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1. UVOD I SVRHA RADA

Posteljica je privremeni organ koji dijele majka i dijete i neophodna je za uspjeSnu trudnocu.
Unato¢ njezinoj neprocjenjivoj zasluzi za nase postojanje, joS uvijek je najmanje istraZeni
ljudski organ te uz njezin razvoj i funkciju vezemo jo$S mnogo nepoznanica (1). Posteljica ima
respiratornu, nutritivnu, metabolicku, imunoloSku 1 endokrinu ulogu te djeluje kao regulator
intrauterinog okoliSa na koji utjece niz vanjskih faktora koji mogu modulirati njezinu funkciju
(2). Tijekom citave trudnoce posteljica se neprestano prilagodava rastu¢im potrebama ploda Sto
je presudno za odrzanje i napredovanje trudnoce.

Za njezinu urednu funkciju presudne su implantacija i placentacija koje su sloZeni 1 precizno

regulirani procesi u koje je ukljuceno niz razlicitih regulatora i stani¢nih puteva (3,4).

Intrauterini zastoj u rastu ploda (engl. Intrauterine growth restriction, IUGR) je kompleksan
poremecaj u trudno¢i koji oznacava nemogucnost ploda da ostvari svoj puni genetski potencijal
za rast, a uzrokuje znacajno poviSenje perinatalnog i neonatalnog morbiditeta i mortaliteta.
Naime, pokazano je da je kod IUGR-a perinatalni mortalitet 6 - 10 puta ve¢i nego u djece s
urednom porodajnom masom (5). Dijagnoza se temelji na ultrazvucnoj procjeni mase ploda
ispod 10. centile za gestacijsku dob prema utvrdenim krivuljama fetalnog rasta te se pojavljuje
u oko 10% trudnoca (6). Naj¢es¢i uzrok IUGR-a u strukturno i kromosomski zdravih plodova

je uteroplacentarna insuficijencija (7).

Adekvatna invazija trofoblasta je jedan od klju¢nih trenutaka u ranoj trudno¢i, s obzirom da
¢e u slucaju izostale invazije do¢i do pobacaja, dok se plitka invazija povezuje s nastankom
IUGR-a i preeklampsije (8). Naime, abnormalna placentacija i placentna vaskularna bolest

dovode do uteroplacentarne insufucijencije, kroni¢ne hipoksije i razvoja [IUGR-a (9).

Brojna istrazivanja su pokazala da je signalni put Wnt neophodan za urednu implantaciju 1
placentaciju (3,4). Jedan od njegovih klju¢nih sudionika, B-katenin, transkripcijski je kofaktor
u kanonskom signalnom putu Wnt za kojeg je pokazano da je odsudan za regulaciju epitelno-
mezenhimalne tranzicije (EMT) (10). Njegov drugi vrlo bitan pozitivni regulator je WNTSA,
jedan od rijetkih ekstracelularnih liganda koji osim kanonskog moZze pokrenuti signalizaciju i
na oba nekanonska signalna puta Wnt. StoviSe, pokazano je da poticanjem signalizacije na

nekanonskim signalnim putevima Wnt moze djelovati i kao negativni regulator kanonskog puta



Whnt, §to njegovu ulogu ¢ini jo§ kompleksnijom (11). WNTS5A potice migraciju stanica te je

nadeno da njegov gubitak sprjecava implantaciju, decidualizaciju i razvoj posteljice (12,13).

Signalni putevi Hh i Wnt imaju presudnu ulogu u implantaciji i razvoju posteljice (14).
Naime, signalni put Hh ima vaznu ulogu u vaskulogenezi i angiogenezi u posteljici. Utvrdeno
je da moZe izravno djelovati na poticanje stvaranja endotelnih stanica krvnih Zila te potaknuti
potporne stanice krvnih zila na proizvodnju vaskularnih faktora rasta, ¢ime moze regulirati kako

njihov nastanak tako i daljnji razvoj (15,16).

Nadalje, signalizacija Hh poti¢e niz procesa koji su neophodni za urednu placentaciju kao
Sto su diferencijacija citotrofoblasta, fuzija citotrofoblasta 1 sinciciotrofoblasta te EMT u
stanicama humanog trofoblasta (17,18). SUFU je klju¢ni negativni regulator signalnog puta Hh
¢ija se negativna regulacija odvija i u citoplazmi i u jezgri stanice tako §to modulira lokalizaciju
i stabilnost transkripcijskih proteina GLI (19,20). Cini se da bi SUFU, osim §to je negativni
regulator signalnog puta Hh, mogao biti negativni regulator 1 signalnog puta Wnt. S obzirom
na to da su 1 signalni put Hh i Wnt klju¢ni za diferencijaciju i proliferaciju trofoblasta te za
urednu placentaciju, SUFU bi mogao djelovati kao koordinator i svojevrsna poveznica u

interakciji izmedu ovih puteva (21).

Daljnje rasvjetljavanje ekspresije proteina signalnih puteva Hh 1 Wnt te posebno nedovoljno
neistrazenog proteina SUFU i njegove regulacije u stanicama posteljice posluzit ¢e u svrhu

boljeg razumijevanja nastanka patoloskih promjena u posteljicama trudno¢a s [IUGR-om.



1.1. POSTELJICA

Posteljica je kolijevka naSega zivota jer nam osigurava prezivljenje i razvoj do trenutka
porodaja. Ipak, unato¢ njezinoj vaznosti, jo§ je uvijek najmanje istrazeni ljudski organ, pa je
stoga uz njezin razvoj i funkciju vezan niz nepoznanica. Ime joj potjece od latinske rijeci za

kola¢ (lat. Placenta), koja pak potjece 1z starogrcke rijeci za plocu (grc. I74a) (1).

Svijest 0 vaznosti posteljice postoji jo$ od pocetaka civilizacije, pa su tako u starom Egiptu
smatrali da posteljica sadrzi dio duSe djeteta s Cime se slazu predaje mnogih naroda Azije,
Afrike, Australije 1 pacifickih otoka koje su pored navedenog u svojim vjerovanjima posteljici
pridavale i druge nadnaravne mo¢i ili je pak smatrale bratom odnosno sestrom djeteta. Smatra
se da je grcki filozof Diogen iz Apolonije oko 450. pr. Kr. prvi ustvrdio da je posteljica organ
koji sluzi za prehranu ploda (22).

Tijekom renesanse pocinje aktivno proucavanje posteljice u zapadnoj civilizaciji pa tako J.C.
Arantius (Aranzi; 1529/1530-1589) u 16. stolje¢u navodi da posteljica ,,procis¢ava* krv
nazvavsi je jetrom maternice (lat. hepar uterinus) te utvrduje da je cirkulacija ploda odvojena
od cirkulacije majke. Stolje¢e kasnije J. Mayow (1641-1679) zakljucuje da posteljica ustvari
predstavlja respiratorni organ ploda te je naziva plu¢ima maternice (lat. pulmo uterinus) (23).
W. Hunter (1718-1783) u 18. stolje¢u objavljuje prve vrlo detaljne opise anatomske strukture
posteljice u svom opstetrickom atlasu (engl. The Gravid Uterus, 1774.) (Slika 1) (24).

Uz navedene pionire ovog podrucja, postojao je jo$ niz istrazivaca ¢iji doprinos je zasluzan
za sve Sto danas znamo o posteljici. Ipak, tek je u 20. stolje¢u prvi puta prepoznata uloga
posteljice kao endokrinog organa (23). Cak i danas, u 21. stoljeéu o posteljici se ne zna
dovoljno, stoga je 2014. godine u SAD-u pokrenut 80-ak milijuna dolara vrijedan ,,Projekt

humane posteljice (engl. Human Placenta Project) Ciji je cilj daljnje rasvjetljavanje njezine

strukture, razvoja i funkcije (25).



Slika 1. Anatomska slika maternalne (Fig I) 1 fetalne strane posteljice (Fig 1) te uterinog mjesta

implantacije posteljice (Fig III) objavljenih u opstetrickom atlasu W. Huntera. Preuzeto iz (23).

1.1.1. Funkcija posteljice

Posteljica je privremeni organ koji dijele majka i dijete, a velikim dijelom se razvija iz
stanica koje se pojavljuju ve¢ 3 do 4 dana nakon oplodnje, na samom pocetku trudnoce. O
adekvatnom razvoju 1 funkciji posteljice ovisi opstanak i napredovanje te uspjeSnost trudnoce,
odnosno omoguc¢avanje optimalnih uvjeta 1 supstrata za preZivljenje i1 razvoj zrelog djeteta
sposobnog za Zivot nakon porodaja. Rana trudnoca je klju¢no vrijeme kako za razvoj posteljice,
tako 1 za razvoj svih organskih sustava ploda te ¢e ti rani dogadaji uvelike odrediti daljnji tijek

trudnoce 1 njezin uspjesan ishod (26).

Uspostava funkcije posteljice dogada se krajem prvog tromjesecja trudnoce te se tijekom
daljnje trudnoce posteljica kontinuirano razvija i mijenja kako bi mogla udovoljiti rastu¢im

potrebama ploda sve do u tre¢e tromjesecje, kada oko 36. tjedna gestacije zapocinju njezine
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regresivne promjene. Prema kraju trudno¢e dolazi do smanjenja povrSine posteljicnih resica i
posljedi¢no smanjene izmjene tvari izmedu majke i ploda (27,28). Kako je programiran njezin

ograniceni rok trajanja, do sada jo$ ostaje uvelike nepoznato.

Posteljica ima respiratornu, nutritivau, metabolicku, imunolosku i endokrinu ulogu te djeluje
kao regulator intrauterinog okoliSa s obzirom na to da na nju moze djelovati Citav niz vanjskih
1 unutarnjih faktora koji mogu modulirati njezinu funkciju (2). Preko postelji¢ne membrane
odvija se transport hranjivih tvari prema plodu te otpadnih tvari prema majci. Izmedu majke i
ploda se transport odvija obicnom difuzijom (kisik, uglji¢ni dioksid, lipidi, kreatinin, ureja,
lijekovi isl.), olakSanom difuzijom (pomoc¢u nosaca - npr. glukoza), aktivnim transportom (npr.

aminokiseline), ultrafiltracijom (Na, Cl, K) 1 pinocitozom (IgG) (27,29).

Osim toga, posteljica ima i metabolicku funkciju jer sintetizira glikogen, kolesterol i masne
kiseline. U sklopu svoje endokrine uloge sintetizira humani korionski gonadotropin (HCQG),
humani placentalni laktogen (HPL), prolaktin, relaksin, inzulinu sli¢an faktor rasta (engl.
Insulin-like growth factor, 1GF), progesteron 1 estrogene, najvise estriol, te mnoge druge tvari
¢ija funkcija jos ostaje uvelike nepoznata. Posteljica ima i hematopoetsku ulogu, s obzirom da
je izvor hematopoetskih prastanica (27,30). Osim prolaska IgG protutijela prema plodu,
imunoloska uloga posteljice je uz remodulaciju imunoloskog sustava majke presudna za
ocuvanje trudnoce jer prijeci reakciju odbacivanja s obzirom na to da su posteljica 1 plod
bioloski gledano polu presadci (engl. Semi-allograft) (Slika 2A 1 2C). Zato trofoblast, koji je u
doticaju s majéinom krvlju, ispoljava specificne humane leukocitne antigene (engl. Human

leukocyte antigene, HLA), naro¢ito HLA-G 1 HLA-E (31).

1.1.2. Razvoj posteljice

Od oplodnje do 8. dana traje prvi stadij razvoja posteljice - prelakunarni stadij. Nakon
oplodnje u jajovodu nastaje zigota koja se mitoticki dijeli do 16-stani¢nog stadija kada krece
prva diferencija stanica tijekom embrionalnog razvoja. Daljnjom diobom se iz unutarnje
stani¢ne mase (engl. Inner cell mass) razvije embrioblast koji ¢e biti osnova za razvoj zametka
1 svih njegovih tkiva, organskih sustava i pupkovine. Od vanjske stani¢ne mase (engl. Outer
cell mass) se razviju trofoektodermalne stanice i potom trofoblast iz kojeg ¢e nastati fetalni dio

posteljice i embrionalna ovojnica, korion (32).



Supljina izmedu unutarnjeg i vanjskog sloja stanica, blastocel, puni se teku¢inom proglom
kroz zonu pelucidu te tako nastaje blastocista koja ulazi u Supljinu maternice (28,30). Vec 6.
dana od oplodnje se blastocista embrionalnim polom priljubljuje uz endometrij koji je
sekrecijski promijenjen pod utjecajem velikih doza progesterona te dolazi do decidualne
reakcije isprva oko mjesta implantacije, a potom u ¢itavom endometriju, kojom se stromalne i
krvozilne endometralne stanice mijenjaju te uz endokrinu ulogu (izlucuju IGF, relaksin i
prolaktin) stvaraju zalihe lipida, glikogena i proteina (33). Sve do 9. tjedna gestacije prehrana
zametka ovisit ¢e o izlu€ivanju tih tvari iz pripremljenih endometralnih Zlijezda u intervilozni
prostor. Nakon toga pocinje dotok maj¢ine krvi u intrevilozni prostor. Konac¢na uspostava
uteroplacentarnog krvotoka dogada se tek krajem prvog tromjesecja, o ¢emu ¢e vise biti govora

u nastavku (27).

Nadalje, trofoblast sintetizira proteoliticke enzime 1 faktore koji razgraduju izvanstanicni
matriks ¢ime dolazi do apoptoze endometralnih epitelnih stanica i postize se ugnjezdivanje
blatociste u endometralnu stromu. U spomenutom procesu sudjeluje niz matriks
metaloproteinaza (engl. Matrix metalloproteinase, MMP) 1 njihovih inhibitora (engl. Tissue
inhibitors of metalloproteinase, TIMP), citokina, interleukin 1 (IL1) te laminin 1 fibronektin,
koStani morfogeneticki proteini 2 1 7 (engl. Bone morphogenetic protein 2,7, BMP 2,7) te
prostaglandin E2 (PGE2) (27). UspjeSna implantacija blastociste ovisi o nizu sinkroniziranih

dogadaja izmedu bastociste i pomno pripremljenog endometrija.

Zrela posteljica ima promjer oko 20 cm, debljine je oko 3 cm, te mase oko 500 g. Prema
podrijetlu, sastoji se od maj¢inog (lat. pars materna) 1 fetalnog dijela (lat. pars fetalis). Fetalni
dio, koji nastaje od trofoblasta i izvanembionalnog mezoderma, ¢ine korionska ploca koja
nastaje srastanjem amniona i resicastog koriona, a u njezinom mezenhimu nalaze se ogranci
umbilikalnih krvnih Zila - arterije i vene korionske ploce te postelji¢ne resice. Maternalni dio
¢ine bazalna decidua, postelji¢ne pregrade i intervilozni prostor koji ispunjava majc¢ina krv (30).
Maternalna povrsina ili bazalna plo¢a je podijeljena na 10 - 40 kotiledona odvojenih
septima/pregradama odnosno naborima decidue koji ne dopiru nikada do korionske ploce tako
da majcina krv tece slobodno oko svih kotiledona u jedinstvenom intervilnoznom prostoru (28)

(Slika 2A i 2B).
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Slika 2. Grada posteljice (A, B) i izmjena tvari izmedu majke i ploda (C). Preuzeto i preuredeno
iz (34).



1.1.3. Diferencijacija i invazija trofoblasta

Ve¢ 7. dana nakon oplodnje blastocista je djelomi¢no ukopana u endometralnu stromu.
Slijedi proliferacija 1 diferencijacija trofoektodermalnih stanica blastociste pa se razvija
unutarnji sloj citotrofoblast (CTB) te vanjski sloj, rani sinciciotrofoblast (STB), koji nastaje
stapanjem stanica CTB (28). CTB se diferencira u vilozni 1 ekstravilozni CTB (EVT) (35).
Potonji se potom dalje dijeli prema anatomskom smyjesStaju i razini daljnje diferencijacije pa je
tako EVT koji invadira endometrij nazvan intersticijskim citotrofoblastom (iCTB) te se smatra
presudnim za proces implantacije, dok se onaj koji invadira i remodelira stijenke spiralnih
endometralnih arterija naziva endovaskularnim citotrofoblastom (eCTB) 1 kljucan je za

pretvorbu spiralnih arterija u uteroplacentarne krvne Zzile (36).

Postoji jo§ nekoliko podtipova trofoblasta koji se takoder smatraju vaznima za ocuvanje
trudnoce (37). Upravo je uredna proliferacija 1 diferencijacija stanica trofoblasta u preciznom
vremenskom i1 prostornom kontekstu presudna za uredan razvoj posteljice. Takoder, EMT se
smatra kljuénom za razvoj humane posteljice s obzirom na vaznu ulogu koji ima u

diferencijaciji trofoblasta te u nastanaku bolesti vezanih za trudnocu (35).

Tijekom rane trudnocée ekstravilozni eCTB prilikom prodora i urastanja u decidualne
endometralne arteriole prvotno stvara ¢epove koji sprecavaju nagli dotok maj¢ine krvi pod
visokim tlakom u okolinu implantiranog zametka. Potom zamjenjuje sve slojeve arteriola,
ukljucujuéi misiéni sloj, u cilju remodeliranja odnosno pretvorbe arteriola u uteroplacentarne
krvne zile bez misSi¢nog sloja, zbog ¢ega one gube mogucnost kontrahiranja i ostaju dilatirane
¢ime se plodu osigurava stalni dotok i dovoljno velike koli¢ine krvi bogate kisikom 1 hranjivim
tvarima. Neadekvatna invazija rezultira vazokonstrikcijom i suzenim lumenom krvnih Zila §to

bitno ogranicava uteroplacentarni protok krvi (38—40).

Prvi val invazije ekstraviloznog iCTB dogada se izmedu 6. i 8. tjedna gestacije. S obzirom
na trofoblastne ¢epove u arteriolama endometrija, do 10. tjedna smatramo da se razvoj posteljice
odvija u hipoksi¢nim uvjetima. Smisao privremenih trofoblastnih ¢epova je u tome da se
sprijeci naglo nadiranje maj¢ine oksigenirane krvi pod visokim tlakom. Izostanak formiranja
cepova povezuje se s ranim spontanim pobacajima zbog prenagle hiperoksigenacije
(41). Istovremeno, iCTB invadira maj¢inu deciduu i kontrolira dubinu i1 vrijeme invazije
trofoblasta (41). Rastom parcijalnog tlaka kisika u interviloznom prostoru prestaje proliferacija
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1 poCinje diferencijacija viloznog CTB-a koji se spaja u multinuklearni STB te formira epitelnu
barijeru u dodiru s maj¢inom krvlju kroz koju se transportiraju kisik i hranjive tvari prema
plodu. Kako je STB na povrsini resica u izravnom doticaju s maj¢inom krvlju, ovaj nacin
placentacije zovemo hemokorionskim. STB ima i endokrinu funkciju jer izlu¢uje HPL 1 HCG.
Vilozni STB je osjetljiv na hipoksiju te brzo propada, a zamjenjuje ga novi STB koji ponovno

nastaje iz stanica CTB-a (28,41).

Osim kisika, postoji niz vrlo vaznih regulatora diferencijacije trofoblasta poput citokina i
faktora rasta. Bitno je naglasiti da hipoksija aktivira vaskularni endotelni faktor rasta (engl.
Vascular endothelial growth factor, VEGF), glikoliticke enzime i1 dusikov oksid (engl. Nitric

Oxide, NO) sto se pokazalo vaZznim 1 u naSem istrazivanju (42).

Drugi val invazije pojavljuje se izmedu 12. 1 14. tjedna gestacije te traje 4 do 6 tjedana, dakle
zavrSava oko 20. tjedna gestacije 1 odvija se u unutarnjoj tre¢ini debljine miometrija. Parcijalni
tlak kisika u interviloznom prostoru postepeno raste i s vrijednosti nize od 20 mm Hg prije 8.
tjedna, ustaljuje se iza 16. tjedna te je do termina oko 45 mm Hg (27). Citav proces je precizno
prostorno i vremenski reguliran, s obzirom da su prejaka ili preslaba CTB-STB fuzija,
preduboka ili preplitka invazija trofoblasta ili pak izostanak pretvorbe spiralnih arteriola
povezani s ranim gubitkom trudnoc¢e odnosno spontanim pobacajem ili pak nizom poremecaja

u trudno¢i kao $to su IUGR 1 preeklampsija (8).

