regulira polarnost stanica
putem organizacije citoskeleta. Vezanje liganda na receptor pokrece Dishevelled koji stvara
kompleks s Daaml (engl. disheveled-associated activator of morphogenesis ). Daam1
aktivira mali G protein Rho. Rho aktivira ROCK (engl. Rho-associated kinase) enzim koji
fosforilira serine i treonine u citoskeletu. Dishevelled stvara komplekse i s racl (engl. Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1) , koji aktivira Jun kinazu (JNK) i potice

polimerizaciju aktina (132).
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Wnt/Ca®" signalni put inhibira djelovanje o cGMP-ovisne protein kinaze (engl. cGMP-
dependent protein kinase; PKG) . Ona u nestimuliranim stanicama blokira otpustanje iona
kalcija, aktivira fosfolipazu C i povisuje razinu inozitol trifosfata. Rezultat je otpuStanje
kalcijevih iona iz endoplazmatskog retikuluma (134). PoviSena razina kalcija u citoplazmi
potice aktivnost protein kinaze C (PKC), kalcij/kalmodulin ovisne kinaze II (CamKII) i
kalcineurina. Tim se na¢inom u jezgri potic¢e djelovanje nuklearnih faktora, poput nuklearnog
faktora aktiviranih T stanica (NF-AT, engl. nuclear factor of activated T cells) (135). Osim
toga, nakupljanje Ca*" nakon stimulacije Wnt5 ligandom inducira TGF- pom aktiviranu
kinazu (TAK-1) 1 NEMO (engl. nemo-like kinase) koje blokiraju TCF fosforilirajuci ga 1
tako antagoniziraju kanonski WNT signalni put (136).Djelovanje Wnt5 izrazito ovisi o vrsti
receptora: vezivanje na Frizzled receptore 2,3,5,i 6 inducira Ca®" signalni put, ali isti ligand
moze pokrenuti i kanonski signalni put ukoliko se veze na Frizzled receptor 41 LRP (137).
Neke su studije pokazale da se razli¢itt Wnt ligandi mogu vezati i na receptor tirozin kinase
Ryk (engl. related-to-receptor tyrosin kinase) i Ror2 (engl. tyrosine kinase-like orphan
receptor) te tako poticati razvojne procese neovisno o Frizzled receptorima ili aktivirati
druge signalne puteve poput ERK ili PI3K/AKT/mTOR (138). Ocito je da Wnt ligandi i
razli¢iti kanonski 1 nekanonski receptori ¢ine kompleksnu regulacijsku mrezu s

preklapanjima izmedu razli¢itih signalnih puteva.

1.2.1.4. Wnt signalni put u tkivu posteljice

U preimplantacijskom razdoblju mi§je blastociste zamijeceno je visSe Wnt liganada,
frizzled receptora 1 Dishevelled proteina (139, 140). Vise je radova na knock-out miSevima,
kojima su izbac¢ena iz funkcije oba alela za katenin, (141, 142) pokazalo da kanonski put nije
bitan za samo formiranje blastociste, ali je zato neophodan za njezinu adheziju i implantaciju.
Drugi radovi ukazuju na mogucu ulogu Wnt kanonskog puta u drugih vrsta sisavaca (papkari)
(143), te nekanonskog Wnt/Ca”" puta (144).Takoder se pokazalo da inhibicija uz pomo¢ Dkk1
ili SFRP2 smanjuje stopu implantacije (142, 145) Uloga Wnt signalnog puta u ranom razvoju
trofoblasta miSeva ispitivana je izlaganjem embrionalnih mati¢nih stanica Wnt3a ligandima.
Wnt3a inducirao je stvaranje maticnih stanica trofoektoderma koje su imale sposobnost
razvoja u ostale linije mi§jeg torofblasta jer je aktivirani LEF-1 inducirao Cdx-2, klju¢ni
regulator rane diferencijacije trofoblasta (146, 147). Istrazivanja na knock-out misevima

pokazala su daljnju ulogu komponenti Wnt signalnog puta u fuziji koriona i alantoisa, razvoju
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labirinta i angiogenezi posteljice (148, 149) te neadekvatnom formiranju sinciciotrofoblasta
(150).

Razvoj ljudskog trofoblasta uglavnom se promatra na modelima koriokarcinoma i
imortaliziranim stani¢nim linijama trofoblasta. Invazivna svojstva stanica trofoblasta se gube
na kraju trudnoce pa se stoga pokretljivost stanica i diferencijacija mati¢nih stanica u
ekstravilozni trofoblast istrazivala u posteljicama iz prvog tromjesecja, u kulturi stanica
korionskih resica i/ili izoliranih citotrofoblasta (75). Stapanje stanica trofoblasta moze se
proucavati i na izoliranim terminskim citotrofoblastima (151).

Ispitivanjem takvih kultura i stani¢nih linija dobiveni su dokazi o autokrinom
djelovanju Wnt signalnog puta za vrijeme proliferacije i invazije trofoblasta (12).
Semikvantitativnim RT-PCR (lancana reakcija polimeraze) pokazalo se da je u posteljici
prvog tromjesecja izrazeno 14 od 19 Wnt liganada, te 8 od 10 frizzled receptora (152).
Vecina otkrivenih mRNA nalazila se u viloznom citotrofoblastu. Istovremeno postojanje
kanonskih i nekanonskih Wnt liganada ukazuje na djelovanje vise razlicitih signalnih puteva
u ranom razvoju trofoblasta. Razina Wntl, 7b, 10a i 10b pada nakon prvog tromjesecja Sto
upucuje na njihovu ulogu u trofoblastu tijekom rane trudnoce (152). Frizzled receptori (Fzd)
2 14 nadeni su u mezenhimnim stanicama resica, dok su Fzd 1, 3, 5, 6,,7 1 10 izrazeni u
stanicama citotrofoblasta.

Wnt4 se stvara u citotrofoblastu kao i u stanicama ekstraviloznog trofoblasta i
vjerojatno doprinosi decidualizaciji endometrija kanonskim signalnim putem (153). Wnt5a
moze djelovati nekanonskim signalnim putem jer ne inducira prepisivanje ovisno o TCF/B-
kateninu nego mu je djelovanje antagonisti¢no kanonskom putu (152). Progesteron stimulira
izrazenost Wntl 1, liganda nekanonskog puta, S$to je dokazano u pokusima s
ovariektomiranim miSicama. Wnt4 i Wnt7b, ligandi kanonskog puta potaknuti su
estrogenom $§to vjerojatno utjece na implantaciju i decidualizaciju (154).Ova tri liganda su
medu najjace izraZenima u stanicama citotrofoblasta. Ekspresija Wnt7b pada u vrijeme
formiranja ekstraviloznog trofoblasta. Budu¢i da je Wnt7b nezamjenjiv za razvoj misje
posteljice, moZze se pretpostaviti da homolog u ljudskoj posteljici takoder ima vaznu ulogu
(155). Jednako tako, i Wntl0a, Wnt10b, Fzd5 i Fzd10 jako su izraZeni u citotrofoblastu, ali
uglavnom nedostaju u eksraviloznom trofoblastu ili fibroblastima posteljice. MoZe se stoga
zakljuciti da su ovi ligandi i receptori uglavnom povezani s ranim razvojem stanica
trofoblasta. Glavni frizzled receptor u ekstraviloznom trofoblastu je Fzd6, koji djeluje unutar

kanonskog 1 nekanonskog signalnog puta (156, 157). Razlic¢iti Wnt ligandi 1 receptori u
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stanicama citotrofoblasta i ekstraviloznog trofoblasta ukazuju na regulaciju ovisnu o dobi
trudnoée (158).To bi znacilo da specifi¢ne kombinacije Wnt liganada kontroliraju postepene
korake u razvoju trofoblasta 1 njegove funkcije.

Whnt ligandi izlu€eni iz stanica ekstraviloznog trofoblasta mogli bi biti primarni
regulatori ekspresije decidualnih Wnt signalnih komponenti, jer mnogi geni stanica decidue
mogu biti potaknuti sustavom B-katenin/TCF (159). Osim toga, stimulacija stanica
citotrofoblasta Wnt ligandima pojacava invazivnost citotrofoblasta i poti¢e migraciju u
kulturama eksplantiranih korijalnih resica na mediju s kolagenom. Iste se pojave (invazivnost
1 migracija) mogu inhibirati nakon tretmana s rekombiniranim Dkk1 (18, 160). Jedan od
mogucih nac¢ina kojima Wnt signalni put povecava invazivnost stanica moglo bi biti
djelovanje MMP-2 koja je povisena u supernatantu kulture stanica trofoblasta nakon Wnt
stimulacije, a 1 opisana je kao produkt ciljnog gena za TCF/f katenin (160, 161). Aktivacija
sustavom TCF/ 3 katenin potice proliferaciju i pojacavanjem izraZenosti regulatora stani¢nog
ciklusa ciklina D1 (18). Iako u proliferiraju¢em citotrofoblastu nema TCF-4, kanonski put
moze biti aktivan pomoc¢u TCF-3 koji je podjednako prisutan u stanicama citotrofoblasta i
ekstraviloznog trofoblasta do 6. tjedna gestacije (18).