1.1.4. Razvoj korionskih resica i uspostava uteroplacentarnog krvotoka

Od 8. dana od oplodnje formiraju se unutar trofoblasta Supljine zvane lakune pa govorimo o
pocetku lakunarnog stadija trofoblasta koji traje do 13. dana. Kako sinciciotrofoblast razgraduje
stijenke povrSinskih endometralnih krvnih zila, majcina krv se pocinje izlijevati u lakune.
Spajanjem lakuna unutar sinciciotrofoblasta sa endometralnim kapilarama u koje urasta,
stvaraju se sinusoide iz kojih ¢e se kasnije razviti intervilozni prostor. [Izmedu 10. 1 11. dana
nakon oplodnje €itava blastocista se ukopala u endometrij (28). Od 13. do 15. dana razvija se
korionska ploca iz koje izlaze posteljicne resice prema lakunama te budu¢em interviloznom
prostoru gdje se granaju u manje ogranke. Rani vilozni razvoj se odnosi na vrijeme od 13. do
28. dana nakon oplodnje kada urastanjem CTB-a u tracke STB-a, koji se nalaze izmedu

lakunarnih prostora nastaju primarne postelji¢ne resice zvane i usidrene resice (engl. Anchoring
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villi). Stroma resica razvija se iz izvanembrionalnog mezoderma, a njezinim urastanjem u
primarne resice nastaju sekundarne resice. Od 16. do 20. dana zapo€inje vaskulogeneza te se
formira primitivna krvozilna mreza u izvanembrionalnom mezodermu. Spajanjem krvozilne

mreze embrionalnih ovojnica s onima zametka uspostavlja se embrioplacentarni krvotok.

Razvoj krvnih Zila u postelji¢nim resicama je takoder prostorno i vremenski uskladen. Tako
se u korionskim resicama iz ekstraembrionalnog mezoderma pod utjecajem VEGF-a iz
trofoblasta razvijaju krvne kapilare u resicama, ¢ime nastaju primitivne tercijarne resice. U
spomenutom procesu osim VEGF-a sudjeluje jo§ niz drugih faktora poput PIGF-a (engl.
Placental growth factor), PDGF-a (engl. Platelet-derived growth factor), FGF-a (engl.
Fibroblast growth factor), TGF-a (engl. Transforming growth factor), TNF-a (engl. Tumor
necrosis factor) i jo§ mnogih drugih. Vazno je ponovno istaknuti da ekspresiju VEGF-a i PIGF-

a uz spomenute faktore regulira 1 hipoksija (43,44).

Placentarna vaskulogeneza i angiogeneza (proces remodeliranja postoje¢ih krvnih Zzila)
klju€ne su za razvoj i dozrijevanje posteljicnih resica (27,30). Od 5. tjedna gestacije usporedno
s vaskulogenezom u posteljici zapoCinje angiogeneza koja se odvija do kraja trudnode.
Razvijene krvne Zile u resicama omogucavaju izmjenu plinova 1 hranjivih tvari izmedu majke 1
ploda te izmedu maj¢ine 1 fetalne krvi postoje 4 sloja: endotel krvne Zzile resice,
ekstraembionalni mezoderm te sloj cito i sinciciotrofoblasta, Sto se sve zajedno naziva
uteroplacentarnom membranom. Poremecaj u razvoju krvnih Zila postelji¢nih resica dovodi do

poremecaja u trudnoci kao $to su IUGR i preeklampsija (27,28).

Osim povrsine i debljine uteroplacentarne membrane, za djelotvornu izmjenu tvari vazni su
i uteroplacentarni protok krvi te volumen interviloznog prostora. Upravo zbog toga je
uteroplacentarni krvotok vrlo intenzivan u trudno¢i. Prije trudnoce je protok krvi kroz spiralne

arterije 100 ml/min, dok je u terminskim uteroplacentarnim krvnim Zilama oko 500 ml/min (45).

Iz tercijarnih resica se razvijaju mezenhimalne resice koje su preteca svih ostalih oblika
resica: nezrelih intermedijarnih, zrelih intermedijarnih, mati¢nih i terminalnih resica (46).
Nezrele 1 zrele intermedijarne resice preteca su zrelim oblicima resica. Tijekom trudnoce stanice
trofoblasta u postelji¢nim resicama proliferiraju, diferenciraju se te odumiru apoptozom u nizu

vrlo dinamiénih i dobro uskladenih procesa kojima je svrha rast posteljice u ranoj te
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obnova i remodeliranje korionskih resica u kasnijim fazama trudnoce zbog prilagodbe rastu¢im
potrebama ploda. Do 8. tjedna gestacije posteljica dobiva konacni morfoloski izgled, nakon
Cega slijedi rast grananjem tercijarnih resica te ¢e sve resice koje se kasnije razvijaju biti

podrazredi tercijarnih resica (27).

U jednom oblikovanim krvnim zilama resica naknadna vaskularizacija se odvija u dva
razdoblja. Prvo je razdoblje granaju¢e angiogeneze koje traje do 25. tjedna gestacije, na koje se
nastavlja razdoblje negranajuce angiogeneze koje traje sve do kraja trudnoce (47). Fetalna krv
dospijeva u resice kroz dvije umbilikalne arterije koje se granaju u sve manje krvne Zile te se

drenira preko vena u jednu umbilikalnu venu.

Tlak krvi u fetalnim krvnim zilama je uvijek vis$i nego u intervioznom prostoru, jer bi u
suprotnom kolabirale. Izmedu 80 i1 100 uteroplacentarnih krvnih Zzila, koliko ih ukupno ima, se
otvara u intervilozni prostor te krv iz njih oplakuje resice. Svaka fetomaternalna cirkulatorna
jedina se sastoji od jednog stabla resica sa srediSnje smjestenim interviloznim prostorom, a

naziva se posteljini lobul (48).

Pred kraj trudnoce dolazi do zadebljanja bazalne lamine endotela krvnih kapilara, povecanja
udjela vezivnog tkiva u stromi i taloZenja fibrina na vanjskoj povrSini postelji¢nih resica Sto
posljedi¢no uzrokuje smanjenje izmjene tvari izmedu majke i ploda. Zato je vazno istaknuti da
posteljica ima veliki rezervni kapacitet. Naime, kad je i do 30% resica oblozeno fibrinom, to

jos$ ne mora imati nikakve negativne reperkusije na funkciju posteljice (27,28).

Bitno je napomenuti da i kod uredno razvijene posteljice pod utjecajem razlicitih patoloskih
stanja moze doc¢i do ispada posteljicne funkcije te gubitka rane trudnoce, nastanka TUGR-a,
intrauterine smrti ploda ili prijevremenog porodaja. To se moze dogoditi primjerice u slucaju
vilitisa, infarkta u krvnim zilama posteljice, kod kroni¢nog prijevremenog djelomicnog
odlijepljenja posteljice (abrupcije) ili drugih patoloSkih stanja koja mogu kompromitirati

funkciju posteljice (49).
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1.2. INTRAUTERINI ZASTOJ RASTA

1.2.1. Fetalni rast

Uredan rast ploda je rezultat normalnog razvoja i funkcije posteljice, cjelokupnog
zdravstvenog stanja majke, njezinih prehrambenih i drugih navika, genske osnove fetusa te

medudjelovanja brojnih okoli$nih faktora (50,51).

Vrijeme od zaceca do rodenja se smatra najbrzim i najintenzivnijim razdobljem rasta covjeka
(27). Prirast tjelesne mase ploda tijekom trudnoc¢e ima svoju dinamiku pa tako oko 15. tjedna
gestacije iznosi 5 g dnevno, oko 24. tjedna 15 - 20 g dnevno, a oko 34. tjedna iznosi ¢ak 30 -
35 g dnevno (52). Navedena dinamika rasta ploda se objasnjava tako $to je prvo tromjesecje
obiljeZeno intenzivnom diobom i posljedi¢no povec¢anjem broja stanica tijekom organogeneze,

dakle hiperplazijom stanica.

Oko 20. tjedna osim hiperplazije pojacava se hipertrofija stanica, a razdoblje nakon 32.
tjedna gestacije obiljezeno je intenzivnom hipertrofijom stanica (53). Tako je vrijeme nakon
32. tjedna pa sve do kraja trudnoce ujedno i vrijeme akumulacije veéine fetalnog masnog tkiva
kada plod ubrzano dobiva na tjelesnoj masi (52). No, ve¢ oko 36. tjedna gestacije na posteljici
se javljaju regresivne promjene koje ¢e dovesti do usporavanja fetalnog rasta nakon 38. tjedna

gestacije (27).

1.2.2. Kirivulje fetalnog rasta

Za procjenu fetalnog rasta koriste se centilne krivulje temeljem kojih se fetalna masa
procjenjuje kao normalna u rasponu izmedu 10. 1 90. centile za gestacijsku dob te su to fetusi
uredne mase, odnosno eutrofi¢ni. Fetusi kao i novorodencad procijenjene, odnosno porodajne
mase ispod 10. centile su hipertroficni, dok su oni iznad 90. centile za gestacijsku dob
hipertroficni. Da bi se rast ploda mogao objektivno procijeniti i usporediti sa standardnim za
svoju populaciju, izradene su brojne centilne krivulje razli¢itih populacija za ultrazvucnu
(UZV) procjenu fetalne mase te mase djeteta vaganog nakon porodaja, a u odnosu na njegovu

gestacijsku dob. Razlog za to su uocene razlike medu razlicitih populacijama i rasama, odnosno

12



njihov razliciti genski potencijal za rast. Stoga se javila bojazan da bi se zbog toga [IUGR mogao
pogresno i prekomjerno dijagnosticirati, uzrokujuéi time nepotrebne preglede 1 zdravstvene
intervencije, prekomjerni stres u trudnica i optereéenje zdravstvenog sustava (54). Osim toga,
uoceno je da muska djeca imaju za 150 g ve¢u masu od zenske, te da je tjelesna masa djece
viserotki veca 100 - 150 g od mase djece prvorotki (55). Pokazano je i da majcini geni utjeCu
na masu ploda znatno viSe od ocevih, te da zene koje i same imaju vecu tjelesnu masu radaju
djecu vecu porodajne mase (50,51). Zbog svega navedenoga danas postoji niz razli€itih krivulja
fetalnog rasta koje su napravljene u nastojanju da odgovaraju ciljanim populacijama i njihovim
specifi¢nostima. U Hrvatskoj je tako prva krivulja fetalnog rasta u¢injena jo§ 1982. godine u
Zagrebu, a sveukupno ih je do sada imamo cetiri; u Zagrebu, Rijeci 1 Splitu te nisu pokazale
znacajne regionalne razlike (55) (Slika 3). Ipak, do sada jo$ nije u¢injena jedinstvena nacionalna

krivulja rasta koja bi se standardno koristila u Hrvatskoj.

Krivulja rasta muske djece prvorotkinja u Zagrebu
1982.12001. godine
5
4,5 1| —#—1982-90 cent.
---3---2001-90 cent.
4 | =—€—1982-50 cent.
---0---2001-50 cent.
3,5 H --8&---1982-10 cent
2 ——4—2001-10 cent.
5 8T——————————————
-
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Slika 3. Krivulja fetalnog rasta muske djece u prvorotki u Zagrebu 1982. i 2001. te njihova
usporedba s prikazom na 90., 50. te 10. centili (55).
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Unatoc razlikama koje su uoc¢ene medu razli¢itim populacijama ili bas zbog njih, od 2009.
do 2014. godine provedena je medunarodna multicentricna i multietnicka studija (engl.
International fetal and newborn consortium for the 21st century, INTERGROWTH-21st) s
ciljem medunarodne standardizacije krivulja fetalnog rasta te rasta i razvoja u ranom djetinjstvu,
sve do 5. godine zivota djeteta. U tom su cilju prikupljeni i obradeni podaci iz osam geografski
posve razli¢itih urbanih populacija (Brazil, Kina, Indija, Italija, Kenija, Oman, Britanija, SAD)
te je suprotno dotada$njim istrazivanjima utvrdeno da je u zdravih i uredno uhranjenih trudnica
u nisko rizicnim trudno¢ama rast djece vrlo slian bez obzira na rasu i etniCku pripadnost
trudnice (56). Na temelju tih dobivenih rezultata su u Longitudinalnoj studiji fetalnog rasta (engl.
Fetal growth Longitudinal study, FGLS) izradene medunarodne standardizirane fetalne krivulje
koje je Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO) preporucila

kao standardizirane medunarodne krivulje fetalnog rasta (57) (Slika 4).
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Slika 4. Prikaz krivulja fetalnog rasta prema WHO-u sa usporedbom izmedu Zenskih (Z) i
muskih (M) fetusa za hipertrofe (95. centila), uredan rast (50. centila), te hipotrofe (5. centila).

c - centila. Preuzeto i preuredeno iz (56).
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Ipak, i dalje se koriste razli¢ite krivulje fetalnog rasta, kao $to je primjerice ona po Hadlock-
u koja je takoder jedna od medunarodno najces$ce koriStenih. Osim toga, stavovi vezano za
koriStenje standardiziranih medunarodnih krivulja takoder jo$ nisu jednoglasni. Primjerice,
jedna od novijih studija koja je procjenjivala upravo uporabu standardiziranih
INTERGROWTH-21 krivulja u europskim zemljama ne zagovara koristenje istih za europsku
populaciju jer upozorava da bi s obzirom na velika antropomorfna odstupanja medu europskim

populacijama moglo do¢i do podcjenjivanja broja hipotrofa za gestacijsku dob (58).

Osim toga, uoceno je da bez obzira jesu li koriStene INTERGROWTH-21, WHO ili krivulje
prema Hadlock-u, u¢inak procjene koji ¢e plodovi imati nepovoljan perinatalni ishod ostaje
slican. Naime, pokazano je da sve spomenute centilne krivulje imaju nisku osjetljivost i
pozitivnu prediktivnu vrijednost te da nece prepoznati vise od 70% plodova na kraju pogodenih
perinatalnim morbiditetom ili mortalitetom, odnosno da su slabi prediktori ranog neonatalnog
nepovoljnog ishoda (59). Zato se spomenute krivulje koriste samo kao dio alata za procjenu
rizika za [IUGR odnosno procjenu rizika za nepovoljan perinatalni i neonatalni ishod te uz njih
imamo na raspolaganju i koriStenje drugih pokazatelja fetalne kondicije osim procjene mase, a
o kojima ¢e vise biti govora u daljnjem tekstu. Tako ¢e tek kombinacija svih alata i kontinuirano

pracenje trudnoce dati najvjerodostojniju procjenu fetalne kondicije 1 mogucih rizika.

1.2.3. Definicija i dijagnoza zastoja fetalnog rasta

Intrauterini zastoj rasta (engl. Intrauterine growth restriction, IUGR ili Fetal growth
restriction, FGR) ozna¢ava nemogu¢nost ploda da ostvari svoj puni genetski potencijal za rast
te se svrstava u jedan od najvaznijih poremecaja u trudnoéi s obzirom da uzrokuje znacajno
poviSenje perinatalnog i neonatalnog morbiditeta 1 mortaliteta. Fetusi optere¢ceni [UGR-om
imaju pet do deset puta veci rizik od intrauterine smrti. Osim toga, pokazano je da je nakon
prijevremenosti [IUGR drugi po ucestalosti uzrok dojenackog mortaliteta (60). Nadalje, djeca
rodena sa [IUGR-om imaju slabije kognitivne sposobnosti u odnosu na djecu rodenu iz urednih
trudnoca te osim toga imaju i povecan rizik za razvoj neurorazvojnih poremecaja (61). Takoder,
sve viSe dokaza govori u prilog teoriji da bi IUGR mogao biti pretec¢a brojnih kroni¢nih bolesti
u odrasloj dobi kao $to su dijabetes, bolest koronarnih arterija, hipertenzija, dislipidemija i
kroni¢na bubrezna bolest (62).
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Prema ACOG-u (engl. American College of Obstetricians and Gynecologists) 1 SMFM-u
(engl. Society for Maternal-Fetal Medicine) se dijagnoza IUGR-a temelji na ultrazvucnoj
procjeni mase ploda (engl. Estimated fetal weight, EFW) ispod 10. centile za gestacijsku dob te
spol ploda prema utvrdenim krivuljama fetalnog rasta (6). Ultrazvucna procjena mase ploda se
temelji na ultrazvuénom mjerenju biparijetalnog promjera glave (engl. Biparietal diameter,
BPD), opsega glave (engl. Head circumference, HC), opsega abdomena (engl. Abdominal
circumference, AC) te duljine bedrene kosti (engl. Femoral lenth, FL). Osim gore navedene
EFW ispod 10. centile, dijagnoza IUGR-a se takoder prema ACOG-u moZze postaviti i na
temelju ultrazvucne procjene izmjerene samo AC ispod 10. centile za gestacijsku dob o cemu

¢e viSe govora biti u nastavku (63,64).

IUGR se smatra kompleksnom opstetrickom dijagnozom oko koje postoji jo§ dosta
nedorecenosti, s obzirom na manjak konsenzusa u struci vezano za dijagnosti¢ke kriterije,

etiologiju, pracenje takvih trudnoca te napose vezano za optimalno vrijeme porodaja (63).

Uz sve navedeno, dodatni izazov vezano za dijagnosticiranje [IUGR-a je u tome da se uspije
prepoznati koji su plodovi manji od 10. centile za gestacijsku dob, a da su zapravo ostvarili svoj
puni genetski potencijal rasta te su stoga tek konstitucijski manji u odnosu na veéinu plodova
svoje gestacijske dobi (engl. Small for gestational age, SGA). To je bitno stoga §to ti plodovi,
unato¢ tome Sto su masom ispod 10.c. za gestacijsku dob, zapravo nemaju povecan fetalni i

neonatalni morbiditet i mortalitet (65).

Smatra se da bi ¢ak do 70% fetusa s masom ispod 10. centile ustvari moglo pripadati upravo
toj grupi (66). Ipak, koji ¢e fetusi biti SGA, a koja doista imati [UGR nije moguce odrediti bez
adekvatnog pracenja. Stoga su za spre¢avanje nepovoljnog ishoda trudnoce te dobar dugorocni
ishod i prognozu djece s [IUGR-om klju¢ni pravodobna i ispravna dijagnoza, adekvatan nadzor
nad trudnoom optere¢enom IUGR-om, kao i pravodobni porodaj uz moguénost adekvatnog
ranog zbrinjavanja novorodenceta s obzirom na povecani rizik od fetalnog i neonatalnog

morbiditeta 1 mortaliteta.

Za ispravno postavljanje dijagnoze odsudno je pravilno odredivanje trajanja trudnoce
odnosno gestacijske dobi djeteta na temelju anamnestickog podatka o prvom danu zadnje
menstruacije (engl. Last menstrual period, LMP) te u skladu s dobivenom informacijom,

ultrazvuéno mjerenje duljine tjeme-trtica ploda (engl. Crown-rump lenght, CRL) u prvom
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tromjese¢ju. Ako se LMP i1 CRL razlikuju za 5 dana prije navrSenog 9. tjedna gestacije, te 7
dana izmedu 9. 1 14. tjedna, potrebno je korigirati trajanje trudno¢e odnosno gestacijsku dob

ploda prema CRL-u (52).

Incidencija IUGR-a ovisi o referentnim krivuljama fetalnog rasta (67). Velika medunarodna
studija INTERGROWTH-21st je pokazala vecu incidenciju IUGR-a u zemljama u razvoju u
nego u razvijenim zemljama. Naime, gotovo je 20% Zzivorodene djece u zemljama u razvoju
porodajne mase ispod 10. centile, u odnosu na oko 10% u razvijenim zemljama. Osim toga, ¢ak
22% neonatalne smrtnosti u zemljama u razvoju otpada upravo na djecu tjelesne mase ispod

10. centile za gestacijsku dob (5,68).