Epigenetska istrazivanja aktivnosti Wnt signalnog puta ukazala su na vaznu ulogu ovih
mehanizama u regulaciji ekspresije gena posteljice i trofoblasta. Geni koji kodiraju
antagoniste, odnosno negativne regulatore signalnog puta poput APC proteina i SFRP2
hipermetilirani su u trofoblastu (za razliku od drugih stanica, npr postelji¢nih fibroblasta ili
leukocita) (162, 163). Ovakav nalaz takoder ukazuje na mogucu ulogu Wnt signalnog puta u

placentaciji.

Iako do sada niti jedan pojedina¢ni Wnt niti Fzd nije istraZivan u kontekstu invazije 1
diferencijacije humanog trofoblasta, nalazi dobiveni u mi§joj posteljici 1 drugim Wnt ovisnim
sustavima navode na hipotezu o njihovoj mogucoj ulozi u tim zbivanjima. Podaci iz literature

upucuju na ulogu kanonskog Wnt signalnog puta u proliferaciji i invaziji trofoblasta.

1.3. Epitelno - mezenhimna tranzicija (EMT)

Karakteristike epitelnih stanica su medusobna adhezija pomoc¢u medustani¢nih
spojeva, adhezija na izvanstani¢nu tvar ili ekstracelularni matriks (ECM) na bazalnoj povrsini
1 apiko-bazalna polarizacija. Zbog tih su svojstava stanice poredane u sloj (164). Kohezija

medu stanicama ovisi 0 medudjelovanju adhezivnih molekula kadherina, koje se vezu
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pomocu adaptorskih proteina poput katenina i vinkulina za aktinski citoskelet. Osim tih
spojeva, (engl. adherens junctions, AJ) stanice su povezane tijesnim spojevima obiljeZzenim
molekulama poput ZO-1 (engl. zona occludens protein) 1 okludina. Spojevi nemaju samo
strukturnu ulogu, ve¢ sluze kao mjesta prijenosa signala medu stanicama (165). U mnogim
epitelnim tkivima adhezija medu stanicama omoguéena je i pomoc¢u dezmosoma te razli¢itih
veznih molekula (plakoglobin, plakofilin) (166). Povezanost s ECM omogucuju prema
bazalnoj povrsini transmembranski receptori nazvani integrini.

Nasuprot tome, mezenhimne stanice imaju slabije izrazene adhezivne molekule (npr.
E- kadherin 1 ZO-1 vinkulin) na membrani. Vezane su uz intersticijski ECM putem
integrina na bilo kojem dijelu stani¢ne povrsSine te nemaju apiko-bazalnu polarnost nego su
izduzene i multipolarne (167). Zbog tih karakteristika stanice nisu organizirane u sloj,
uronjene su u ECM 1 mogu ispoljiti migratorni 1 invazivni potencijal (168).

Epitelne stanice mogu poprimiti karakteristike mezenhimnih stanica procesom
nazvanim epitelno - mezenhimna tranzicija (EMT). Moguc¢ je i obrnuti smjer preobrazbe —
ponovno poprimanje epitelnih karakteristika, mezenhimno - epitelna tranzicija (MET).

Unato¢ invazivnom ponaSanju stanica trofoblasta, njihova invazija je u normalnim
okolnostima ograni¢ena i vremenski i prostorno. Ekstravilozni trofoblast stvara proteaze, ali i
integrine (61, 62). EGF receptor 1 (EGFR1) koji je pokazatelj proliferativne aktivnosti
trofoblasta i integrin a6, pokazatelj polariziranog epitela smanjene su aktivnosti tijekom
diferencijacije ekstraviloznog trofoblasta (169). Odredivanjem promjena razine mRNA koja
prepisuje gene ukljucene u invaziju i diferencijaciju EVT nadeno je da su integrin a6 i
EGFR1 jako izrazeni u citotrofoblastu, a jedva prisutni u ekstraviloznom trofoblastu (95). U
ekstraviloznom trofoblastu zato su jako aktivni geni za integrin ol (ITGA1), integrin a5
(ITGA5S) i fibronektin 1 (FN1) koji poti¢u migraciju stanica. Osim toga, IGF-2, FN-1, MMP-
2, Notch2, uPAR, i Snaill koji su proizvodi ciljnih gena za TCF/f katenin takoder su
poviSeni u stanicama ekstraviloznog trofoblasta, uz istovremeno povecanje aktivnosti TCF-4.
Navedeni geni kontroliraju pokretljivost stanica trofoblasta (67, 170, 171). Mozemo zakljuciti
da aktivnost 3 kateninai pojacana izrazenost TCF-4 u ekstraviloznom trofoblastu potice
aktivnost gena koji omogucuju migraciju stanica i njihovo invazivno ponasanje.

Epitelno - mezenhimna tranzicija (EMT) je proces u kojem epitelne stanice gube svoju
polarnost 1 po€inju nalikovati fibroblastima — dobivaju sposobnost migracije i invazije. Ovaj
je proces dobro poznat u invaziji karcinomskih stanica i stvaranju metastaza (172). Obrnut

smjer tranzicije je takoder mogu¢ — karcinomske stance ponovno poprimaju epitelne
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karakteristike kako bi se omogucila proliferacija stanica udaljenih metastaza (mezenhimno -
epitelna tranzicija, MET) (173). Analiza ekspresije gena pokazala je da se EMT javljaiu
stanicama invazivnog trofoblasta koje su se prestale umnozavati ¢ime omogucuju
diferencijaciju. Pokazan je porast mRNA povezanih s EMT poput transkripata za Snail,
ITGAS, ITGAB1, MMP-2, FSP1 (fibroblast specifi¢ni protein 1), dok je istovremeno
smanjena aktivnost gena odgovornih za adheziju epitelnih stanica. Takoder je opisan prolazni
gubitak adhezivnih proteina membrane poput membranskog [3 katenina i E —kadherina u zoni
invazije primarnih (usidrenih) resica (174).

Pojacana aktivnost Wnt signalnog puta, izrazen TCF/LEF i aktivnost B katenina u

jezgri takoder su karakteristicni za EMT (175).

1.3.1. EIf5 i Snail

Prva uloga transkripcijskog faktora Elf 5 je usmjeravanje blastomera u smjeru
stani¢nih linija trofoblasta djelovanjem na gene maticnih stanica trofoblasta Cdx2 1 Eomes.
Njegova je izrazenost epigenetski regulirana. U ljudskoj posteljici prisutan je tijekom cijele
trudnoce, no najizrazeniji je u ranoj trudnoci, istovremeno s izrazeno$¢u proteina Cdx2 (30).

Transkripcijski faktor EIf 5 (engl. E74 —like factor 5), nazvan jo$ i ESE-2 pripada
obitelji Ets (engl. E twenty-six) transkripcijskih faktora (176, 177) koja upravlja Sirokim
spektrom bioloskih procesa. U zdravim tkivima oni doprinose fizioloskom razvoju i
diferencijaciji stanica, no mogu djelovati i kao onkogeni i kao tumor supresori (177, 178).
Eksperimenti na miSevima, modelima karcinoma dojke i uzorcima tkiva pacijentica pokazali
su jedinstvenu ulogu EIf 5 u sprjeCavanju EMT i metastaziranja tumora (179).

Transkripcijski faktor Elf 5 zaustavlja EMT direktnim sprjeCavanjem transkripcije
proteina Snail 2, koji je poznati pokretac epitelno - mezenhimne tranzicije (179). Snail prijeci
transkripciju stani¢nih adhezivnih molekula poput E —kadherina (180). Represijom proteina
Snail2, EIf5 moze preusmjeriti tranziciju u obrnutom, dakle MET smjeru te tako odrZati

epitelni fenotip ciljnih stanica.