S obzirom na moguce teske posljedice za plod, brojnim se istrazivanja pokusalo otkriti moze
Ii se prevenirati [UGR. PokuSalo se s dijetetskim mjerama, dodacima prehrani koji bi pomogli
u povecanju rasta ploda, pojacanim mirovanjem trudnice, terapijom kortikosteroidima,
antihipertenzivima, antikoagulantnom terapijom te primjenom plazma ekspandera, no niSta od
navedenoga nije sprijecilo nastanak i smanjilo incidenciju IUGR-a (69,70). Ipak, potrebno je
naglasiti da se niske doze acetilsalicilne kiseline daju preventivno kod trudnica s visokim
rizikom za razvoj preeklampsije ¢ime dolazi i do smanjenja ucestalosti [UGR-a u tim

trudnocama s obzirom da se kod preeklampsije, narocito teskih oblika, ¢es¢e javlja [IUGR (71).

1.2.4. Etiologija i faktori rizika

Poznajemo mnoge faktore rizika za razvoj IUGR-a, te ih dijelimo na one od strane majke,
ploda, ili pak posteljice, a ¢esto se ti moguci uzroci [UGR-a medusobno preklapaju pridonoseci
kompleksnosti ovog poremecaja (Slika 5). IUGR je stoga heterogeni poremecaj, kako u svojoj
raznolikoj, ¢esto kompleksnoj etiologiji, tako 1 u rasponu klini¢kih slika od blagog do tezeg i
napose teskog zastoja. Sukladno tome, razli€it je i perinatalni te neonatalni ishod te optimalan

ritam praéenja takvih trudnoca, koji ¢e biti diktiran praéenjem stanja i kondicije ploda.
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4 Faktori rizika za razvoj IUGR-a .

od strane majke
e dob <16>35 « lijekovi
« antifosfolipidni sindrom « preeklampsija
* IUGR u prethodnoj trudnoci « kronicne bolesti

e kratki interval izmedu trudno¢a e pothranjenost u trudnoci
« Zivot na visokoj nadmorskoj visini e droga, alkohol, cigarete,
« niska tjelesna masa prije trudnoce

« uterini faktor (Mullerove anomalije, miomi)

V.

od strane posteljice infekcije

. mm}‘ce
« placenta accreta
« Vvelamentozna insercija pupkovine
« placenta circumavallata
« tumori posteljice
« hemangiomi posteljice
e difuzni kronicni vilitis

e SUA
o CPM

N /

Slika 5. Faktori rizika za nastanak [IUGR-a od strane majke, posteljice 1 ploda za razvoj IUGR-

a. Uredeno prema predlosku (72). CPM, Confined placental mosaicism; SUA, Single umbilical
artery.

1.2.4.1. Faktori rizika za nastanak IUGR-a od strane majke

Osim anamnestickog podatka o LMP, anamneza i povijest bolesti trudnice su klju¢ni za
utvrdivanje poviSenog rizika za IUGR te potrebe za pojadanim praéenjem trudnoce, jer

dobivamo uvid u maj¢ine bolesti 1 navike koje mogu biti povezane s nastankom IUGR-a.

Tako se moze od pocetka trudnoce pojacano nadzirati trudnoéu u Zena s povisenim rizikom
za razvoj IUGR-a i smanjiti mogucénost nepovoljnog perinatalnog ishoda, te ako je moguce,
rano prepoznati i otkloniti uzrok nastanka IUGR-a. Osim toga, jedan od rizi¢nih faktora za
IUGR u sada$njoj trudno¢i je upravo IUGR u prethodnoj trudno¢i, s obzirom na to da je rizik

od ponovljenog IUGR-a ¢ak 25% (73).

18



Majke nizeg socioekonomskog statusa, te one u zemljama u razvoju s loSijom prenatalnom
skrbi imaju povisen rizik od IUGR-a (74). Osim toga, pothranjenost majke prije trudnoce te
dnevni kalorijsku unos ispod 1500 kilokalorija u trudno¢i, ili Zivot na visokoj nadmorskoj visini
te kratak interval izmedu trudnoca takoder utjecu na ucestalost pojave IUGR-a (75). Osim toga,
brojne kroni¢ne bolesti u trudnica mogu znacajno utjecati na pojavu IUGR-a, pa je tako
ucestaliji kod Zena sa kroni€nom hipertenzijom, dijabetesom, kroni¢nim bubreZnim ili plu¢nim

bolestima, ulceroznim kolitisom, Chronovom boles¢u te antifosfolipidnim sindromom.

Osim toga, IUGR se ceS¢e javlja kod trudnica s preeklampsijom, kako je ranije veé
napomenuto. Nadalje, lijekovi koje trudnica uzima zbog svoje osnovne bolesti mogu znacajno
utjecati na fetalni rast (beta blokatori, antikonvulzivi i dr.). PuSenje u trudno¢i, bas$ kao i
zlouporaba razli¢itih droga 1 alkohola mogu biti rizi¢ni faktor za pojavu IUGR-a. Mullerove
anomalije maternice su takoder mogu¢i uzrok nastanka [UGR-a. U literaturi se moze naci i da
su infertilitet 1 tehnike asistirane reprodukcije (engl. Artificial reproductive techniques, ART)
neovisni faktor rizika za IUGR (76,77). Ipak, druga istrazivanja osporavaju nepovoljan utjecaj

ART-a na rast ploda pruzaju dokaze o potpuno urednom rastu ploda (78,79).

1.2.4.2. Faktori rizika za nastanak IUGR-a od strane ploda

U oko 10% djece uzrok IUGR-a su kongenitalne anomalije te je stoga detaljan ultrazvucni
pregled fetalnih struktura (engl. Anomaly scan) vrlo vazan za odredivanje uzroka i mogucéeg
nastanka IUGR-a (80). Najces¢e anomalije koje se javljaju uz IUGR su defekti trbusnog zida
(gastroshiza ili omfalokela), dijafragmalna hernija, skeletna displazija te neke kongenitalne
src¢ane greske. Osim toga, genske 1 kromosomske anomalije mogu biti uzrok nastanka [UGR-a
u Cak 5 - 20% slucajeva. IUGR se javlja s trisomijom 21. (Downov sindrom), trisomijom 18.
(Edwardsov sindrom) te trisomijom 13. kromosoma (Patau sindrom). Javlja i s delecijama
kromosoma 4 (Wolf—Hirschhornov sindrom) 1 5 (Cri du chat sindrom) te u razli¢itim genskim
sindromima. Infekcije u trudno¢i - TORCH, uzrok su IUGR-a u oko 5% slucajeva, a najcesce
se od njih u razvijenim zemljama kao uzrok IUGR-a javlja infekcija citomegalovirusom

(CMYV). Ucestalija pojavnost [IUGR-a uocena je i u viseplodnim trudno¢ama (76).
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1.2.4.3. Faktori rizika za nastanak IUGR-a od strane posteljice

Najces¢i uzrok IUGR-a u strukturno i kromosomski zdravih plodova, koji obi¢no uzrokuje
asimetricni tip [IUGR-a, je uteroplacentarna insuficijencija (7). Naime, abnormalna placentacija
i placentna vaskularna bolest dovode do uteroplacentarne insuficijencije, kroni¢ne hipoksije i

razvoja IUGR-a (9). Upravo je stoga to i predmet naseg istrazivanja.

Osim toga, u oko 10% slucajeva TUGR-a u kojih se prvotno ne identificira uzrok,
patohistoloSkim pregledom posteljice nade se ograni¢eni mozaicizam posteljice (engl. Confined
placental mosaicism, CPM). Naime, u takvim je posteljicama povecana ucestalost decidualne
vaskulopatije i infarkta djela posteljice pa je time kompromitirana i njezina funkcija te dolazi

do ITUGR-a (81,82).

Nadalje, bitno je ponovno istaknuti da 1 kod uredno razvijene posteljice pod utjecajem
razli¢itih patoloSkih stanja moze doc¢i do ispada posteljicne funkcije i posljedicnog nastanka
IUGR-a. Tako ¢e primjerice u slucaju infarkta u krvnim Zzilama posteljice do¢i do ispada
funkcije toga djela posteljice ili pak ako dode do kroni¢nog prijevremenog odlijepljenja djela
posteljice (abrupcije). Funkcija posteljice moze biti kompromitirana i u slu¢aju hemangioma ili

tumora u podrucju posteljice, ili pak kod upalnih stanja kao $to je kroni¢ni vilitis (49).

Povisen rizik od nastanka IUGR-a pojavljuje se i u slucaju placente circumvallate u koje
moze biti znacajno smanjena korionska ploca te kod placente accrete i placente previje (72,83).
Treba istaknuti da i velamentozna insercija pupkovine te postojanje samo jedne umbilikalne
arterije u pupkovini (engl. Single umbilical artery, SUA) takoder mogu dovesti do nastanka

IUGR-a (72).

Zbog svega navedenoga, pregled posteljice od strane patologa nakon porodaja djeteta s
IUGR-om je vrlo vazan, obzirom da se tako dobiva uvid u stanje posteljice te moguce uzroke
IUGR-a (infarkti, znakovi upale i sl.) te se time prikupljaju moguci vazni podaci za planiranje

nove trudnoce.

Ipak, unato¢ brojnim poznatim uzrocima i faktorima rizika, u ¢ak oko tre¢ine slucajeva

IUGR je 1 dalje nepoznate etiologije (84).

20



1.2.5. Patofiziologija i vrste IUGR-a

Sredi$nji problem kod IUGR-a je kompromitirana opskrba ploda kisikom i hranjivim
tvarima uslijed placentarne insuficijencije. Ona nastaje, kako je ve¢ ranije objasnjeno, kao
posljedica poremecaja invazije EVT u endometralne spiralne arterije te izostanka njihove
pretvorbe u uteroplacentarne krvne zile, jer tada dolazi do smanjenog volumena krvi u
interviloznom prostoru koji s vremenom ne moze zadovoljiti potrebe rastuceg ploda.
Placentarna insuficijencija moZze se javiti i uslijed poremecaja sazrijevanja posteljicnih resica,
redukcije interviloznog prostora i dr. Kod uredno razvijene posteljice takoder moze do¢i do
nastanka insuficijencije uzorkovane razli¢itim patoloskim stanjima poput vilitisa, tromboze,
talozenja fibrina i sl. Sva ta stanja kompromitiraju puni opseg rada posteljice te ovisno o svojem

intenzitetu mogu uzrokovati [IUGR.

Napredovanjem trudnoce rastu potrebe ploda za kisikom i hranjivim tvarima jer je to doba
najintenzivnijeg rasta, zbog Cega je potrebna stalna prilagodba posteljice tim rastuéim
potrebama. Insuficijentna posteljica ne moze pratiti potrebe fetusa Sto rezultira nutritivnom
insuficijencijom posteljice s posljedi¢nim razvojem kasnog, asimetricnog [UGR-a koji ¢ini 70-
80% svih IUGR-a. Ovaj se oblik [IUGR-a javlja nakon 32. tjedna gestacije kada su fetalne
potrebe u najveéem porastu jer je to vrijeme najintenzivnijeg porasta mase ploda. Kod ovog
tipa [UGR-a su BPD i HC urednih vrijednosti za gestacijsku dob, FL moze tek nesto zaostajati,
no najviSe zaostaje AC. Upravo se zato dijagnoza asimetricnog IUGR-a moze postaviti na
temelju ultrazvucne procjene izmjerene AC ispod 10. centile za gestacijsku dob, pa je tako i

ACOG priznaje kao dijagnosticki kriterij za [UGR, kako je ranije ve¢ napomenuto (63,64).

S obzirom na smanjen dotok hranjivih tvari fetus pokuSava nadoknaditi i o€uvati energiju
kako bi povecao svoje izglede za prezivljenje. Dolazi do smanjenja ukupne tjelesne masti (engl.
Total body fat) te smanjenja zaliha glikogena u jetri, §to se najbolje moze uociti smanjenjem
fetalne AC. Naime, preusmjeravanjem odnosno centralizacijom krvotoka fetus pokuSava
osigurati 1 ocuvati rast i razvoj kljuénih struktura (mozak, srce, nadbubrezna zlijezda) - §to se
naziva 1 efekt poStede mozga (engl. Brain sparing effect). Stoga se upravo AC smatra
najpouzdanijim biometrijskim pokazateljem IUGR-a (85) §to je i potvrdeno s obzirom da je
upravo u fetusa u kojih je AC ispod 5. centile za gestacijsku dob nadena ucestalija fetalna

hipoksija i acidemija u odnosu na fetuse urednog AC iste gestacijske dobi (86).
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Nadalje, centraliziranjem krvotoka dolazi do smanjenja protoka krvi kroz bubrege, Sto
posljedicno dovodi do smanjene diureze i smanjenja koli¢ine plodove vode, odnosno,
oligohidramnija. Uslijed prilagodbi fetusa na nepovoljne uvijete dolazii do smanjenja miSiéne
mase te snizenja sadrzaja minerala u kostima. Fetus pocinje reducirati broj 1 kvalitetu svojih
pokreta Sto je vidljivo pri ultrazvu¢nom mjerenju biofizikalnog profila. U kroni¢noj hipoksiji

ubrzava se sazrijevanje fetalnih plu¢a i povecana je proizvodnja eritrocita (87,88).

Ako se IUGR razvije tijekom rane trudnoce, u vrijeme intenzivne hiperplazije stanica, svi ¢e
organi, a posljedi¢no i ultrazvucne mjere ploda biti proporcionalno smanjeni §to ¢e se ocitovati
simetri¢nim tipom IUGR-a na koji otpada 20 - 30% svih sluc¢ajeva [UGR-a. Stoga, simetri¢ni
zastoj u rastu ploda obi¢no znaci da je patoloski proces koji je doveo do zastoja nastupio rano
u trudno¢i i da je u ranom razvoju doslo do smanjene opskrbe ploda hranjivim tvarima. Najcesce
nastaje kao posljedica kromosomopatija ploda, kongenitalnih infekcija u ranoj trudno¢i 1 sl.
(89). S obzirom na povecanu ucestalost aneuploidija u simetricnom [UGR-u, rano uocavanje

zaostajanja u rastu preporuka je za kariotipizaciju ploda (90).

Osim asimetri¢nog i simetri¢nog oblika, postoji takoder i mjeSoviti tip zastoja, koji je obi¢no
prisutan u zemljama u razvoju i odlikuje se, kako mu i ime govori, karakteristikama oba ranije

opisana tipa [IUGR-a (91).

1.2.6. Pracenje trudnoée s IUGR-om

U IUGR-u je potrebno pojacano prac¢enje ponavljanim, serijskim ultrazvu¢nim mjerenjima
gdje se prati dinamika dobivanja na masi ploda, biofizikalni profil ploda (engl. Biophysical
profile, BPP) te doplerska mjerenja protoka u pojedinim krvnim zilama, prije svega u
umbilikalnoj arteriji (lat. Arteria umbilicalis, AU), ali 1 u srediSnjoj mozdanoj arteriji (lat.

Arteria cerebri media, ACM) te napose u venoznom duktusu i umbilikalnoj veni (92).

Ne postoji konsenzus i jasne smjernice o optimalnom broju ultrazvuénih pregleda u trudnoci.
Broj pregleda, njihov vremenski razmak i vrsta odreduju se individualno, prema potrebama
ploda na temelju ranijih ultrazvucnih nalaza. Ipak, UZV pregled u kojem je pozeljno uciniti
detaljan pregled fetalnih organa i1 organskih sustava (engl. A4nomaly scan) preporucuje se
izmedu 18. 1 22. tjedna gestacije. Osim toga, postoji i preporuka UZV pregleda oko 32. te 36.
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tjedna zbog pracenja fetalnog rasta u zadnjem tromjesecju kada se ocekuje najintenzivniji

prirast mase ploda (93).

Kako je ve¢ navedeno, rani [IUGR moze biti ¢eS¢e povezan s aneuploidijom, te je uputno
uciniti kromosomsko testiranje ploda. Osim toga, SMFM preporucuje kromosomsko testiranje
bez obzira na gestacijsku dob u kojoj je uocen IUGR ako se ultrazvuénim pregledom, napose
UZV probirom na anomalije ploda, postavi sumnja na strukturnu anomaliju ploda ili ako su
vidljivi neki od markera za kromosomopatije poput ciste koroidnog pleksusa ili zadebljanje
nuhalnog nabora. Ako se uz IUGR prati 1 povecana koli¢ina plodove vode (polihidramnij),
povecana je sumnja u trisomiju 18 ploda te je takoder indiciran probir na komosomopatije

(63,94).

Biofizikalnim profilom procjenjujemo fetalnu kondiciju, jer je on odraz fetalnog acido-
baznog statusa. Ultrazvu¢nim pregledom se traZe i procjenjuju pokreti i tonus ploda, pokreti
disanja te koli¢ina plodove vode (engl. Amniotic fluid index, AFI). Osim spomenutih
ultrazvuénih parametara postoji 1 peta komponenta biofizikalnog profila, a to je
kardiotokografski zapis (engl. Cardiotocography, ctg) u mirovanju (engl. non-stress test, NST).
Svaki od procijenjenih parametara se ocjenjuje s najvise 2 boda, $to za ultrazvucne parametre
daje zbroj od najvise 8, a kada ubrojimo i NST najvise 10 bodova. Tako je rezultat ukupnog

zbroja u BPP-u odraz stanja, odnosno kondicije fetusa (95).

BPP i NST su pouzdani testovi za procjenu stanja ploda te je intrauterina smrt unutar tjedan
dana od urednih rezultata BPP-a i NST-a vrlo rijetka (96). Upravo se zato ovi testovi
preporucuju za redovito pracenje fetusa s [IUGR-om. Nalazi doplerskih mjerenja ¢e nalagati
ucestalost provodenja NST-a i BPP-a. Tako ¢e se u slu¢aju odsutnog ili obrnutog dijastolickog
protoka u AU s obzirom na slabljenje fetalnih kompenzacijskih mehanizama, a prema dnevnim

provjerama BPP-a 1 NST-a i ovisno o gestacijskoj dobi, razmatrati dovrSenje trudnoce.

U trudno¢ama u kojima je etiologija [IUGR-a vezana za postelji¢nu insuficijenciju, doplerska
mjerenja, naro¢ito u AU, preporuCen su nacin pracenja ploda jer se njima moze pratiti
uteroplacentarni krvotok odnosno obliteracija posteljicne vaskulature, s obzirom da ¢e ispadi
postelji¢ne vaskulature dovesti do promjena u fetalnoj hemodinamici. Doplersko mjerenje
brzine protoka krvi (engl. Doppler velocimetry) u AU smatra se jednim od najvaznijih

postupaka u nadzoru ploda s IUGR-om, jer je utvrdeno da dobro korelira sa stanjem ploda te
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da moze smanjiti perinatalni morbiditet i mortalitet i odgoditi nepotrebni jatrogeni prijevremeni
porodaj, smanjiti ucestalost nepotrebnih indukcija porodaja i carskog reza, Sto je potvrdeno i
PORTO studijom (engl. Prospective Observational Trial to Optimize Pediatric Health in
Intrauterine Growth Restriction) (97,98).

Naime, ranije navedeni mnogobrojni uzroci od strane majke i posteljice mogu dovesti do
obliteracije krvnih Zila u posteljicnim resicama $to dovodi do povecanog otpora u krvnim
zilama posteljice 1 rezultira progresivnim smanjenjem protoka na kraju dijastole u AU dok
protok ne postane odsutan ili obrnut. Tako se Doplerskim mjerenjem protoka u AU procjenjuje
otpor protoku krvi u fetoplacentarnoj jedinici. Primjerice, u slucaju ispada do 30% vilozne
vaskulature dolazi do povecanja otpora u AU (engl. AU resistance) koji dovodi do smanjenog
protoka na kraju dijastole (engl. End-diastolic flow, EDF) i smatra se slabim prediktorom za
nepovoljan ishod trudnoc¢e s [UGR-om, dok u slucaju ispada 60 - 70% vilozne vaskulature,
dijastolicki protok u AU postaje odsutan ili obrnut te se smatra vrlo nepovoljnim pokazateljem

i dobrim prediktorom za prognozu djeteta (99).

Doplerska mjerenja se mogu raditi i u ACM ploda u svrhu pra¢enja kompenzacijskih
mehanizama 1 centralizacije krvotoka u ploda. Naime, daljnjim napredovanjem
cerebrovaskularne hipoksije unato¢ centralizaciji krvotoka dolazi do vazodilatacije u podrucju
ACM 1 to se smatra znakom uznapredovale hipoksije i slomom kompenzacijskog mehanizma
centralizacije krvotoka. Sa stalnim porastom otpora protoku u AU pogorSava se sr¢ana funkcija,
raste centralni venski tlak te rezultira odsutnim ili obrnutim dijastolickim protokom u venoznom
duktusu (lat. Ductus venosus, DV) 1 ostalim velikim venama ploda. Preterminalno se u ploda
mogu razviti 1 trikuspidna regurgitacija te obrnuti protok u silaznom djelu aorte. Promjene u
DV-u ¢e se pojaviti oko dva tjedna nakon hemodinamskih promjena u arterijskoj cirkulaciji te
ih zato smatramo kasnim promjenama (100,101). Doplerska mjerenja u ACM te napose u DV

1 umbilikalnoj veni SMFM ne preporucuje u rutinskom pra¢enju [UGR-a (94).

Ne postoje jasne smjernice vezano za hospitalizaciju trudnica s [TUGR-om, jer nema
pouzdanih informacija da hospitalizacija i mirovanje poboljsavaju ishod trudno¢e kod IUGR-a
(69). Ipak, s obzirom na poveéane rizike za plod, obi¢no se unutar pojedinih ustanova
dogovaraju kriteriji za hospitalizaciju i nadzor, pri ¢emu je osim procijenjene mase ploda bitan

1 prirast na tjelesnoj masi tijekom vremena (serijska ultrazvu¢na mjerenja obi¢no u razmacima
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od 2 ili 3 tjedna) te nalazi ostalih, ranije spomenutih pretraga. Trudnicama je pak potrebno dati

sve relevantne informacije i objasniti moguce rizike za plod.

1.2.7. Nacin i vrijeme porodaja djeteta s IUGR-om

Nalazi doplerskih mjerenja u AU 1 prisustvo jo§S nekog od mogucih znakova
uteroplacentarne insuficijencije kao Sto su oligohidramnij ili preeklampsija, uputit ¢e na
ucestalost provodenja BPP-a i NST-a te ¢e se sukladno nalazima i ovisno o gestacijskog dobi
odlu¢ivati o pravovremenom porodaju procjenjujuéi rizik od intrauterine nutritivne i
respiratorne insuficijencije i posljedi¢no fetalne patnje i moguce smrti, u odnosu na sve rizike
prijevremenog porodaja. Naime, kako je ve¢ ranije istaknuto, klju¢no je sustavno pojacano i
adekvatno pracenje ploda sa sumnjom u IUGR, jer se tako smanjuje rizik od intrauterine
hipoksije 1 smrti, dok se s druge strane pokuSava dosegnuti zrelost ploda s obzirom na povisen
morbiditet i mortalitet uzrokovan prijevremenim porodajem, narocito prije 32. tjedna gestacije

(64).

Ako se porodaj planira prije 32. navrSenog tjedna gestacije, preporucuje se davanje
magnezijevog sulfata prije porodaja radi neuroprotekcije, s obzirom da je pokazano da
poboljsava kratkoro¢ne i dugorocne ishode prijevremeno rodene djece s [IUGR-om (102). Ako
oc¢ekujemo porodaj do navrSena 34 tjedna gestacije preporuCuje se antenatalna primjena
kortikosteroida za ubrzavanje sazrijevanja fetalnih plu¢a zbog nadolazeceg porodaja. Izmedu
34. navrSenog tjedna pa do 36 tjedana 1 6 dana gestacije takoder je moguca primjena
kortikosteroida ako nisu davani ranije i ako ocekujemo porodaj unutar 7 dana od primijenjene

terapije (63).

Vaznost procjene izmedu dobrobiti za plod u nepovoljnim intrauterinim uvjetima koji mogu
dovesti do smrti ploda te zdravstvenih posljedica u slucaju prijevremenog porodaja pokazana
je studijom GRIT (engl. Growth restriction intervention trail). Naime, u grupi u kojoj je odmah
uslijedio porodaj pokazana je manja intrauterina smrtnost, no visa neonatalna i infantilna
smrtnost, u odnosu na grupu s ekspektativnim pristupom (103). Ipak, pokazano je da je
dugorocni neuroloski razvoj djece bio slican u obje grupe (104). Drugom studijom, DIGITAT
(engl. Disproportionate intrauterine growth intervention trial at term), nije nadena znacajna

razlika u ishodu bez obzira je li porodaj uslijedio odmah ili nakon ekspektativnog perioda, no
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pokazan je neosporno povoljan ishod trudnoc¢e ako je pomno praceno dijete s IUGR-om

porodeno s navrSenih 38 tjedana gestacije, s obzirom na dosegnutu znatnu fetalnu zrelost (105).

Prema preporuci ACOG-a, uz uredna doplerska mjerenja u AU kod fetusa mase izmedu 3. i
10. centile, poradaj treba planirati izmedu 38. i 39. tjedna, a ispod 3. centile s navrSenih 37
tjedana gestacije (63). Naime, pokazano je da naroCito nakon 39. tjedana gestacije raste rizik za

intrauterinu smrt ploda, a rizik raste obrnuto proporcionalno masi ploda (106).

S obzirom da su odsutan ili obrnut EDF u AU znakovi fetalnog kardiovaskularnog i
metaboli¢kog pogorSanja te su predisponirajuci faktor za nepovoljan fetalni ishod, kako je veé
ranije naglasSeno, kod takvih se plodova intenzivira pracenje te se porodaj prema SMFM-u
preporucuje u slucaju odsutnog EDF-a u AU izmedu 33. i1 34. tjedna gestacije, a s obrnutim
dijastolickim protokom izmedu 30. 1 32. tjedna gestacije. U slucaju perzistentnog reverznog a-
valau DV-u, ve¢ se s navrSenih 30 tjedana gestacije preporucuje porodaj, dok se prije 30. tjedna
preporucuje individualizirani pristup (94), obzirom da je pokazano da se izmedu 26. 1 29. tjedna

svakim danom trudno¢e povecava mogucénost prezivljenje ploda za 1 do 2 % (107).

Planiranje optimalnog nac¢ina porodaja presudno je kod djece s [UGR-om s obzirom da je
zbog ucestalije intrauterine asfiksije potreban stalni nadzor ako se planira vaginalni porodaj.
Odluka o vaginalnom porodaju donosi se na temelju stanja i kondicije ploda te opstetrickog
nalaza trudnice. Naime, fetus s [UGR-om ima smanjenu fetalnu rezervu kisika i1 hranjivih tvari
te zbog toga smanjenu moguénost kompenziranja dodatnog hipoksijskog stresa uslijed uterinih
kontrakcija (trudova), narocito u slucaju insuficijencije posteljice, kada moze do¢i do akutne

hipoksije 1 potrebe za dovrSetkom porodaja hitnim carskim rezom.

Uteroplacentarna insuficijencija koja rezultira hipoksijom ploda i metabolickom acidozom
dovodi do povecanog rizika za oSte¢enje mozga te moze doci do razvoja hipoksi¢no-ishemijske
encefalopatije, ucestalije dolazi do pasaze i aspiracije mekonija, pa je stoga osim intenzivnog
nadzora u porodaju klju¢no imati na raspolaganju neonatologe i mogucnost osiguranja

intenzivne neonatalne skrbi (53).
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1.2.8. Kratkotrajne i dugotrajne posljedice IUGR-a

U djece s IUGR-om povecan je fetalni i neonatalni mortalitet, neonatalni morbiditet 1
povecana je ucestalost abnormalnog neurorazvojnog ishoda (engl. Neurodevelopmental
outcome) u odnosu na djecu rodenu s urednom tjelesnom masom (108). Mortalitet raste §to je
manja masa ploda za gestacijsku dob te S$to je niza gestacijska dob. Pokazano je da fetalni
mortalitet naglo raste ispod 6. centile (66), a prema nekim istrazivanjima ispod 5. centile, kako
u prijevremeno rodene tako i u terminske djece s [UGR-om (109) (Slika 6). Primjerice, kod
djece ispod 5. centile za gestacijsku dob mortalitet se penje ¢ak i do 39%, u odnosu na 13%
djece s tjelesnom masom izmedu 5. 1 10. centile (110). Prema PORTO studiji perinatalni
mortalitet jo§ dodatno znacajno raste ispod 3. centile, a narocito ako je uz to prisutan i
abnormalan protok u AU (111). Upravo zato se tjelesna masa izmedu 3. 1 10. centile smatra
umjerenim [UGR-om, dok se masa ploda ispod 3. centile klasificira kao teski [UGR. Ponegdje
je granica i na 5. centili s obzirom na vrlo znacajno povisenje morbiditeta 1 mortaliteta ispod 5.

centile za gestacijsku dob.

U djece s IUGR-om ucestaliji je i prijevremeni porodaj - kako spontani prijevremeni porodaj,
tako 1 planirani od strane perinatologa (odnosno jatrogeni), a s njime 1 svi rizici prijevremenosti.
To je vrlo vazno s obzirom da je prijevremenost djece 1 sama najvazniji rizicni faktor za
neonatalni morbiditet i mortalitet te je kod te djece povecana ucestalost nekrotizirajuceg
enterokolitisa, akutnog respiratornog distresa (ARDS), bronhopulmonalne displazije i
retinopatije (112,113). Zbog intrauterinih kompenzacijskih mehanizama u kroni¢noj hipoksiji
1 smanjenih rezervi glikogena 1 masnog tkiva kod djece rodene s [IUGR-om, u novorodenacko
doba ta su djeca sklonija razvoju hipoglikemije, imaju slabiju termoregulaciju te su sklonija
hipotermiji, hipokalcemiji i policitemiji te posljedi¢no hiperviskoznosti krvi (114,115). Osim

toga, smanjena im je i stani¢na imunost (116).

Nakon porodaja djece s [TUGR-om obi¢no slijedi rano ubrzanje postnatalnog rasta i
zabiljezena je uclestalija pretilost, razvoj metabolickog sindroma, inzulinske rezistencije 1
dijabetesa tipa II te koronarne src¢ane bolesti, hipertenzije i kroni¢ne bubrezne bolesti u odrasloj
dobi. Prema Barkerovoj hipotezi mnoge kroni¢ne bolesti imaju ustvari fetalno podrijetlo jer je
intrauterina pothranjenost razlog za promjene u razvoju krvnih Zila te je predisponirajuci faktor
za bolesti poput hipertenzije, infarkta miokarda, dijabetesa i sl. (117). Unato¢ tome §to se ve¢

desetlje¢ima govori o fetalnom programiranju ¢emu ide u prilog i niz istrazivanja, teorija je i
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osporavana (118). Osim toga, vazno je istaknuti da je tijekom pracenja kasnijeg razvoja, u
adolescenciji, nadeno da djeca rodena s [IUGR-om imaju loSije rezultate testova kognitivnih
sposobnosti (engl. Cognitive performance scores) u odnosu na vrsnjake rodene iz urednih

trudnoca (119,120).
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Slika 6. Odnos perinatalnog morbiditeta 1 mortaliteta u odnosu na porodajnu masu izraZzenu u

centilima. Preuredeno i preuzeto iz (66).
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1.3. SIGNALNI PUT WINGLESS

Postoji tek nekoliko evolucijski oCuvanih puteva, konzerviranih od najjednostavnijih
organizama do ¢ovjeka koji su presudni za razvoj kljucnih procesa u razli¢itim stanicama. Osim
signalnog puta Hh (engl. Hedgehog) 1 Wnt (engl. Wingless) o kojima ¢emo ovdje govoriti
detaljnije, u tu grupu spadaju i putevi posredovani receptorom tirozin kinaze (engl. Receptor
tyrosine kinase-mediated pathway), Notch, Tgf B/BMP (engl. Transforming growth factor B/
Bone morphologic protein, BMP) 1 Hippo (121). Bitno je naglasiti da je u procesima
implantacije i1 placentacije uloga signalnog puta Hh dosta slabije istrazena u odnosu na ulogu

signalnog puta Wnt.

Signalni put Wnt je evolucijski ocuvan put od vinske musice (lat. Drosophila melanogaster)
do covjeka. Naime, Wntl proto-onkogen je bio prvi opisani Wnt ligand za kojega je nadeno da
je evolucijski ocuvan jer odgovara genu Wingless u Drosophile. Taj je gen prvi puta opisao
Nusse i sur. (122) na 15. kromosomu u misa kao gen koji moze dovesti do razvoja tumora te je
prvotno bio imenovan /nt- 1, a kasnije je kombinacijom rijec¢i Wingless i Int-1 skovana sloZenica

Wnt kao ime novoga signalnog puta (123).

Signalni put Wnt je kljucan za diferencijaciju, migraciju, proliferaciju, invaziju, polarnost
stanica, apoptozu te organogenezu tijekom embrionalnoga razvoja (3,124). U odraslom
organizmu regulirajuc¢i obnovu i odrzavanje mati¢nih stanica te diferencijaciju i sudbinu stanice
(engl. Cell fate) kontrolira homeostazu i regeneraciju tkiva (125). Ipak, u odnosu na njegovu
vrlo izrazenu aktivnost tijekom embrionalnog razvoja, neaktivan je u mnogim stanicama
odraslog organizma. Njegova je reaktivacija u odraslom organizmu povezana s neoplasticnom
pretvorbom stanica te sudjelovanjem u nastanku i progresiji razli¢itih malignih bolesti (126—
129). Poremecena ekspresija aktera signalnog puta Wnt povezana je s razvojem preeklampsije

1 IUGR-a, razvojnih poremecaja razli¢itih organa te neuropsihijatrijskih poremecaja (130-132).

Unato€ tome S$to o ulozi signalnog puta Wnt u placentaciji i razvoju zametka imamo vise
saznanja nego o signalnom putu Hh, jos uvijek ostaje niz nepoznanica vezano za ovaj put i sve
njegove podvrste, brojne sudionike te visestruke moguce interakcije medu njima kao i izmedu
razli¢itih signalnih puteva. To je bitno stoga $to se poznavanjem svega navedenoga te uzimajuci
u obzir vaznost signalnog puta Wnt otvara moguénost razvoja preventivnih strategija, markera
za ranu detekciju, napredovanje bolesti, razvoja novih lijekova i terapijskih postupaka.
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1.3.1. Kljucni sudionici signalnog puta Wnt

1.3.1.1. Wntligandi i WNTSA

Wnt ligandi su obitelj od 19 razli€itih signalnih cisteinom bogatih sekretornih glikoproteina.
(133). Vezivanjem to¢no odredenih Wnt liganda za to¢no odredene membranske Frizzled
receptore (Fz) pokrece se kaskada signalizacije koja ¢e dovesti do transkripcije ciljnih gena u
jezgri. Pojedini Wnt ligandi specifi¢no mogu pokretati samo kanonski ili samo nekanonski put
Wnt, odnosno tek jedan od nekanonskih puteva. WNT5A ligand moze pokrenuti oba signalna
puta Wnt te oba nekanonska puta. S obzirom da djeluje na obje podvrste nekanonskoga puta,
smatra se predstavnikom nekanonskog signalnog Wnt proteina u kojem preko ROR2 receptora

(engl. Receptor tyrosin kinase like orphan receptor 2) poti¢e migraciju stanica (13).

Dapace, nadeno je da je upravo njegova uloga u nekanonskom putu Wnt klju¢na za
konvergentnu ekstenziju (engl. Convergent extension, CE) te uspostavu anteriorno-posteriorne
osi zametka (engl. Anterio-posterior axis) kljucne za definiranje tjelesnog plana (engl. Body
plan) embrija tijekom razvoja kraljeznjaka (134). Medutim, WNTS5A istovremeno u specificnim
uvjetima moze imati 1 ulogu antagonista signalnog puta Wnt te se smatra tumor- supresorom u

mnogim karcinomima (3).

Naime, pokazano je da WNT5A pokrecuéi signalizaciju na nekanonskom putu Wnt moze
djelovati kao antagonist kanonskog puta Wnt o ¢emu ¢e jo§ biti govora u nastavku (11). Upravo
na primjeru WNTS5A postaje nam jasnija kompleksnost signalnih puteva Wnt, njihovih

medusobnih interakcija i1 viSestruke uloga WNTSA u tim procesima (135).
1.3.1.2. Frizzled receptori

Skupinu Frizzled receptora ¢ini grupa od 10 razli¢itih transmembranskih receptora sa sedam
transmembranskih domena te aminoterminalnom domenom koja je bogata cisteinom i za koju
se veze Wnt ligand (136). U kanonskom putu zajedno s koreceptorima LRP-5 i LRP-6 (engl.
Low-density-lipoprotein-related protein 5/6) formiraju funkcionalnu cjelinu, odnosno receptor

za kanonski put.
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1.3.1.3. p-katenin

B-katenin je evolucijski oCuvani transkripcijski kofaktor kodiran genom CTNNBI (engl.
Catenin beta 1) na 3. kromosomu koji predstavlja jednu od klju¢nih molekula u kaskadi
kanonskog, odnosno o B-kateninu ovisnog signalnog puta Wnt. Naime, translokacijom -
katenina iz citoplazme u jezgru aktiviraju se transkripcijski faktori TCF/LEF (engl. T-cell
factor/lymphoid-enhanced binding factor) koji potiCu transkripciju gena uklju¢enih u
diferencijaciju, migraciju, proliferaciju, invaziju i apoptozu stanica (137). Pokazano je da je u
sisavaca B-katenin odsudan za formiranje anteriorno-posteriorne osi zametka, kao i za
formiranje mezoderma (138). Osim toga, pokazano je da ima vaznu ulogu u procesu EMT koja
je klju¢na kako tijekom embrionalnog razvoja, tako 1 kod ostvarivanja invazivnog potencijala
malignih stanica i nastanka metastaza (10). B-katenin je u stanici vezan u degradacijski
kompleks kojeg sacinjavaju APC (engl. Adenomatous polyposis coli)/Axin/CKla (engl. Casein
kinase 1a)/GSK3B (engl. Glycogen synthase kinase 3f). Defosforilacija komponenti
destrukcijskog kompleksa dovodi do otpuStanja B-katenina te njegove translokacije u jezgru.

Sam mehanizam ulaska B-katenina u jezgru nije do sada sasvim razjasnjen (10).

1.3.14. Destrukcijski kompleks

Kako je ve¢ ranije navedeno, destrukcijski kompleks se sastoji od APC/Axin/CK1a/ GSK3f3
te se smatra kljucnim za stabilizaciju B-katenina. Osnovna zada¢a spomenutog kompleksa je
fosforilacija i time razgradnja B-katenina. CK1la se smatra pocetnom kinazom u fosforilaciji -
katenina, a nakon nje slijedi fosforilacija putem GSK3p (139,140). APC je poznati tumor
supresor gen ¢iji proteinski produkt poti¢e razgradnju B-katenina na nacin koji joS nije poznat,
no smatra se da bi mogao biti posredovan Axinom (141). Njegova je disfunkcija povezana s
nastankom kolorektalnog karcinoma, pa je tako nadeno da u slucaju delecije gena APC u
kolorektalnom karcinomu dolazi do stabilizacije 1 nakupljanja B-katenina te posljedicno

aktivacije kanonskog puta Wnt te nastanka i progresije bolesti (142).
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1.3.1.5. Dishevelled (DVL)

Dishevelled, Dsh, odnosno DVL u ¢ovjeka, je regulatorni i modularni citoplazmatski protein
koji je klju¢an i za kanonsku i za nekanonsku signalizaciju (143). Svi DVL proteini od musSice
do ¢ovjeka sadrze tri razli¢ite evolucijski ocuvane domene - DIX, DPZ i DEP (144). Odredene
domene odgovaraju odredenom ogranku puta, pa je tako amino DIX domena specifi¢na za
kanonski put jer veze Axin iz destrukcijskog kompleksa, dok je DEP specificna za nekanonske

puteve, a DPZ domena je aktivna u svim signalnim putevima Wnt (143).