1.4. Wnt signalni put i EMT u bolestima vezanim uz trudnocu
Promjene u izraZenosti gena i epigenetske modifikacije komponenti Wnt signalnog
puta opisane su u razliitim bolestima vezanim uz trudnoc¢u. Kod hidatiformne mole naden je

vedi broj P katenin pozitivnih jegara u ekstraviloznom trofoblastu u usporedbi s normalnim
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tkivom, $to navodi na zakljucak da je u invazivnom tkivu pojacana ekspresija Wnt signalnog
puta (18). U stanicama koriokarcinoma, geni koji kodiraju za APC i SFRP2 su
hipermetilirani, Sto ukazuje da inaktivacija inhibitora Wnt signalnog puta doprinosi nastanku
ili malignom razvoju stanica (162, 163). Inhibitor Dkk1 nedostaje u stanicama
koriokarcinoma, a ponovno aktiviranje njegovog gena zaustavlja stanic¢ni rast i inducira
apoptozu (181). Gubitak Dkk1 mogu¢ je razlog proliferacije stanica tumora.

Znacaj Wnt signalnog puta u invaziji 1 migraciji stanica opisan je kod tumorskih
stanica: glioma (182), metastaza karcinoma dojke u mozgu (182), progresivnog
kolorektalnog karcinoma (183), endometralnog karcinoma (184) itd. Moze se dakle reci da
je Wnt signalni put uklju¢en u prijelaz epitelnog fenotipa stanica prema mezenhimnom
fenotipu. U tumorima EMT omogucuje Sirenje tumorskih stanica, a u trudno¢i invaziju
trofoblasta.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da se Wnt ligandi i Frizzled receptori mogu
pronaci u tkivu humanih posteljica (152) a pojacana ekpresija TCF3/4 i1 B katenina u jezgri
invazivnog trofoblasta u ranim fazama placentacije (18). Isto tako, pokazalo se da dodavanje
Wnt3a u kulturu stanica humanih trofoblasta inducira izlu¢ivanje MMP2 koja moze pomo¢i u
migraciji 1 invaziji trofoblasta (12). Dodavanje inhibitora Wnt signalnog puta Dkk1
rezultiralo je slabijom migracijom i invazijom (18). Kod pacijentica s preeklampsijom, Dkk1
1 SFRP4 su poviseni dok su Wnt2 i 3 katenin snizeni (185, 186). Dakle, smanjena aktivnost
Wnt signalnog puta zbog povisene razine inhibitora mogla bi doprinositi poremecaju
placentacije i plitkoj invaziji trofoblasta koja se nalazi u toj bolesti. PoviSena razina Dkk1
nadena je 1 u pacijentica s ponavljanim pobacajima (187). Zanimljivo je da infekcija
citomegalovirusom, koji se smatra uzroénikom spontanih pobacaja i prijevremenog poroda
smanjuje proliferaciju i invaziju trofoblasta na¢inom koji ukljucuje inhibiciju Wnt signalnog
puta. Virusna infekcija trofoblasta mijenja lokalizaciju 8 katenina i potie njegovu
razgradnju (188).

Nepotpuna invazija ekstraviloznog trofoblasta, poremecaj remodeliranja krvnih zila i
ekspresije CTB gena karakteristike su razliCite patologije trudnoce poput preeklampsije ili

teSkog zastoja rasta (189, 190).

1.4.1. Zastoj rasta
Intrauterini zastoj rasta ploda medicinski je problem jer povisuje stopu

novorodenackog mortaliteta i morbiditeta (191). Osim toga, pokazalo se da djeca rodena s
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niskom porodajnom tezinom u odrasloj dobi ¢es¢e obolijevaju od Secerne bolesti,
ateroskleroze i poremecaja respiracijskog i kardiovaskularnog sustava, S$to se pripisuje
fetalnom programiranju (192). Fetalni je rast uvjetovan brojnim faktorima, od genetskih do
okolisnih, koje modulira posteljica (genetski potencijal rasta pojedinog fetusa koji ukljucuje 1
rasu i spol; fetalni hormoni i faktori rasta, dostupnost glukoze, aminokiselina i lipida;
okolisni faktori -nadmorska visina, toksini, pusenje; socijalni status te bolesti majke u
trudnoci 1 bolesti vezane s trudnocom) (193, 194).