1.3.1.6. TCF/LEF

TCF/LEF je obitelj transkripcijskih faktora koja se u kraljeznjaka sastoji od TCF1 - TCF4 1
LEF1 te se smatra da svaki od njih pojedina¢no moze komunicirati s B-kateninom koji djeluje
kao njihov transkripcijski kofaktor, s obzirom na to da samostalno ne mogu pokrenuti
transkripciju gena. Dapace, u odsustvu B- katenina TCF transkripcijski faktori djeluju kao
transkripcijski represori te ih samo vezivanje B-katenina pretvara u transkripcijske aktivatore
(145). Postoji niz Wnt/TCF/B-katenin ciljnih gena, a njihova ekspresija je tkivno specifi¢na i

vremenski ogranicena (146).

1.3.2. Vrste signalnih puteva Wnt

Signalni put Wnt se dijeli na kanonski put koji je ovisan o B-kateninu te nekanonski put koji
je neovisan o B-kateninu 1 koji se dalje dijeli na signalni put Wnt/PCP (engl. Planar Cell
Polarity) i Wnt/Ca2". Radi se o vrlo kompleksnom signalnom putu koji je rezultat interakcije
niza signala, agonista i antagonista koji ga vremenski 1 prostorno vrlo precizno reguliraju (147).
O samoj kompleksnosti i viSestrukim u¢incima signalnog puta Wnt slikovito govori podatak da
postoji ¢ak 19 razli¢itih Wnt liganda koji vezanjem na desetak transmembranskih Fz receptora
mogu stvoriti i 190 razli¢itih kombinacija koje imaju raznovrsne ucinke na stanicu (148). Kada
se tome doda Cinjenica da sami Fz receptori Cesto trebaju koreceptore koji mogu smanyjiti ili
pojacati njihov ucinak, a kojih takoder ima vise te da se spajanjem Wnt liganda na Fz receptor
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s koreceptorom moze aktivirati u stanici vise razli¢itih ogranaka signalnog puta Wnt, dobiva se

jos bolji uvid u svu kompleksnost ovog puta.

Osim toga, postoji i niz razli¢itih antagonista signalnog puta Wnt koji su kljuc¢ni za njegovu
regulaciju kao sto su Dkk (Dickkopf-1), SFRP (engl. Soluble Fizzled-related protein), WIF
(engl. Wnt-inhibitor protein), IWP-2 (engl.linhibitor of Wnt production 2) (149—152).

Do danas nije potpuno jasno postoje li to¢no odredeni, specificni Wnt ligandi 1 Fz receptori
za pojedine ogranke Wnt puta, jer isti Wnt ligandi mogu aktivirati 1 kanonski 1 nekanonski put
(149). Ipak, cini se da bi koreceptori na Fz receptoru mogli odredivati ogranak signalnog puta,
pa su tako LRP 5 1 6 prisutni u kanonskom, dok su NRH1 (engl. Neutrophin Receptor Homolog
1), PTK7 (engl. Protein Tyrosine kinase 7) 1 ROR2 prisutni u nekanonskom putu. Kombinacije
pojedinih Wnt liganda i Fz receptora u pojedinim tipovima stanica bi takoder mogle biti vazne

u odabiru ogranka puta (143).

1.3.2.1. Kanonski put Wnt

Najvise istrazen od signalnih puteva Wnt je kanonski ili Wnt/B-katenin ovisni put. Kanonski
put Wnt je neophodan za diferencijaciju, proliferaciju, migraciju i invaziju stanica te za tkivnu
homeostazu (153,154), stoga ne ¢udi povezanost njegove abnormalne regulacije s razvojem
brojnih malignih bolesti (155,156). Potic¢e rezistenciju na kemoterapeutike (157) Cime se
pogorsava prezivljenje u oboljelih od karcinoma, no ujedno i pruza moguénost razvoja novih

antitumorskih lijekova (143,144).

U kanonskom putu Wnt kljuénu ulogu u prijenosu signala u jezgru stanice ima
citoplazmatski protein B-katenin koji je reguliran destrukcijskim kompleksom. Kada Wnt
ligandi nisu vezani na receptor Fz/LRP, destrukcijski kompleks APC/Axin/CK1a/GSK3p
inaktivira B-katenin. Unutar destrukcijskog kompleksa dva potonja spoja fosforiliraju -katenin

te dolazi do njegove inaktivacije i proteoliticke razgradnje (158).

No, ako dode do vezanja jednog od izvanstani¢nih Wnt liganda medu kojima je i WNTS5A,
za jedan od transmembranskih Fz receptora, dolazi do aktivacije unutarstani¢nog proteina DVL

u citoplazmi. DVL razgraduje destrukcijski kompleks i omogucava slobodno nakupljanje B-
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katenina u citoplazmi u aktivnom 1 stabilnom, nefosforiliranom obliku te on potom ulazi u

jezgru gdje sluzi kao transkripcijski koaktivator (159).

U jezgri se B-katenin veze za TCF/LEF obitelj transkripcijskih faktora, ¢ime je omogucéena
transkripcija ciljnih gena koji kontroliraju niz razvojnih procesa, poput diferencijacije i invazije

stanica (125) (Slika 7).
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Slika 7. Vezivanjem Wnt liganda za Frizzled receptor i LRP5/6 koreceptor (A), dolazi do

aktivacije citoplazmatskog proteina DVL koji razgraduje destrukcijski kompleks $to oslobada
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1 stabilizira B-katenin pa slijedi njegova translokacija iz citoplazme u jezgru. Nuklearni (-
katenin udruZen s transkripcijskim faktorima TCF/LEF potice transkripciju ciljnih gena. Kada
izostane vezanje Wnt liganda na Fz receptor (B), dolazi do fosforilacije i time inaktivacije -
katenina putem ubikvitin-proteosomalne degradacije te izostanka njegova prijenosa u jezgru i
prepisivanja ciljnih gena. CBP (engl. CREB binding protein) u kraljeznjaka djeluje kao
transkripcijski koaktivator koji se veze za TCF (160). Preuzeto i prilagodeno iz (161).

1.3.2.2. Nekanonski put Wnt i uloga proteina WNT5SA

Nekanonski put Wnt je neovisan o B-kateninu, no za urednu signalizaciju mu je, bas kao 1
kanonskom putu, potreban Fz receptor t¢ DVL protein na razini kojega se dalje grana na
Wnt/PCP 1 Wnt/Ca2+ ogranak, kako je ve¢ ranije navedeno. Ipak, potrebno je istaknuti da do
sada jo$ nije razjaSnjeno koliko ogranaka nekanonskog puta zasigurno postoji i koliko se
medusobno preklapaju, pa tako razliCiti autori sugeriraju viSe mogucih krakova puta s
odredenim komponentama koje djeluju vremenski 1 tkivno specifi¢no (162). Osim toga, kako
je vec¢ ranije naglaSeno, WNTS5A je izvanstani¢ni Wnt ligand koji moze pokrenuti signalizaciju

kako u kanonskom, tako i u oba ogranka nekanonskog puta (135).

U nekanonskom putu Wnt/PCP signalizaciju pokrecu ligandi WNT4, WNTS5A i WNTI11
vezivanjem za Fz receptor s tim da nije potrebna prisutnost LRP5/6 koreceptora (124,158) ali
se mogu aktivirati drugi koreceptori poput ROR2, 1 Ryk (13,163). Za signalizaciju je potom
nuzna DEP domena DVL proteina nakon €ega put viSe nije linearan te ukljucuje niz razli¢itih
proteina kao $to su ROCK (engl. Rho-associated protein kinase), Prickle, Strabismus, Flamingo
i drugi (143,162,164). Wnt/PCP krak signalnog puta Wnt vazan je u embriogenezi, dok je u

odraslom organizmu povezan sa razvojem karcinoma i Sirenjem metastaza (165).

Drugi ogranak nekanonskog puta, put Wnt/Ca2+, dijeli mnoge znacajke i komponente sa
signalnim putem Wnt/PCP te ga takoder pokre¢cu WNTS5A 1 WNT11 (166). Vezivanje WNTSA
i WNTI11 liganda na Fz2 receptor oslobada se unutarstani¢ni Ca2" te aktivira proteine osjetljive
na kalcij kao Sto su protein kinaza C (engl. Protein kinase C, PKC) i CamKII (engl.
Calcium/calmodulin-dependant kinase II) te pokrece signalizaciju. Pokazano je da osim puta
Wnt/Ca2+, i put Wnt/PCP takoder moze dovesti do oslobadanja unutarstani¢nog kalcija, $to

¢ini dodatnu poveznicu i preklapanje izmedu ovih nekanonskih puteva Wnt (162)
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Nekanonski putevi Wnt su vrlo znacajni i stoga §to mogu inhibirati kanonski put Wnt, kako je
ve¢ ranije napomenuto. Tako je pokazano da WNTS5A na nekanonskom putu moze aktivirati
NLK (engl. Nemo-like kinase) ¢ime se kroz fosforilaciju TCF/LEF transkripcijskih faktora
inhibira kanonski put Wnt, ili pak pojacati transkripciju SIAH2 ¢ime se potice degradacija -
katenina Sto ¢ini WNTSA 1 antagonistom kanonskog puta Wnt (11,167,168).

1.3.3. Wntsignalizacija u posteljici i uloga WNTS5A i B-katenina

14 od 19 Wnt liganda, medu kojima je it WNT5A, i 8 od 10 Fz receptora prisutno je u ljudskoj
posteljici u prvom tromjesecju, Sto ukazuje na znacajnu i slozenu aktivnost signalnog puta Wnt
u vrijeme rane trudnoce (3). Ekspresija niza Wnt liganda iz kanonskog i nekanonskih puteva
na stanicama CTB-a regulira proliferaciju te diferencijaciju u invazivni EVT. U studijama na
misjem modelu nadeno je da bi nekanonski put Wnt/Ca2+ mogao biti ukljucen u razvoj same
blastociste (169). Cini da kanonski put nema veée uloge u razvoju same blastociste, no klju¢an
je za njezinu aktivaciju, adheziju za endometrij te implantaciju, kako je pokazano na
eksperimentalnom modelu misa, a kasnije 1 na stani¢nim linijama trofoblasta iz humanih

posteljica (3,170).

Smatra se da je signalni put Wnt kljuan za regulaciju interakcije izmedu zametka i
endometrija (171). Naime, uoceno je da invazivni trofoblast u humanim posteljicama u svojim
jezgrama ima povecanu ekspresiju PB-katenina u hidatiformne mole, u odnosu na zdravu
posteljicu. To znaci da, iako je signalni put Wnt neophodan za normalnu placentaciju, njegova
prejaka aktivacija moze dovesti do pojacane invazivnosti te je pokazano da moze dovesti i do
razvoja koriokarcinoma (172). Suprotno tome, u sluaju smanjene ekspresije (engl.
Downregulation) puta Wnt dolazi do plitke invazije trofoblasta i posljedi¢no plitke placentacije.
Tako je nadena zna¢ajno smanjena ekspresija proteina WNT2 i -katenina u posteljicama kod
preeklampsije, dok je istovremeno uocena pojacana ekspresija inhibitora puta Wnt - proteina
DKKI1 1 SFRP4 (173). Osim toga, povecana razina DKK1 uocena je u posteljicama Zena s
habitualnim pobacajima (174).

Smanjena ekspresija proteina WNTS5A dovodi do smanjene invazije stanica trofoblasta sto

posljedi¢no moze dovesti do preeklampsije (169,175). Vaznost WNTSA je vidljiva u ¢injenici
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da gubitak ekspresije WNTSA u mis§jem uterusu sprje¢ava implantaciju, decidualizaciju i razvoj

posteljice $to upucuje na presudnu ulogu regulacije WNTSA za uspjesnu trudnocu (12).

Kanonski put Wnt ima klju¢nu ulogu u diferencijaciji EVT-a te u poticanju ekspresije
promigratornih gena u EVT-u (176). Smatra se da je kljucan i za uredno odvijanje fizioloskih
procesa u humanom trofoblastu, kontroli proliferacije i invazije stanica trofoblasta te da je
odsudan za fuziju trofoblasta i razvoj usidrenih resica (4,177). Nadalje, u kulturama humanih
trofoblastnih stanica pokazano je da stimulacija Wnt ligandima povecava invazivost i migraciju
razli¢itih stanica trofoblasta te da dolazi do aktivacije 1 kanonskog 1 nekanonskih signalnih

puteva Wnt (126,172).

Hiperaktivacija kanonskog puta Wnt uzrokuje poremecenu diferencijaciju trofoblasta u
ektoplacentalnom stoScu (engl. Ecto placental cone, EPC) 1 zaustavlja diferencijaciju
trofoblasta u mis§joj posteljici (178). Wnt7b kontrolira fuziju koriona i alantoisa u misa, grananje
korionskih resica i1 fuzije stranica trofoblasta te posteljicno stvaranje i grananje krvnih zila
(4,179,180). Nadalje, kod miSeva nokautiranih za Wnt2 perinatalni mortalitet je 50% zbog

smanjenog stvaranja kapilara u posteljici (181).

Osim u implantaciji i placentaciji, signalni put Wnt vrlo je vazan i za razvoj same maternice,
obzirom na vaznu ulogu koju ima u diferencijaciji stanica u maternici. Uz WNT4 i WNT7A

upravo WNTS5A ima klju¢nu ulogu u razvoju maternice (182,183).

1.4. SIGNALNI PUT HEDGEHOG

Signalni put Hedgehog (Hh) je otkriven 1980. godine na larvi vinske musSice gdje je mutacija
u genu Hh prouzrocila poremecaj razvoja tjelesnog plana (engl. Body plan) te je larva izgledala
izobli€eno sa $iljastim promjenama koje su podsjecale na jeZzeve bodlje pa su tako gen i signalni
put koji kodira dobili ime po jezu (engl. Hedgehog) (184). Hh geni su potom izolirani iz stanica
niza drugih zivotinjskih vrsta, a 1995. godine su pronadeni i izolirani u ¢ovjeka (185). Utvrdeno
je daje signalni put Hh jedan od evolucijski o¢uvanih signalnih puteva, no postoje vazne razlike
1 specifi¢nosti u signalizaciji izmedu kraljeznjaka i beskraljeznjaka te je u kraljeznjaka bitno

kompleksniji (186). Razlog tom poveéavanju slozenosti signalnog puta Hh od muSice prema
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c¢ovjeku mogao bi biti posljedica evolucijske prilagodbe puta prema sve kompleksnijim

stanicama i sve slozenijim organizmima (20).

Signalni put Hh je kljucan za regulaciju proliferacije, diferencijacije, migracije, prezivljenja
1 polarnosti stanica tijekom embrionalnog razvoja. Neophodan je za razvoj gotovo svih
organskih sustava (186). Naime, izostanak signalizacije Hh tijekom embriogeneze dovodi do
niza vrlo teskih razvojnih poremecaja kao Sto je holoprozencefalija, kraniofacijalni defekti,

malformacije skeleta, polidaktilija i dr. (187).

U odraslom organizmu je signalni put Hh u mnogim tkivima neaktivan. Ipak, u pojedinim
tkivima odraslog ¢ovjeka ostaje aktivan te se smatra da kontrolira koStanu homeostazu tako Sto
njegova aktivacija potice resorpciju kosti (188). Smatra se da bi mogao imati i vrlo vaznu ulogu
u muskoj gonadi zbog regulacije Sertolijevih stanica te isto tako zbog regulacije teka stanica u
zenskoj gonadi (189,190). Osim toga, ukljucen je u odrzavanje somatskih mati¢nih stanica te
pluripotentnih stanica razliitih tkiva. Primjerice, vrlo je vazan u regeneraciji epitela pluca,
prostate 1 egzokrinih stanica guSteraCe te napose u procesu cijeljenju razlicitih tkiva (191).
Signalni put Hh izravno regulira proliferaciju i rast stanica te njihovo prezivljenje Sto takoder

upucuje na njegovu vaznost u odrzavanju homeostaze odraslog organizma (20).

Stoga ni ne cudi Cinjenica da je pokazano kako aberantna aktivacija signalnog puta Hh
tijekom Zivota dovodi do razvoja i progresije razli¢itih zlo¢udnih bolesti te je upravo to podrucje
u kojem je najvise istrazivan. Naime, smatra se da je aberantna aktivacija signalnog puta Hh
ukljucena u rane stadije karcinogeneze, te da u kasnijim fazama razvoja tumora pridonosi
njegovom invazivnom i metastatskom potencijalu (192). Tako se upravo njegova aberantna
aktivacija veze za gotovo sve slucajeve bazocelularnog karcinoma, a ukljucen je i u patogenezu
meduloblastoma, rabdomiosarkoma, glioma, karcinoma dojke, jednjaka, jajnika, zeluca,
gusteracCe, prostate, jetre, mokra¢nog mjehura, mikrocelularnog karcinoma pluc¢a 1 karcinoma
usne Supljine (20,184,191). Ova ¢injenica otvara goleme moguénosti u razvoju ucinkovitih
ciljanih terapija, pogotovo s obzirom na to da se u odrasloj dobi blokada signalnog puta Hh
dobro podnosi (193). Primjerice, pokazano je da specificno monoklonalno protutijelo na protein

SHH (engl. Sonic Hedgehog) moze blokirati rast mikrocelularnog karcinoma pluc¢a (194).

Ipak, joS postoje mnoge nepoznanica vezane uz signalni put Hh. Otkrivamo njegove moguce

agoniste 1 antagoniste, ne znamo jos u potpunosti koje sve gene zapravo moze regulirati te ¢e
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zato biti potrebna brojna istrazivanja kako bismo ga do kraja upoznali i dobili moguénost
razvoja novih lijekova (184). Ono S$to ¢ini jo$§ dodatni izazov za razvoj novih lijekova i
postupaka koji bi ciljano djelovali na pojedine komponente i procese u signalnom putu Hh, jest
¢injenica viSestrukih interakcija izmedu razliCitih signalnih puteva (engl. Cross-talk) koje mogu
biti tkivno specifi¢ne te ovisiti o nizu jo§ neotkrivenih faktora te koje mogu posredno utjecati

na razlicite procese u stanici, o cemu ¢e jo$ biti govora u daljnjem tekstu.

1.4.1. Kljuéni sudionici signalnog puta Hh

1.4.1.1. Hh ligandi

Hh ligandi su evolucijski konzervirani od musice do ¢ovjeka, s tim da u musice postoji jedan,
dok u kraljeznjaka, pa tako i u Covjeka, postoje tri razlicita Hh liganda — IHH (engl. Indian
Hedgehog), SHH (engl. Sonic Hedgehog) i DHH (engl. Desert Hedgehog). Oni djeluju kao
mitogeni jer poticu i povecavaju brzinu diobe stanice. Osim toga, djeluju i kao faktori
diferencijacije i morfogeni u razli¢itim tkivima i u razli¢itim fazama razvoja tkiva (186). Velika
raznolikost tkiva 1 razvojnih procesa u kojima sudjeluju Hh ligandi moguca je stoga Sto stanice
razli¢itih tkiva razli¢ito odgovaraju na Hh signal, Sto signalni put Hh €ini tkivno specifi¢nim.
Odgovor ciljnih tkiva uvelike ovisi o intenzitetu signalizacije, odnosno o koli¢ini Hh liganda
koji zapocinje signal te o preciznom vremenu u kojem je aktivan. Vaznost toga najbolje je
vidljiva tijekom razvoja neuralne cijevi gdje su koli¢ina SHH liganda te njezin razlicit
koncentracijski gradijent duz ventralnog djela neuralne cijevi u to€no odredeno vrijeme
odgovorni za precizno pozicioniranje i diferenciranje u pojedine specifi¢ne podtipove neuralnih

stanica (195).