Po porodu, izmjerena tezina novorodenceta usporeduje se s ocekivanom rodnom
masom za gestacijsku dob, spol djeteta 1 paritet majke. Krivulje, odnosno tablice rasta
karakteristi¢ne su za odredenu populaciju, tako da se kod nas primjenjuju vrijednosti tezine
novorodencadi izmjerene u Klinici za zenske bolesti i porode u Zagrebu 1982. godine (195).
Djeca ¢ija je rodna masa manja od 10. centile za gestacijsku dob, spol i paritet majke
nazivaju se malenom za gestacijsku dob (engl. small for gestational age, SGA). Nomalna za
gestacijsku dob su djeca rodne mase izmedu 10. i 90. centile, dok su ona iznad 90. centile
velika za gestacijsku dob. Najlosiji perinatalni ishod imaju djeca ispod 3. centile, dakle ispod
dviju standardnih devijacija za gestacijsku dob, spol i paritet majke (195). Klinicki se zastoj
rasta dijeli na asimetri¢ni i simetri¢ni, rani i1 kasni. Kod simetri¢nog zastoja ravnomjerno su
smanjeni svi djetetovi biometrijski pokazatelji.

Kod asimetricnog zastoja u rastu smanjeno je masno tkivo ploda, te je smanjen opseg
abdomena dok su ostali pokazatelji (biparijetalni promjer, opseg glave, dujina femura)
primjerene veli¢ine. Ovaj oblik zastoja naj¢es¢e nastaje zbog nedostatne funkcije posteljice.

Rani zastoj rasta nastupa prije 32. tjedna gestacije i ¢esto je uzrokovan kromosomskim
anomalijama, infekcijama ili ranom insuficijencijom posteljice. Kasni zastoj nastupa u
zadnjem tromjesecju trudnoce, takoder zbog nedostatne posteljicne fukcije (196).

Razlozi insuficijencije posteljice traZe se u najranijem razdoblju trudnoce, kod
poremecaja prilikom implantacije ili razvoja posteljice (diferencijacije trofoblasta, preobrazbe
spiralnih arterija, razvoja i vaskularizacije posteljicnih resica ) (196). Premda je ve¢ odavno
uocena jaka povezanost izmedu funkcije posteljice i fetalnog rasta (197), kompleksna
regulacija proliferacije i diferencijacije trofoblasta jos je nedovoljno poznata. Studije na
knock-out miSevima pokazale su vaznu ulogu Wnt signalnog puta u razvoju posteljice (9-12)
Sto ukazuje na mogucéu povezanost poremecenog prijenosa signala tim putem i

proliferacije/diferencijacije trofoblasta i fetusa (5, 155,198,199).

34



Oko 70% djece s rodnom masom ispod 10. centile potpuno je zdravo. Do sada nisu
pronadeni razlozi koji bi objasnili slabiji rast takve djece, te se njihovo stanje naziva
idiopatskim zastojem u rastu (196). Kod slijede¢ih 20 % djece postoji klinicki prepoznat
razlog, od strane majke, ploda, posteljice ili kombinacijom navedenog . Ova je skupina
klini¢ki najugrozenija, jer je u podlozi zastoja rasta nedostatna funkcija posteljice koja se
moze prenatalno utvrditi ultrazvu¢nim i Doppler mjerenjima te u odredenim okolnostima
kardiotokografskim (CTG) zapisom. Preostalih 10% cCine djeca s kromosomskim
anomalijama, poremecajima razvoja organa (npr. renalna ageneza) i poremecajima razvoja
(npr. mikromelija) (196). U tu skupinu ubrajamo i djelovanje infekcija (npr rubeole,
citomegalovirusa) te toksi¢nih u¢inaka iz okoline (nikotin, alkohol, toksini) koji

onemogucuju fetusu da ostvari svoj genetski potencijal rasta (196).

1.4.2. Gestacijska hipertenzija, preeklampsija, eklampsija, HELLP

Porast krvnog tlaka iznad 140/90 mm Hg u drugom tromjese¢ju trudnoée (nakon 20.
tjedna gestacije) kod trudnice koja ranije nije bolovala od hipertenzije, i ¢iji se tlak
normalizira najkasnije 12 tjedana nakon poroda naziva se gestacijska hipertenzija. Pridruzi li
se poviSenom tlaku proteinurija iznad 0,3 g na dan, govorimo o preeklampsiji. Preeklampsija
je Cesto popracena edemima i zastojem u rastu ploda. Javlja se u oko 3-10% trudnoc¢a (200).
Eklampsija se klini¢ki manifestira klonicko-tonickim gréevima uz poremecaj svijesti, a
HELLP sindrom (engl. haemolysis, elevated liver enzymes, low platelets syndrome) padom
broja trombocita na manje od 100 000/mm’, povisenjem LDH, transaminaza i bilirubina uz
klinicke simptome poput glavobolje ili poremecaja vida 1 boli u epigastriju.

Za posteljice pacijentica s hipertenzivnim poremec¢ajem nastalim u trudnoc¢i
karakteristi¢ni su plitka invazija ekstraviloznog trofoblasta, neadekvatna pretvorba spiralnih
arterija 1 hipoksija (33).

Pretpostavlja se da uzroci insuficijencije posteljice leze u neadekvatnoj funkciji
trofoblasta (201). Do sada su opisani pojacana proliferacija progenitorskih stanica viloznog
citotrofoblasta i pojacana apoptoza terminalno diferenciranog sinciciotrofoblasta. Ove
promjene dovode do stanjivanja sincicijskog sloja i pojave sincicijskih ¢vorica (202, 203).
Smatra se da je oStecenje resica uzrok slabije prokrvljenosti odnosno oksigenacije krvi

interviloznog prostora (204). Za postizanje optimalne prokrvljenosti posteljice potrebna je
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uspjesna pretvorba spiralnih arterija invazijom ekstraviloznog trofoblasta, koji je, da bi
mogao obaviti tu zada¢u morao poprimiti karakteristike mezenhimnih stanica, odnosno proc¢i
epitelno - mezenhimnu tranziciju. Za proces EMT karakteristicno je smanjenje izrazenosti
adhezivnih molekula E kadherina S§to je dokazano u tkivu normalnih posteljica (205). U
hipertenzivnim poremecajima ekstravilozni trofoblast ne uspijeva smanjiti stvaranje E —
kadherina tijekom invazije prstolikih izdanaka u deciduu (206, 207). Izrazenost E-kadherina
regulirana je Wnt signalnim putem 1/ili transkripcijskim faktorom Snail (208,209).
Transkripcija proteina Snail, koji potice EMT, pod kontrolom je viSe signalnih puteva (69) i
faktora (ukljuCujuéi EIf5), no post-transkripcijska regulacija ovisi o GSK-3, ¢lanu Wnt
signalnog puta i HIF-1a (210, 211).

Nepravilan razvoj posteljice dalje vodi do pretjeranog majc¢inog upalnog odgovora
koji je u podlozi poremecene funkcije endotela i pojaane reaktivnosti vaskularnog sustava u
preeklampsiji (212). Brojni se patofizioloski procesi istrazuju kao moguéi uzroci upalnog
odgovora u preeklampsiji, npr neprilagodenost maj¢inog imunoloSkog sustava, pretjerana
apoptoza trofoblasta i pojacano otpustanje mikrovezikula trofoblasta u maj¢inu cirkulaciju
(212,213, 214).

Cesta je povezanost hipertenzije i dijabetesa u trudnoéi (215). Inzulinska rezistencija
znatno se povecava u trecem tromjesecju trudnoce, dakle u vrijeme pojave gestacijske
hipertenzije i preeklampsije, pa je mogucée da im je patofizioloski mehanizam dijelom
zajednicki. Gestacijska hipetenzija i preeklampsija povezane su s inzulinskom rezistencijom
(216, 217). Kao moguci nacini utjecaja izulinske rezistencije na krvni tlak navode se
aktivacija simpatikusa, retencija natrija i disfunkcija endotela (215, 217). Prethodna oSte¢enja
endotela spiralnih arterija kod dijabetesa ili kroni¢ne hipertenzije mogla bi Ciniti podlogu za
poremecenu migraciju trofoblasta, no kada se radi o gestacijskoj hipertenziji i gestacijskom
dijabetesu, mehanizam njihove povezanosti nije jasan. Opisan je utjecaj povisene razine
inzulina (218), leptina (219) i izoprostana (220) na invazivnu sposobnost trofoblasta.

Razvoj posteljice u najvecoj mjeri zavrSava na kraju drugog tromjesecja trudnoce,
dok se kasnije samo povecava vec stvorena masa posteljicnog tkiva. Stoga ne ¢udi pojava
bolesti povezanih s neadekvatnim razvojem posteljice upravo nakon tog razdoblja.
Poremecaji koji nastaju u prvom i drugom tromjesecju i koji dovode do promjena u tkivu
posteljice odrazavaju se kasnije na fetalni rast (221). Svrha je ove dizertacije pokazati upravo

tu povezanost.
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2. HIPOTEZA

Posteljice iz patoloSkih trudnoca zbog poremecene epitelno-mezenhimne tranzicije
imaju jace izrazene markere epitelnog fenotipa (SFRP1, SFRP3 i ELF 5), a manje izraZen

transkripcijski faktor (TCF1) nego posteljice iz normalnih trudnoca.
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3. CILJEVI RADA

OPCI CILJ:
Istraziti izrazenost proteinskih biljega Wnt signalnog puta karakteristi¢nih za diferencijaciju
trofoblasta (SFRP1, SFRP3, TCF1) i izraZenost transkripcijskog faktora ELF5 u normalnoj 1

patoloskoj trudno¢i.