Signalizacija zapocinje s jednim od spomenuta tri Hh liganda ¢ija se ekspresija znatno
razlikuje medu razli¢itim tkivima, kako je ranije ve¢ napomenuto, a bitno je istaknuti da u
nekim tkivima djeluju zajedno, nadopunjujué¢i i upotpunjuju¢i medusobno djelovanje.
Primjerice, DHH i IHH su eksprimirani u granuloza stanicama primarnog folikula te poti¢u
ekspresiju ciljnih gena na teka stanicama ¢ime sudjeluju u rastu teka stanica i u steroidogenezi
te sazrijevanju jajne stanice do ovulacije (190). DHH je eksprimiran i u muskim gonadama te

je kljucan za njihov uredan razvoj i funkciju. Naime, pokazano je da bi upravo DHH
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signalizacija moglo imati klju¢nu ulogu u regulaciji spermatogeneze u sisavaca (189). Osim
toga, IHH regulira proliferaciju i diferencijaciju hondrocita u koStanim plocama rasta te ih
uskladuje s koStanom angiogenezom, ¢ime se omogucava rast kostiju. Tijekom ranog razvoja
zametka ITHH je klju€an za razvoj krvnih Zila u Zumanj¢anoj vre¢i (196). Nadalje, IHH je uz
SHH neophodan za razvoj probavne cijevi te komunikaciju izmedu endodermalnih i
mezodermalnih stanica u probavnoj cijevi. Nadeno je da mutacije ovih liganda te drugih
sudionika signalnog puta Hh dovode do atrezije ezofagusa, duodenuma ili anusa te
traheoezofagealnih fistula, malrotacije crijeva i nastanka prstenastog pankreasa (197). SHH
moze snazno potaknuti 1 angiogenezu te se smatra indirektnim angiogenim faktorom koji
regulira ekspresiju niza angiogenih citokina (198). SHH je najrasprostranjenija signalna
molekula u signalnom putu Hh te je vazan za razvoj mnogih tkiva kao $to su mozak,
kraljeznicna mozdina, distalni dijelovi udova, bubreg, pluca i dr. (184,199). SHH takoder
regulira EMT tijekom embrionalnog razvoja, o ¢emu ¢e vise biti govora u daljnjem tekstu.
Zajednicka ekspresija IHH 1 SHH je takoder neophodna za ekstraembrionalnu vaskulogenezu i

razvoj srca, a u sluc¢aju izostanka signalizacije dolazi do smrti zametka (200).

14.1.2. PTCH

Transmembranski receptor PTCH (engl. Protein patched homolog, Patched) smatra se vrlo
vaznim receptorom u embrionalnom razvoju kraljeznjaka. Za razliku od vecine receptora,
aktivnost PTCH zaustavlja signalizaciju Hh u odsutnosti Hh liganda koji se veze na PTCH.
Vezanje Hh liganda za PTCH oslobada susjedni transmembranski protein SMO (engl.
Smoothened) koji je glavni pozitivni medijator signalnog puta Hh s obzirom da regulira proteine
GLI 1-3 (engl. Glioma-associated oncogene 1-3). Dakle, aktivni SMO regulira transkripcijski
faktor Ci (Cubitus interruptus) u Drosophile odnosno GLI u kraljeznjaka tako da GLI-FL (eng].
GLI-Full lenght) postane transkripcijski aktivator, dok u odsutnosti Hh liganda dolazi do
proteoliticke razgradnje GLI u kra¢u formu, GLI-R (engl. GLI-Repressor), koja potom djeluje
kao transkripcijski represor ciljnih gena. Nuklearna translokacija, ba§ kao i proteoliticka
razgradnja GLI pomno su regulirani putem proteinskog kompleksa koji sadrzi Kif 7 (engl.

Kinesin protein 7) te protein SUFU (engl. Suppressor of Fused).
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PTCH se u kraljeznjaka pojavljuje u dvije izoforme - PTCH1 i PTCH2 (186). Sva tri Hh
liganda imaju priblizno jednak afinitet vezanja za oba receptora, te oba receptora ¢ine potom
kompleks sa SMO. PTCHI je eksprimiran u razli¢itim embrionalnim stanicama, za njega se
primarno veze SHH 1 poznajemo njegov represivni u¢inak na SMO. Kad je pak rije¢ o PTCH2,
nasa su saznanja bitno skromnija. Naime, poviSena ekspresija PTCH2 nadena je samo u
stanicama koZe 1 testisa, odnosno spermatocita te se vjeruje da bi mogao suprimirati signalni
put Hh i neovisno o SMO-u, no njegova stvarna uloga za sada jo$ nije sa sigurno$¢u utvrdena

(201,202).

Vaznost signalizacije Hh te uloga PTCH-a u signalnom putu Hh jasno je vidljiva na primjeru
Gorlinovog sindroma (engl. Nevoid basal cell carcinoma syndrom, NBCCS), autosomno
dominantnog sindroma koji je posljedica mutacije jedne kopije alela PTCH1. Bolest se oCituje
nastankom multiplih nevoidnih bazocelularnih karcinoma koze lica, vrata i trupa, odontogenim
cistama Celjusti, intrakranijalnim kalcifikacijama i koStanim anomalijama, najceS¢e prstiju,

rebara i kraljezaka (203).

14.1.3. SMO

SMO je integralni membranski protein koji ¢ini jednu od komponenti receptorskog
kompleksa u signalnom putu Hh $to ga ustvari ¢ini koreceptorom (191). Sadrzi sedam
transmembranskih domena te podsje¢a na Fz receptor u signalnom putu Wnt. Naime, oba
receptora sadrze N-terminalnu ekstracelularnu domenu bogatu cisteinom (engl. Cistein-rich
domain, CRD) koja u Fz receptora omogucuje vezivanje Wnt liganda. Hh ligandi indirektno,
preko PTCH receptora, reguliraju aktivnost SMO-a koja je, kako je ve¢ ranije napomenuto,
tkivno specifi¢na, ovisna o koncentraciji Hh liganda te koja potom ovisno o poticanju
specificnog GLI-a aktivira ili suprimira daljnju Hh signalizaciju. Ipak, sam nacin na koji PTCH
regulira SMO u bilo kojoj Zivotinjskoj vrsti nije do kraja poznat, te je pitanje postoji li direktna

komunikacija ili se ona odvija posredno preko drugih specifi¢nih molekula (121).

1.4.14. KIF7

KIF7 moze djelovati i kao pozitivni i kao negativni regulator signalnog puta Hh no jos uvijek

nije sasvim poznat mehanizam kojim to ostvaruje (191). Ipak, poznato je da mu je temeljna
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zadaca kontrola i organizacija strukture primarne cilije (PC) koja je neophodna za Hh
signalizaciju, o ¢emu ¢e jo$ biti govora u daljnjem tekstu. Naime, kada signalni put Hh nije
aktivan, KIF7 je fosforiliran te se nakuplja u bazi (podnozju) PC, dok prilikom aktivacije Hh
signalizacije dolazi do njegove defosforilacije i nakupljanja na vrhu PC gdje kontrolira

organizaciju cilijarnih mikrotubula (204).

1.4.1.5. GLI

Uloga proteina SMO je aktivacija transkripcijskih regulatora GLI. Radi se o obitelji proteina
s motivom cinkovog prsta (engl. Zinc finger proteins) koji su prvi puta izolirani iz tkiva
glioblastoma, po ¢emu su 1 dobili ime (205). U kraljeznjaka postoje tri homologna GLI proteina
(GLI 1-3) koji imaju razli¢ite uloge u Hh signalizaciji. GLI1 ima funkciju transkripcijskog
aktivatora i neophodan je za uredan embrionalni razvoj, omogucava pozitivhu povratnu spregu
za Hh signalizaciju i produljen odgovor stanica na Hh signal. GLI2 takoder djeluje kao
transkripcijski aktivator (206). GLI3 primarno djeluje kao represor signalnog puta Hh. GLI2 1
GLI3 su najjace regulirani svojim posttranslacijskim modifikacijama (omjerom svojih aktivnih
i represorskih formi; engl. GLI-A (activator)/GLI-R (repressor) ratio). Ekspresija GLI1 je pak
regulirana tako da bude u ravnotezi s GLI2 i GLI3, no bitno je da moze biti regulirana i putem
drugih signalnih puteva poput TGFp ili Ras/sMAPK (engl. Rat Sarcoma/Mitogen-Activated
Protein Kinase). Cini da je upravo to bitno u karcinogenezi gdje je pokazano da je uloga GLI1
vaznija od njegovih homologa (207). Gubitak ili mutacije GLI3 uzrokuju malformacije udova
u &ovijeka (184). Cinjenica da postoje razli¢iti GLI proteini koji imaju razli¢ite uloge te razligite
mogucnosti interakcije s ostalim signalnim putevima ¢ini samu Hh signalizaciju i1 njezine

mogucnosti jo§ kompleksnijima (121).

1.4.1.6. SUFU

Praet je 1992. godine u musice inaktivirao gen za polaritet segmenta (engl. Segment polarity
gen) Fu te otkrio novi gen koji kodira novi protein na 3. kromosomu vinske musice. S obzirom
na to da je novi protein uspio povratiti fuzijski fenotip musice ¢iji je gubitak bio posljedica
mutacije s gubitkom funkcije (eng. Loss-od function mutation) Fu gena u musice, novi gen je
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prozvan Suppresor of Fused (SUFU) (208). Potom je uslijedilo viSe istrazivanja strukture i
funkcije te karakteristika SUFU koji je zatim naden i opisan u sisavaca (209). Humani SUFU
se javlja u dvije prekrajajuée izoforme (engl. Splicing isoforms), no jos uvijek nisu nadene
razlike u njihovoj funkciji (19). SUFU je u musice kao 1 u Covjeka visoko konzerviran te se radi
o monomeru sac¢injenom od dviju globularnih domena - NTD (engl. N-terminal domain) 1 CTD
(engl. C-terminal domain) s kratkom medusobnom poveznicom (210), a vaznost poznavanja
strukture SUFU tijekom interakcije s GLI proteinima je u tome $to nam pruza uvid u nacin

regulacije GLI proteina (20).

Uloga SUFU kao glavnog modulatora signalnog puta Hh je specifi¢nost u kraljeznjaka.
Naime, poznata nam je njegova sasvim periferna uloge u vinske musice u koje su homozigoti
za mutacije gena SUFU s gubitkom funkcije (engl. Loss-of-function mutation) Zive musice bez
fenotipskih promjena, $to ukazuje na to da SUFU u muSice ne igra znacajnu ulogu u Hh
signaliziranju (208). Istrazivanjima na kraljeZznjacima, u zebrice i napose u misa, uocena je
klju¢na uloga SUFU kao negativnog regulatora signalnog puta Hh, s obzirom da mutante za
gen SUFU umiru jo§ u embrionalno doba, sredinom gestacije (211,212). Primjerice, u misa
gubitak ekspresije proteina SUFU dovodi do smrti jo§ tijekom embrionalnog razdoblja s
defektima razvoja glave i neuralne cijevi $to pokazuje da je u sisavaca SUFU neophodan za

normalnu Hh signalizaciju te uredan razvoj i prezivljenje ploda (211,213).

SUFU je klju¢ni negativni regulator signalnog puta Hh u sisavaca koji uspostavlja
komunikaciju izmedu SMO i GLI transkripcijskih faktora (19). Izravno se veze na GLI-FL u
citoplazmi 1 sekvestrira ga Cime sprjeava njegovu nuklearnu translokaciju i prepisivanje ciljnih
gena te dolazi do fosforilacije i prerade GLI-FL u GLI-R (214). Osim u citoplazmi, SUFU se
nakuplja 1 u jezgri gdje se veze na GLI-vezujue sekvence DNA molekula te sprjecava
transkripciju gena (169). Tako SUFU modulirajuéi lokalizaciju i stabilnost GLI proteina na
dvije razine - u citoplazmi 1 u jezgri ostvaruje funkciju klju¢nog negativnog regulatora

signalnog puta Hh (20).

Dok je uloga SUFU kao negativnog regulatora signalnog puta Hh interakcijom s GLI
proteinima ve¢ poznata, mehanizam kojim je sam SUFU reguliran jo$ ostaje uvelike nepoznat.
Ipak, poznato je da tijekom aktivacije signalnog puta Hh preko PTCH-a dolazi do disocijacije
SUFU-GLI kompleksa te se GLI oslobada i prelazi u jezgru gdje potice transkripciju ciljnih

gena, dok se SUFU transportira izvan PC te dolazi do njegove razgradnje proteosom-ovisnim
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putem pomocu faktora koji nisu jo$ istrazeni. Takoder, Hh ligandi, naroc¢ito SHH, mogu
samostalno potaknuti ubikvitin-proteosomalnim putem posredovanu degradaciju SUFU-a $to
upucuje na Cinjenicu da suvisak Hh liganda, primjerice u slucaju karcinogeneze, moze dovesti
do supresije djelovanja SUFU-a i1 deregulacije Hh signalizacije (20,215). Osim toga, ¢ini se da
je fosforilacija takoder bitna za regulaciju stabilnosti SUFU-a. Tako bi zapravo ubikvitinacija,
koja je glavni put selektivne razgradnje proteina u stanici eukariota, kao i1 fosforilacija na
posttranslacijskoj razini mogle modulirati stabilnost i time aktivnost SUFU-a. Ipak, postoji jo$
niz nejasnoca vezano za sve aktere ukljuc¢ene u regulaciju SUFU-a te nema studija vezano za
transkripciju gena SUFU (20). Takoder, mehanizam transporta SUFU-a iz citoplazme u jezgru
stanice ostaje jo$ nerazjasnjen, no postoje dokazi da se transport SUFU-a na relaciji citoplazma
- jezgra odvija CRM-1 (engl. Chromosomal Maitenance 1/Exportin-1) posredovanim

mehanizmom (216).

Smatra se da SUFU ima presudnu ulogu u odrzavanju homeostaze zdravog odraslog
organizma. Naime, pokazano je da je gubitak funkcije SUFU bez ikakvog postojanja signala
Hh liganda dovoljan za pokretanje samostalne Hh signalizacije (Sto takoder vrijedi i za PTCHI)
(213). Tako je u kolorektalnom karcinomu, karcinomu prostate i gliobastomu naden gubitak
ekspresije proteina SUFU koji upucuje na vaznost funkcije SUFU-a te na njegovu
antiproliferacijsku ulogu (20). Presudna uloga aberantne aktivacije signalnog puta Hh te
vaznost izostanka funkcije SUFU-a zbog razli¢itih mutacija proufena je na primjeru
desmoplasticnog/nodularnog tipa meduloblastoma te je ustanovljeno da odredene mutacije
gena SUFU stvaraju povecanu sklonost razvoju tumora (217,218). U slu¢aju inaktivacije jednog
od klju¢nih stani¢nih tumorskih antigena p53, nadeno je da bi upravo gubitak funkcije SUFU
proteina mogao biti odlucuju¢i korak u malignoj pretvorbi stanice (219). Uredna Hh, SHH 1
SUFU signalizacija imaju vaznu ulogu i u sprecavanju akutne transplantacijske bolesti (engl.

Graft-versus-host disease, GVHD) (220,221).

Istrazivanja ukazuju na to da bi uloga proteina SUFU u signalnom putu Hh zapravo mogla
biti tek jedna od njegovih uloga, s obzirom da je pokazano da bi SUFU mogao biti i regulator
signalnog puta Wnt. Budu¢i da su oba spomenuta puta klju¢na za proliferaciju i diferencijaciju
stanica te za embriogenezu i s obzirom na ¢injenicu da oba puta mogu utjecati na iste stanice,
SUFU bi mogao djelovati kao svojevrsni koordinator i poveznica u interakciji signalnih puteva

Wnt i Hh, kako je nadeno u nizih kraljesnjaka (21). Nadalje, pokazano je da se SUFU nalazi u
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istom kompleksu sa -kateninom te da djeluje kao negativni regulator signalnog puta Wnt (Slika
8). Naime, na humanim stani¢nim linijama uoceno je da povecana ekspresija SUFU dovodi do
poticanja izlaska B-katenina iz jezgre preko CRM-1 i posljedi¢no smanjene transkripcije TCF
onkogenih ciljnih gena §to dovodi do zaustavljanja rasta tumorskih stanica

(216). Ipak, radova je na tom podrucju jos uvijek malo te su kontradiktorni (213).

Vaznost Hh signalizacije tijekom embrionalnog razvoja i napose razvoja posteljice te time i
SUFU kao njezina glavnog regulatora obradena je u posebnom poglavlju. Iz svega navedenoga
namece se zakljucak da je SUFU kljucan kako za embriogenezu, tako i za homeostazu stanica

1 supresiju tumora (222).

Hh Wnt
Sufu

"

Gli1 R-katenin

> &

Slika 8. Moguce interakcije signalnog puta Wnt i Hh preko SUFU. Preuzeto iz (21).

1.4.2. Vrste signalnog puta Hh

U signalnom putu Hh, kao i u Wnt, postoji kanonski i nekanonski put. Kanonski put je onaj
u kojemu Hh ligand regulira transkripcijske faktore GLI te preko njih ostvaruje svoj ucinak.
Kanonski put je do sada znacajno viSe istrazen u odnosu na nekanonski, s obzirom da je naden

u brojnim klju¢nim fizioloskim te patoloskim procesima (karcinogeneza).
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Do sada su otkrivena dva nekanonska signalna puta Hh, odnosno dva signalna puta koja su
sasvim neovisna o GLI transkripcijskim faktorima. U prvom podtipu nekanonskog puta
signalizacija Hh se odvija preko Hh liganda i PTCH-a, ali neovisna je o SMO-u. U sluc¢aju
odsustva vezivanja Hh liganda na PTCH, PTCH ¢e kroz regulaciju stani¢nog ciklusa u G2/M
fazi djelovati proapoptotski, dok ¢e u slucaju vezivanja Hh liganda na PTCH receptor do¢i do
pojacane proliferacije i prezivljenja stanica (223). U drugom podtipu nekanonska signalizacija
Hh je posredovano receptorom SMO neovisno o transkripcijskim faktorima GLI te se smatra
vaznim za regulaciju aktinskog citoskeleta i odrzavanje metabolizma, a pokazano je da se putem

njega regulira 1 percepcija osjeta boli (224,225).

1.4.3. Hh signalizacija

Prvi uvjet za uspjesnu Hh signalizaciju je prisutnost PC, s obzirom da je u sisavaca signalni
put Hh ovisan o njima. PC su visoko specijalizirane stanicne organele sastavljene od
mikrotubula koji izlaze s povrSina mnogih stanica u kraljeznjaka i koje su osjetljive na razlicite
kemijske, toplinske ili mehanicke signale, a za ¢iju je normalnu strukturu i funkciju potrebno
nekoliko stotina razli¢itih proteina (226,227). PC se smatraju srediSnjim mjestima na kojima se
odvija prijenos i prekid signala u signalnom putu Hh, a mutacije proteina koji izgraduju PC
dovode do gubitka Hh signalizacije (228). Upravo to je pokazano u bolestima koje nastaju kao
posljedica defekta u cilijama, kao Sto su primjerice degeneracija retine, policisticna bolest

bubrega ili Kartagenerov te Bardet-Biedl sindrom (229).

Kanonski signalni put Hh moze biti aktiviran putem sva tri Hh liganada (IHH, SHH i DHH)
koji se veZzu na transmembranski receptor PTCH. Ako ne dolazi do vezivanja Hh liganda za

PTCH receptor, PTCH ulazi u PC 1 inhibira aktivnost susjednog transmembranskog proteina

SMO tako da SMO ostaje izvan PC (230).

Transkripcijski faktor GLI-FL tvori kompleks sa SUFU koji ga zadrzava u citoplazmi. SUFU
uz KIF7 potice fosforilaciju GLI-FL koju izvrSavaju PKA (engl. protein Kinase A), GSK3
(engl. Glycogen Synthase kinase 3B) i CK1, a time nastaje GLI-R, oblik GLI koji inhibira
transkripciju ciljnih gena (231) (Slika 9A).
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Ako dode do vezanja nekog od tri spomenuta Hh liganda na PTCH receptor, dolazi do izlaska
receptora iz PC te razgradnje liganda i1 receptora u lizosomima, nakon ¢ega se oslobada
integralni transmembranski protein SMO koji prelazi u aktivni oblik nakon fosforilacije od
strane CK1 (engl. Casein Kinase 1) 1 GRK2 (engl. G Protein-Coupled Receptor Kinase 2).
Aktivni SMO potom prelazi u PC u kojoj SUFU, KIF7 1 GLI-FL sacinjavaju citoplazmatski
kompleks. Medutim, aktivirani SMO potice disocijaciju kompleksa SUFU-GLI te pretvorbu
GLI-FL u GLI-A koji potom prelazi u jezgru te dovodi do prepisivanja ciljnih gena (232) (Slika
9B).

(CK1 ) Gsk3p

(SUFU
lizosomalna i

degradacija

[/protggsomglno
cijepanje

jezgra

nema transkripcije gena transkripcija gena

Slika 9. Shematski prikaz kanonskog puta Hh. Preuzeto i preuredeno iz (233). U odsustvu Hh
liganda (A) PTCH inhibira SMO. SUFU nacini kompleks s GLI-FL te ga stabilizira u
citoplazmi. SUFU 1 KIF7 poticu fosforilaciju GLI2 1 GLI3 od strane PKA, CK1 i GSK3p, zbog
¢ega dolazi do njihove djelomicne proteasomalne degradacije i do formacije represorske forme

GLI-R koja se translocira iz citoplazme u jezgru stanice gdje inhibira transkripciju ciljnih gena.

U slucaju vezanja Hh liganda (B) za PTCH receptor, dolazi do oslobadanja SMO te
fosforilacije, nakon ¢ega se SMO aktivira 1 poti¢e signalnu kaskadu koja dovodi do pretvorbe

GLI-FL u aktivnu formu GLI-A koja se prenosi u jezgru i potice transkripciju ciljnih gena.
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1.4.4. Moguce poveznice i interakcije izmedu signalnih puteva Wnt i Hh

Osim SUFU, nadeno je joS nekoliko razina na kojima bi mogle postojati interakcije izmedu
signalnih puteva Hh i Wnt §to jo§ viSe docarava sloZenost i medusobno precizno podeSavanje i
interakcije. Primjerice, nadeno je da je IHH eksprimiran u epitelnim stanicama kolona te da je
vazan za njihovu diferencijaciju, a ujedno u tim stanicama djeluje 1 kao negativni regulator,
antagonist kanonskog signalnog puta Wnt inhibiraju¢i B-katenin-TCF signalizaciju, dok
istovremeno povratno kanonski put Wnt negativno utjece na ekspresiju IHH Sto govori u prilog
medusobnom podesavanju i ravnotezi izmedu puteva. U slucaju izostanka te ravnoteze,
odnosno u sluc¢aju izostanka Hh signalizacije, do¢i ¢e do pojacane aktivacije signalnog puta

Whnt prisutne primjerice u kolorektalnom karcinomu (234).

Takoder, pokazano je da u kraljeznjaka u razliitim okolnostima GLI proteini mogu
regulirati ekspresiju razli¢itih WNT gena te tako utjecati na Wnt signalizaciju. Ujedno, u slu¢aju
blokiranja Wnt signala ne moze doc¢i do GLI2/3 posredovane signalizacije. Tako je nadeno da
u stanicama ranoga embrija GLI2 moze direktno potaknuti ekspresiju gena WNTS, te se smatra
da bi mogao biti jedan od klju¢nih regulatora WNTS signalizacije. GLI2/3 takoder moze
indirektno potaknuti ekspresiju gena WNT54, WNT7B i 7C te WNTS8B 1 WNT11 tijekom rane
embriogeneze, dok GLI1 moze inducirati ekspresiju PTCHI te pojacanu ekspresiju (engl.
Upregulation) gena WNT5A, WNT7B 1 C te WNTS. U tumorskom tkivu je pak nadeno da GLI1
uzrokuje smanjenu ekspresiju gena WNT2, WNT3, WNT5A, WNT7B 1 WNTI11 te GLI2, GLI3 i
PTCH (235).

1z svega navedenoga moze se naslutiti koliko je mogucih poveznica i viSestrukih interakcija
(engl. Cross-talk) izmedu signalnih puteva Hh 1 Wnt §to nam daje uvid u sloZenost ovih puteva

1 njihove moguce regulacije.

1.4.5. Signalni put Hh i posteljica

Signalni put Hh je kljucan za regulaciju proliferacije i diferencijacije stanica, organogenezu
te nastanak 1 potom 1 progresiju karcinoma, a presudan je i za razvoj i odrzanje uredne trudnoce

(14).
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Naime, signalni put Hh ima vaznu ulogu u reguliranju hematopoeze te u procesima
vaskulogeneze 1 angiogeneze u posteljici tijekom embrionalnog razvoja. Utvrdeno je da moze
izravno poticati stvaranje endotelnih stanica krvnih Zila te potaknuti potporne stanice krvnih
zila na proizvodnju vaskularnih faktora rasta, ¢ime moZze regulirati kako nastanak tako i daljnji
razvoj postojecih krvnih zila (15,16). Primjerice, pokazano je da inhibicija SHH signalizacije
smanjuje ekspresiju VEGF-A (engl. Vascular endothelial growth factor A) u stanicama
trofoblasta (236,237). Poremecéaj Hh signalizacije dovodi do poremecene vaskulogeneze u
zumanjcanoj vreéi te posljedicno do poremecaja razvoja labirinta posteljice u misa zbog cega
dolazi do drasti¢nog smanjenja kapaciteta trasplacentarne izmjene tvari kljuéne za odrzanje 1

napredovanje trudnoce, odnosno rast i razvoj ploda (200).

Poremecena signalizacija signalnog puta Hh inhibira migraciju i invaziju stanica trofoblasta
1 angiogenezu u posteljici, ¢ime dovodi do smanjene vaskularizacije te posljedicno povecane

hipoksije 1 ugroze ploda (204).

Na eksperimentalnom modelu misa nadeno je da je uredna razina SMO-a u endometralnoj
stromi neophodna tijekom implantacije te da izostanak Hh signalizacije ovisne o SMO-u
prolongira implantaciju i dok je embrionalni razvoj do trenutka implantacije uredan (238). Osim
toga, pokazano je da u Zena s habitualnim pobacajem postoji smanjena SHH signalizacija u
posteljici te da inhibicija SHH dovodi do pojacane autofagije (236). To je vazno stoga Sto se
smatra da bi upravo interakcija izmedu SHH 1 autofagije mogla biti vazna za odrzanje trudnoce
s obzirom da je autofagija vrlo aktivna u stanicama EVT-a u posteljici te da je poremecaj
autofagije vazan u patogenezi preeklampsije 1 IUGR-a (239). Naime, autofagija pridonosi
razvojnim procesima i ocuvanju homeostaze kroz proces lizosomalne degradacije. Nadeno je
da signalni put Hh mozZe biti 1 pozitivni 1 negativni regulator autofagije, ovisno o vrsti stanica i

vremenu djelovanja (236).

Osim SHH, mnoge komponente signalnog puta Hh, poput GLI2 i GLI3, obilno su
eksprimirane u tkivu trofoektoderma, a potom 1 u trofoblastu posteljice te su potrebne za uredan
razvoj posteljice 1 odrzanje trudnoce (237). Hh signalizacija preko GLI1/2 potice diferencijaciju
CTB-aiproces EMT stanica trofoblasta neophodnih za uspjesnu placentaciju, dok protein GLI2
osigurava fuziju stanica citotrofoblasta u sinciciotrofoblast (17,18). GLI1 potice transkripciju
kljucnih regulatora EMT kao §to su Snaill, Slug i Twist. Medutim, GLI1 1 GLI2 takoder mogu

djelovati i1 kao transkripcijski represori gena koji kodira E-kadherin $to ¢ini Hh signalizaciju
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preko GLI1/2 neophodnom za fizioloski razvoj zrele posteljice te je pokazano da gubitak GLI2
uzrokuje smrt embrija (18,184).

1.5. VAZNOST POJEDINIH EPIGENETSKIH MEHANIZAMA U
POSTELJICI

Epigenetika se definira kao podruc¢je biologije u kojem se proucavaju promjene genske
ekspresije koje nisu uzrokovane promjenom DNA slijeda (gré. Ezi - izvan, iznad, oko) (240).
U danasnje vrijeme se naSa paznja uvelike premjesta s DNA slijeda upravo na regulaciju i
promjenu genske ekspresije postoje¢ih DNA sljedova utjecajem razlicitih faktora iz okolisa, Sto
predstavlja veliki izazov jer njezini razliCiti mehanizmi omogucuju promjene u genskoj
ekspresiji koje su nasljedne, no sasvim neovisne o DNA slijedu te ga ne mijenjaju (241). Kada
se u tom kontekstu proucava razvoj ploda i posteljica, govorimo o fetalnom programiranju
(242). Posteljica tako pod utjecanjem vanjskih faktora moze mijenjati svoje funkcije putem
razli¢itih epigenetskih mehanizama. Pokazano je da i fetalni rast moze biti moduliran putem
epigenetskih mehanizama (2). Epigenetska regulacija ostvaruje se preko DNA metilacije,
posttranslacijske modifikacije histona i1 djelovanja nekodirajuéth RNA - mikro-RNA
(miRNA/miR) i dugih nekodiraju¢ih RNA (engl. Long noncoding RNASs).

S obzirom na to da je uocena povezanost epigenetske regulacije razlicitih gena u posteljici s
fizioloSkim razvojem posteljice 1 urednim fetalnim rastom (243), u nasem je istraZivanju
proucavana DNA metilacija 1 miRNA, pa je stoga potrebno predstaviti njihov mehanizam i

ulogu u posteljici.

1.5.1. DNA metilacija i njezina uloga u posteljici

DNA metilacija je najviSe prouceni nacin epigenetske regulacije (240). To je proces u kojem
enzim DNA metiltransferaza (engl. DNA methyltransferase, DNMT) dodaje metilnu skupinu
na citozinski prsten u CpG dinukleotidima (244).
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Osim CpG dinukleotida postoje i CpG otoci na koje otpada izmedu 1 1 2% genoma 1 koji se
Cesto nalaze u regijama promotora aktivnih gena. Naime, u slu¢aju metilacije citozina CpG
otoka promotorske regije gena, gen postaje metiliran §to znaci da ga transkripcijski faktori nece
prepoznati pa ¢e transkripcija izostati (245). Tada kazemo da je gen ,,utiSan“. Naprotiv, u
slu¢aju da ne dode do metilacije citozina u CpG otocima promotora, bit ¢e omogucena
transkripcija jer gen nije ,,utiSan“ s obzirom da je nemetiliran. CpG dinukleotidi izvan CpG

otoka obic¢no su metilirani, ¢cime pak pridonose stabilnosti i o¢uvanju genoma (244).

Nakon oplodnje dolazi do globalne demetilacije koja traje do stadija morule, odnosno 3. dan
nakon oplodnje. Medutim, izmedu implantacije 1 gastrulacije, u vrijeme kada pocinje
diferencijacija stanica, dolazi do de novo metilacije 1 uspostave novih metilacijskih obrazaca u
plodu koji se razvija i koji ¢e u normalnim uvjetima postojec¢e obrasce zadrzati ostatak svog
zivota (246,247). Naime, tada se uspostavljaju dvije razlicite stani¢ne linije, kako je ve¢ ranije
napomenuto; unutarnja (engl. Inner cell mass) iz koje ¢e nastati sva tkiva zametka postaje
hipermetilirana, dok vanjska (engl. Outer cell mass), trofoektoderm, iz kojeg ¢e nastati

posteljica, postaje hipometilirana (248,249).

Odnos relativno hipermetiliranih embrionalnih tkiva pocetkom trudnoc¢e u odnosu na
hipometilirana ektraembionalna tkiva posteljice zadrzava se i tijekom ostatka trudnoce (249).
Pokazano je da se tijekom diferencijacije stanica u embriogenezi upravo moduliranjem
metilacije postiZze prepisivanje odnosno utiSavanje ciljnih gena ¢ime metilacija promotora

postaje jedan od klju¢nih mehanizama tijekom diferencijacije stanica (250).

Nadalje, smatra se da DNA metilacija ima klju¢nu ulogu u razvoju posteljice te da promjene
u obrascima metilacije mogu dovesti do poremecaja morfologije posteljice i nepovoljnog ishoda
trudnoce (2). Vrijeme demetilacije, a potom uspostave novih metilacijskih obrazaca tijekom
ranog razvoja ploda smatra se kljuénim za prezivljenje i uredan razvoj ploda, a upravo tijekom
tog razdoblja na epigenetsku regulaciju mogu utjecati vanjski faktori, ¢ime mogu dugorocno
izmijeniti gensku ekspresiju ploda (242). Na modelima posteljice u Stakora pokazano je da u
slucaju blokade DNA metilacije dolazi do potpunog poremecaja razvoja labirinta 1 posteljice
(251,252). Na humanim stani¢nim linijama blokada DNA metilacije dovodi do poremecene
migracije trofoblasta (202). Osim toga, pokazano je da u zametaka koji ne mogu odrzati

normalan stupanj metilacije dolazi do smrti nakon gastrulacije (247).
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DNA metilacija moze dovesti do smanjene ekspresije gena koji su klju¢ni kako za razvoj
posteljice, tako i1 za njezine metabolicke 1 endokrine zadace, Sto posljedi¢no negativno utjece
na rast ploda. Tako je, primjerice, u humanim posteljicama iz trudno¢a s [IUGR-om uocena

pojacana metilacija gena HSD11B2 presudnog za metabolizam glukokortikoida (253,254).

Na fetalni rast utjecu i brojni geni koji su podlozni razli¢itim vrstama epigenetske kontrole.
Naime, proucavanjem razli¢itih gena u posteljici koji su odgovorni za rast nadeno je da su neki
od tih gena, primjerice WNT2, regulirani DNA metilacijom te povezani s [UGR-om (255). Isto
je potvrdeno u drugom istrazivanju gdje je uoceno da je pojaana metilacija u podrucju
promotora gena WNT2 dovela do smanjene proteinske ekspresije WNT2 u posteljici te

smanjene porodajne mase djeteta (256).

Osim toga, pokazatelj da bi promjene u DNA metilacijskom profilu posteljice mogle biti
marker fetalnog rasta, jest ¢injenica da je naden obrazac metilacije na 22 klju¢na lokusa u
terminskim posteljicama. Naime, promjena metilacije u tim ciljnim genima povecava
vjerojatnost nastanka IUGR-a (257). Zbog svega navedenoga ne ¢udi Cinjenica da posteljica
ima veliku varijabilnost u DNA metilaciji u usporedbi s drugim tkivima te se vjeruje da bi uzrok
tome mogao biti bas u njezinoj prilagodbi potrebama majke 1 ploda te uvjetima iz okoliSa koji

ih okruzuje.

1.5.2. Mikro RNA i njezina uloga u posteljici

Nizom istrazivanja je potvrdeno da osim DNA metilacije postoje i drugi epigenetski

mehanizmi koji su vrlo vazni u regulaciji ekspresije razli¢itih gena u posteljici.

MikroRNA su male nekodiraju¢e RNA koje se sastoje od 18 - 22 nukleotida. One reguliraju
stabilnost i translaciju mRNA te su znacajne po tome §to samo jedna miRNA moze regulirati
ekspresiju viSe razli¢itih gena (258). Pokazano je da bi miRNA mogla imati vrlo znacajnu ulogu
u razvoju posteljice kroz regulaciju postelji¢nih gena. Naime, nadeno je da miRNA djeluje na
proliferaciju stanica trofoblasta, njihovu migraciju, invaziju i apoptozu te da je vazna za

angiogenezu (259). Tako su istrazivanja pokazala promijenjene ekspresije specificnih miRNA
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u posteljicama iz trudnoc¢a s preeklampsijom u odnosu na njihovu ekspresiju u posteljicama iz

urednih trudnoca (260,261).

Promijenjena koncentracija kisika mogla bi imati utjecaja na epigenetske i genetske
kontrolne mehanizme ukljucene u razvoj posteljice te time i u prezivljenje i razvoj ploda (242).
Naime, pokazano je da se upravo pod utjecajem promijenjene razine kisika mijenja i ekspresija
pojedinih miRNA u stanicama trofoblasta humane posteljice, tako da je u slucaju hipoksije ona
u pojedinih miRNA pojacana (engl. Upregulation), dok je u drugih smanjena (engl.
Downregulation), a na pojedine razina kisika nema utjecaja. Vjeruje se da bi to mogao biti
epigenetski mehanizam u pozadini smanjene ponude kisika plodu, napose u vremenu rane
trudnoce kada se oblikuju de novo obrasci metilacije (231). To je vrlo znacajno saznanje u
kontekstu postelji¢ne insuficijencije i posljedi¢no razvoju IUGR-a koji su predmet naSeg

istrazivanja.

S obzirom na to da su razli¢ite posteljicne miRNA detektabilne u serumu trudnica mogle bi
u buduénosti posluziti kao moguci markeri za prisustvo ili progresiju razli¢itih nepovoljnih
stanja ili bolesti koje bi mogle ugroziti plod te bi mogle sluZziti kao svojevrsni rani indikatori
izloZenosti ploda nepovoljnim uvjetima iz okoliSa (242). 1z svega navedenoga slijedi da bi
razli¢ite miRNA i poznavanje molekularnih mehanizama koji su u podlozi patoloskih procesa
u posteljici mogli posluziti za izradu novih markera bolesti i mogucih novih lijekova te

planiranja preventivnih postupaka u trudnoéi.

Osim DNA metilacije i miRNA, nadeno je da je i post-translacijska modifikacija histona
vazan nacin regulacije ekspresije postelji¢nih gena te da bi ona mogla biti jedan od faktora koji
omogucuje feto-maternalnu imunolosku toleranciju (262,263). Modifikacija histona mogla bi
takoder biti vaZan regulator ekspresije kljucnih posteljiénih gena koji omogucéuju fuziju

trofoblasta (264).

Da bi se dobilo dodatni uvid u kompleksnost epigenetskih mehanizama i njihove genske
regulacije, potrebno je naglasiti da bi spomenuti mehanizmi mogli imati 1 medusobne
interakcije koje bi takoder mogle modificirati njihov utjecaj na gensku ekspresiju Sto dodatno

pridonosi slozenosti njihova djelovanja (265) (Slika 10).
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Slika 10. ViSestruke moguc¢e medusobne interakcije izmedu epigenetskih mehanizama.
Preuzeto i preuredeno iz (265).
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2. HIPOTEZA

U posteljicama s intrauterinim zastojem u rastu u usporedbi s posteljicama iz urednih trudnoca,
o¢ekuje se smanjena ekspresija proteina WNTSA i B-katenina te povecana ekspresija proteina

SUFU, dok ¢e promotor gena SUFU biti hipometiliran.
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3. CILJEVI

Op¢i cilj:

Istraziti promjene u ekspresiji proteina WNTS5A, B-katenina i SUFU u posteljicama s
intrauterinim zastojem u rastu te ih usporediti s njthovom ekspresijom u posteljicama iz urednih

trudnoca.

Specificni ciljevi:

1. Ispitati razinu ekspresije proteina WNTS5A 1 B-katenina, pozitivnih regulatora signalnog puta
Wnt

2. Ispitati razinu ekspresije proteina SUFU, negativnog regulatora signalnog puta Hh i moguce
signalnog puta Wnt

3. Analizirati metilaciju DNA u promotoru gena SUFU

4. Odrediti povezanost DNA metilacije gena SUFU s njegovom proteinskom ekspresijom

5. Usporediti ekspresiju proteina WNTSA, B-katenina i SUFU u zdravim i posteljicama s
intrauterinim zastojem u rastu

6. Ispitati je li ekspresija gena SUFU regulirana putem miR-214-3p i miR-378a-5p.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Klinic¢ki podaci

Uzorci posteljica koriStenih u istrazivanju dio su zbirke posteljicnog tkiva koje pripada
Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu te Klini¢koj bolnici Merkur, odnosno Klinici za
zenske bolesti i porode pri toj ustanovi, a obje su institucije dio Centra za izvrsnost u
reproduktivnoj i regenerativnoj medicini (engl. Scientific Center of Excellence for Reproductive
and Regenerative Medicine, CERRM). Istrazivanje je odobreno od strane SrediSnjeg etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (641-01/22-02/01; 30. listopada
2018.) 1 Etickog povjerenstva KB Merkur (03/1-1341; 14. veljace 2018.).