SPECIFICNI CILJEVI:

l. Utvrditi postoje li razlike u imunohistokemijskoj izrazenosti SFRP1, SFRP3, TCF1 i
ELFS5 faktora izmedu normalnih posteljica razliite gestacijske dobi.

2. Utvrditi postoje li razlike u imunohistokemijskoj izrazenosti SFRP1, SFRP3, TCF1 i
ELFS5 faktora izmedu posteljica iz normalnih i patoloskih trudnoca .

3. Utvrditi postoji li korelacija izraZenosti navedenih biljega s klinickim parametrima
(specifi¢na patologija, gestacijska dob, tezina posteljice i ploda, fetoplacentni omjer, dob

trudnice)

Cilj ovoga rada je doprinijeti boljem razumijevanju bolesti vezanih uz trudnoc¢u. Zbog
toga smo istrazili razlike u ekspresiji biljega epitelnog fenotipa (SFRP1, SFRP3, ELF5) i
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mezenhimnog fenotipa (TCF1) izmedu normalnih posteljica i posteljica iz patoloskih
trudnoca, te izmedu terminskih i prijevremeno porodenih posteljica.
Smatramo da je promijenjena odnosno neadekvatna diferencijacija stanica trofoblasta

u podlozi patoloske trudnoce.

4. MATERIJAL I METODE

4.1. MATERIJAL

Materijal na kojemu je provedeno istrazivanje su uzorci posteljica prikupljeni na
Klinici za zenske bolesti i porode KB Merkur,. Studiju je odobrilo Sredisnje eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (Ur.Br. 380-59/12-302/88 Klasa
641-01/12-02) 1 Eticko povjerenstvo KB Merkur Odlukom od 22.9.2011. Prikupljene su
posteljice iz patoloskih i normalnih trudnoc¢a. Rodilje su usmeno i pismeno upoznate sa
svrhom i postupkom istrazivanja te su dale informirani pristanak.

Kontrolnu skupinu terminskih posteljica ¢ini 25 posteljica iz trudnoc¢a koje su protekle
bez komplikacijai porodene su u terminu (38 — 42. tjedan gestacije).

Kontrolnu skupinu prijevremeno porodenih posteljica €ini 8 posteljica (31 — 3677
tjedana gestacije). U tih 8 trudnoca koje su zavrsile prijevremenim porodom nije bilo nikakve
klinicki evidentne patologije od strane majke ili ploda. Takoder nije bilo niti patohistoloski
verificiranih patoloSkih promjena niti infekcije posteljice. Posteljice iz ove skupine posluzile
su kao kontrolna skupina uparena po dobi s prijevremeno porodenim posteljicama iz

ispitivanih patoloskih trudnoca.
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Ispitivanu skupinu sa¢injava 90 posteljica iz patoloskih trudnoéa; 57 je terminskih, a
33 su prijevremeno porodene. Kako se radi o heterogenoj skupini (zastoj u rastu ploda,
poviSeni tlak majke, gestacijski dijabetes) unutar koje postoji i kombinacija patoloskih
¢imbenika, ispitivana skupina rasclanjena je na podskupine kako bi se detaljnije istrazio
utjecaj razlictih patoloskih zbivanja na posteljicu.

Unutar ispitivane skupine dobivena je 51 posteljica nakon rodenja novorodenceta s
intrauterinim zastojem u rastu (engl intrauterine growth restriction, IUGR). Zastoj u rastu
definiran je kao rodna masa manja od 10. centile za dob trudnoce, spol djeteta i paritet majke
prema nacionalnim tablicama definiranim 1988. godine (195, 196). Terminskih je posteljica
iz trudnoca sa zastojem u rastu ploda 35, a 16 ih je porodeno prije termina.

U 25 terminskih 1 7 prijevremeno porodenih trudnoca nije bilo do