Kontrolnu grupu sacinjavalo je 18 uzoraka posteljica fiksiranih formalinom i uklopljenih u
parafin (engl. Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE) koji su dobiveni iz fizioloSkih
jednoplodnih terminskih trudnoéa (porodaj izmedu navrSenog 38. tjedna gestacije te prije
navrSenog 42. tjedna gestacije) iz kojih je porodeno dijete uredne porodajne mase (iznad 10.

centile, a ispod 90. centile za gestacijsku dob, spol djeteta i paritet majke).

Ispitivanu skupinu sacinjavala su 34 uzorka posteljica dobivenih takoder iz terminskih
jednoplodnih trudno¢a s IUGR-om dijagnosticiranim na temelju serijskih (barem dva)
ultrazvu¢nih mjerenja BPD, AC te FL, prema kojima je procijenjena masa ploda bila ispod 10.
centile za gestacijsku dob, spol djeteta i paritet majke prema nacionalnim tablicama
definiranima 1988. godine $to je 1 potvrdeno mjerenjem mase novorodenceta neposredno nakon

porodaja (266).

Jedina patologija trudnoce prisutna u ispitivanoj skupini bila je [UGR, a iskljucni kriteriji za
patoloske kao i za kontrolne trudnoce bili su: viSeplodna trudnoca, intrauterine virusne infekcije
(TORCH i Parvovirus B19), korioamnionitis, hipertenzija, preeklampsija, fetalne malformacije
i genetske abnormalnosti, autoimune bolesti majke, pusSenje cigareta te konzumiranje

nedopustenih supstanci u trudno¢i ili poremecaji prehrane u majke.

Nakon porodaja, posteljice iz obje skupine poslane su na patohistolosku analizu uz prethodni
usmeni i pismeni informirani pristanak rodilja. Certificirani patolog (A.S.) je potom uginio

makroskopsku i patohistolosku analizu posteljicnog tkiva iz obje skupine te potvrdio promjene
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na razini posteljice koje su u skladu s klinickom dijagnozom IUGR-a, odnosno potvrdio uredan
nalaz u slucaju kontrolne skupine. Potom je od svake posteljice, oko 5 cm od insercije
pupkovine, uzet uzorak citave debljine tkiva posteljice (od fetalne do maternalne strane) u

obliku diska koji je potom rutinskim laboratorijskim tehnikama uklopljen u parafinske blokove.

4.2. METODE

4.2.1. Imunohistokemija

Uzorci posteljica iz ispitivane 1 kontrolne skupine fiksirani su formalinom 1 uklopljeni u
parafin rezani su na debljinu od 4 pum te postavljeni na silanizirana predmetna stakla
(DakoCytomation, Denmark). Narezani FFPE-uzorci inkubirani su preko noc¢i u termostatu pri

58 °C. Sljedeci dan, uzorci su izvadeni iz termostata te ostavljeni 10 min pri sobnoj temperaturi

da se ohlade.

Da bi se provela imunohistokemijska analiza kojom je detektirana proteinska ekspresija 1
lokalizacija proteina WNTS5A, B-katenina i SUFU u uzorcima, bilo je potrebno deparafinizirati
i rehidrirati tkivo. Tako su FFPE-uzorci deparafinizirani u ksilenu (BioGnost) Cetiri puta po 10
min, rehidrirani u padaju¢im koncentracijama etanola (100%-tni etanol 5 min, 96%-tni etanol
5 min 1 70%-tni etanol 2 min; Kemika, Zagreb, Hrvatska) te potom dva puta isprani u

destiliranoj vodi.

Deparafinizirani i1 rehidrirani uzorci su potom zagrijavani u citratnom puferu, Dako Target
Retrieval Solution (pH 6; Dako, Carpinteria, CA, SAD), u kuhalu na paru 20 min radi
razotkrivanja epitopa. Zatim su uzorci prebaceni u posudu s mlakom vodom tokom 25 min da
bi se postepeno ohladili, nakon ¢ega su isprani dva puta po 3 min u 1 x TBS-puferu (engl. T7is-
Buffered Saline; 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 150 mM NacCl). Kako bi se blokiralo djelovanje
endogenih peroksidaza, uzorci su tretirani 3%-tnom otopinom peroksida (H202; BioGnost) u
trajanju od 10 min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je slijedilo ispiranje u 1 x TBS-puferu
dva puta po 3 min. Nakon ispiranja, na uzorke je dodano primarno protutijelo, optimalno

razrijedeno u 1 x TBS-puferu. Uzorci su ostavljeni preko no¢i u vlaznoj komori na 4 °C.
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Koristena su primarna protutijela: anti-WNTS5A misje monoklonalno (engl. Mouse
monoclonal anti-human; ab86720, Abcam, Cambridge, UK, razrjedenje 1:1000), potom anti-
B-katenin zecje poliklonalno (engl. Rabbit polyclonal anti-human; ab16051, Abcam,
Cambridge, UK, razrjedenje 1:500) 1 anti-SUFU zecje poliklonalno protutijelo (engl. Rabbit
polyclonal anti-human; 26759-1-AP, Proteintech, Rosemont, IL, USA, razrjedenje 1:500).

Sljedeceg dana uzorci su isprani u 1 x TBS-puferu dva puta po 3 min, nakon ¢ega je na njih
dodano sekundarno protutijelo (Dako REAL EnVision Detection System), peroksidazom
konjugirana polimerna okosnica koja na sebi nosi i molekule sekundarnog protutijela.
Sekundarno protutijelo veze se na mi§je ili ze¢je imunoglobuline primarnog protutijela te
dolazi do detekcije primarnog protutijela. Inkubacija u sekundarnom protutijelu odvijala se
pri sobnoj temperaturi u trajanju od 30 min. Uzorci su potom isprani u 1 x TBS-puferu dva
puta po 3 min. Potom je uslijedila inkubacija u 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB)
u trajanju od 10 min pri sobnoj temperaturi. Primjena ovog supstrat-kromogen kompleksa
rezultirala je nastajanjem netopivog smedeg precipitata na antigenskom mjestu. Uzorci su
zatim isprani prvo u vodovodnoj pa onda u destiliranoj vodi, nakon ¢ega su kontrastirani
hematoksilinom (BioGnost) tijekom 1 min, a viSak boje ispiran je u vodovodnoj vodi tokom
5 min. Uzorci su potom dehidrirani u rastu¢im koncentracijama etanola (70%-tni etanol
nekoliko urona, 96%-tni etanol nekoliko urona, 100%-tni etanol 1 min i 100%-tni etanol 2
min), nakon cega je slijedilo bistrenje u ksilenu dva puta po 5 min. Uzorci su naposljetku

trajno uklopljeni u medij za uklapanje (Biomount DPX Low, BioGnost).

Negativna kontrola tokom istrazivanja bio je uzorak obraden na isti nacin kao ispitivana i
kontrolna skupina, ali bez inkubacije u primarnom protutijelu. Kao pozitivne kontrole

koriSteni su humani uzorci tonzila (za WNT5A), kolona (za -katenin) i bubrega (za SUFU).

Proteinska ekspresija WNTSA, B-katenina i SUFU promatrana je u trofoblastu, endotelnim
stanicama te u stromalnim stanicama posteljice u kontrolnoj 1 ispitivanoj (IUGR) skupini od
strane dva neovisna patologa. Semikvantitativna analiza proteina oCitana je pomocu svjetlosnog
mikroskopa sa svijetlim vidnim poljem (Olympus CX22; Olympus Life Science, Tokyo, Japan)
prema sljede¢im kriterijima: 0 — nema bojenja, odnosno nema ekspresije u stanicama, 1 — ako
je < 10% stanica imunopozitivno, 2 — ako je 10- 50% stanica imunopozitivno i 3 —ako je > 50%

stanica imunopozitivno (267).
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4.2.2. Izolacija genomske DNA iz FFPE-tkiva

Genomska DNA izolirana je iz FFPE-uzoraka posteljica iz kontrolne skupine koja je
sadrzavala 14 uzoraka, te iz 10 uzoraka posteljica iz ispitivane, [IUGR, skupine. Genomska
DNA iz FFPE-tkiva izolirana je po protokolu prilagodenom prema Vrsalovi¢ i sur. (268). Za
izolaciju DNA koriStena su dva reza debljine 10 pm svakog FFPE-uzorka. Narezani uzorci su
potom prebaceni u mikroepruvete volumena 1,5 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka). U
svaku mikruepruvetu je potom dodano po 1 mL supstitucije za ksilen (Histoclear II; National
Diagnostics, Hessle Hull, UK), nakon ¢ega su uzorci inkubirani 30 min pri sobnoj temperaturi
uz mijeSanje okretanjem mikroepruveta. Uzorci su potom centrifugirani pri sobnoj temperaturi
tijekom 5 min pri 13000 rpm (engl. Revolutions per minute). Supernatant je pazljivo uklonjen
pomocu mikropipete, a na talog je potom dodano 1 mL supstitucije za ksilen. Potom su uzorci
ponovno inkubirani i centrifugirani pod ranije opisanim uvjetima. Supernatant je opet pazljivo
uklonjen, a na talog je dodano 500 pL apsolutnog etanola (Kemika). Uzorci su potom mijeSani
okretanjem mikroepruveta tijekom 2 min te potom centrifugirani pri sobnoj temperaturi tokom
5 min pri 13000 rpm. Supernatant je potom ponovno pazljivo uklonjen, a na talog ponovno
dodano 500 pL apsolutnog etanola. Uzorci su potom iznova pomijesani i centrifugirani vec¢
ranije opisanim na¢inom. Cijeli supernatant je potom pazljivo uklonjen, a mikroepruvete su
ostavljene otvorene kako bi etanol ispario. Na talog je dodano 100 pL digestijskog pufera (50
mM Tris pH 8,5, | mM EDTA, 0,5% Tween 20) i 4 pL proteinaze K (20 mg/mL; VWR Life
Science AMRESCO, Radnor, PA, SAD), nakon ¢ega su uzorci inkubirani u termomikseru

(Eppendorf) preko no¢i uz mijesanje pri 300 rpm 1 temperaturi od 37 °C.

Sljedeéeg dana, uzorci su centrifugirani pri sobnoj temperaturi tokom 30 s pri 13000 rpm,
nakon ¢ega je uslijedila inkubacija u termomikseru (bez mijeSanja) tijekom 8 min pri 95 °C
radi inaktivacije proteinaze K. Uzorci su potom nanovo centrifugirani pri sobnoj temperaturi
u trajanju od 30 s pri 13000 rpm. Supernatant je pazljivo uklonjen, a izolirana genomska DNA
iz supernatanta prociS¢enja je pomocu kita NucleoSpin gDNA Clean-up (MACHEREY-
NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren, Njemacka) prema uputama proizvodada. Cistoéa i
koncentracija izolirane DNA izmjerene su pomocu mikrovolumnog spektrofotometra
(NanoDrop 2000; Thermo Fisher Scientific). Uzorci izolirane genomske DNA potom su

pohranjeni pri 4 °C.
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4.2.3. PCR ovisan o metilaciji

Genomska DNA izolirana je iz FFPE-uzoraka tkiva posteljice iz IUGR i kontrolnih, urednih,
trudnoc¢a te bisulfitno konvertirana pomocu kita MethylEdge Bisulfite Conversion system
(Promega Madison, Wisconsin, SAD) prema uputama proizvodaca. Bisulfitno konvertirana
DNA je potom koriStena u reakcijama PCR-a (engl. Polymerase Chain Reaction) ovisnog o
metilaciji (engl. Methylation-specific PCR; MSP). Sekvence pocetnica (engl. Primer) za
promotorsku regiju gena SUFU navedene su u Tablici 1. Reakcije MSP-a provedene su pomocu
kita TaKaRa EpiTaq HS (za bisulfitno tretiranu DNA) (TaKaRa Bio, Kusatsu, Shiga, Japan).
Reakcijska smjesa za MPS sadrzavala je 1XEpiTaq PCR pufer (bez Mg?"), 2,5 mM MgCla, 0,3
mM dNTP-a, 10 pmol svake pocetnice (Sigma-Aldrich), 25 ng DNA kalupa i 0,75 jedinica
TaKaRa EpiTaq HS DNA polimeraze u 25 pL kona¢nog volumena reakcijske smjese.

Reakcija se odvijala u sljede¢im uvjetima: pocetna denaturacija tijekom 30 s pri temperaturi
95 °C, nakon cega je slijedilo 40 ciklusa koji su se odvijali u tri koraka: 30 s pocetne
denaturacije pri 95 °C, potom je slijedilo sparivanje pocetnica s kalupom pri odgovarajucoj

temperaturi tijekom 30 s 1 produljivanje lanca DNA pri temperaturi od 72 °C tijekom 30 s.

Potom je slijedilo zavr$no produljivanje lanaca DNA pri 72 °C tijekom 7 min. Kod
metilirane reakcije, temperatura sparivanja pocetnica s kalupom DNA (engl. annealing
temperature) iznosila je 58 °C , dok je kod nemetilirane reakcije iznosila 55 °C. Uspjesnost
MSP reakcije provjerena je pomocu elektroforeze u gelu agaroze. Za razdvajanje produkata
MSP-a koriSten je 2%-tni agarozni gel (Lonza, Rockland, Inc. Rockland, USA) u koji je

prethodno dodana boja GelStar nucleic acid stain (Lonza).

Veli¢ina umnozenih fragmenata odredena je prema standardu DNA (SimplyLoad 100 bp
DNA Ladder; Lonza). Elektroforeza se odvijala u 1 x TAE-puferu (engl. Tris-Acetate-EDTA)
(Bio-Rad) tijekom 30 min pri 120 V. Umnozeni fragmenti vizualizirani su pod UV svjetlom na

transiluminatoru.

Sve MSP reakcije imale su kontrole, pa je tako Methylated Human Control (Promega)
koriStena kao pozitivna kontrole za metiliranu reakciju, dok je nemetilirana DNA EpiTact
Control DNA (Quigen, Hilden, Njemacka) koriStena kao pozitivna kontrola za nemetiliranu

reakciju. Kao negativna kontrola, kod obje reakcije, koristena je voda bez nukleaza.
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4.2.4. RNA ekstrakcija

Za mRNA analizu bilo je potrebo izolirati ukupnu RNA iz FFPE-uzoraka posteljica debljine
5 um iz kontrolne skupine koja se sastojala od 14 uzoraka, te iz [IUGR skupine koja se takoder
sastojala od 14 uzoraka. Da bi se to moglo uciniti, prvo je bilo potrebno sve preparate
deparafinizirati inkubacijom u 1 mL ksilena (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.) tokom
3 min pri temperaturi od 50 °C, te potom centrifugirati 3 puta po 5 min pri sobnoj temperaturi

12000 x g.

Potom je odbacen supernatant, a dobiveno tkivo je ispirano tri puta s 1 mL apsolutnog
etanola i potom preko no¢i inkubirano pri temperaturi od 55 °C u 350 pL digestijskog pufera s
proteinazom K (20 mM Tris-HCI ph 8; 1 mM CaClz,; 0,5% natrijeva dodecil sulfata i 500
pg/mL proteaze K; svi reagensi su iz Sigma-Aldrich; Merck KGaA). Ukupna RNA je izolirana
koristenjem TRIzol® reagensa (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.) prema uputama
proizvodaca. Cistoéa i koli¢ina ekstrahirane ukupne RNA provjerena je koristenjem

mikrovolumnog spektrofotometra NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.).

62



4.2.5. Reverzna transkripcija i kvantitativna lan¢ana reakcija

polimerazom (engl. R7-gPCR)

Iz svakog uzorka uzet je po 1 ug ukupne RNA 1 reverzno prepisan pomocu kita za reverznu
transkripciju cDNA visokog kapaciteta (engl. High Capacity cDNA Reverse Transcription kit,
Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.) prema uputama proizvodaca. Razine
mRNA ekspresije ciljanih gena (CTNNBI, WNT5A i SUFU) odredene su CFX-96-real-time
qPCR sistemom detekcije (engl. CFX-96-real-time qPCR detection system; Bio-Rad
Laboratories, Inc.). Sve qPCR reakcije izvedene su u triplikatima koristenjem TB Green™

Premium Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus PCR master mix; Takara Biotechnology Co., Itd.).

Koristeni su sljedeci termociklicki uvjeti: pocCetna denaturacija pri 95 °C tijekom 30 s, nakon
cega je slijedilo 40 ciklusa pri temperaturi od 95 °C tokom 5 s te 60 °C tijekom 30 s. CFX96
upravljacki softver verzije 3.1. (engl. CFX96 manager software version 3.1.; Bio-Rad
Laboratories, Inc.) je koriSten za generiranje vrijednosti praga ciklusa 1 podaci su analizirani

koristenjem 2—AACq metode (269).

Razine ekspresije relativne mRNA CTNNBI, WNT5A i SUFU normalizirane su prema
mRNA razinama ekspresije gena gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (engl. Glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) koji je sluzio kao endogena kontrola. Specifi¢nost gPCR
amplifikacije potvrdena je koriStenjem analizom krivulje taljenja (engl. Melting curve analysis).

Pocetnice koristene za mRNA analizu navedene su u Tablici 1.
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Tablica 1. Sekvence pocetnica koristene za PCR ovisan o metilaciji i reverznu transkripciju

kvantitativne lan¢ane reakcije polimerazom.

L8 DVOLVILODIOIOVOOLVIDD ODOVLIODIOVVOOVIOVIOOL |  L'9¥0200 N HAdVDH
(4 LOIDIVOIOVOIIDOVIOOLY LODOOOLIODINIOVIOIOL |  #+06100 AN [ANNLD
8 VOOIOLVOOVVIIVIVOVIOID VOVOOOVOOVOVOVOIIDLID | +691910 NN n4ans
68 DVOLVVDOHVODIVOVVIOVOL DOVVIOVOVIDVOVIOVID | L'T6EE00 NN PSINM
drmaod
AOd-14b
i [URINouwau
€81 VOLVVOVVVVVVVOOVVVVVOVVY | VOLLVLLIVLLLIOVOOODLLLIO | 11010000 ON n4ns
_ .
081 DJOLVVIVVVVVVDHIOVVVVD OLVLLLVLLLIOVOODOOLLID | 11010000 ON n4NS
ERLTERTT |
dSIN

(qd) epynpoad ewlng (c€-(8) vormagod eluzeng (.€-.8) earmaod efupaag foxq yuaaayey | wad el

pb — parovi baza; PCR - Polymerase Chain Reaction; MSP - Methylation specific polymerase

chain reaction; qRT-PCR — Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction.
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4.2.6. Mikro RNA analiza

Za mikroRNA analizu prvo je bila potrebna izolacija ukupne RNA s pet uzastopnih rezova
debljine 5 um FFPE-uzoraka posteljica, po 14 uzoraka iz kontrolne i 14 iz IUGR grupe, prema
ve¢ ranije opisanom nacinu. Potom je slijedilo procis¢ivanje pomocu ,,NucleoSpin miRNA

Plasma* kita (Macherey-Nagel, Germany).

Reverzno prepisivanje je u¢injeno pomocu kita ,,TagMan MicroRNA Reverse Transcription
Kit*“ (Applied Biosystems, USA) i specifi¢nih pocetnica s petljama (engl. loop primers) za Hsa-
miR-214-3p (assay ID 002306, Applied Biosystems, USA) i Hsa-miR-378a-5p (assay ID
000567, Applied Biosystems, USA) prema uputama proizvodaca. Razine miRNA ekspresije
ciljnih miRNA odredene su pomoc¢u ,,TagMan microRNA assay“ i ,,TagMan™ Universal

master Mix II, noUNG* (Thermo Fisher Scientific, USA) prema uputama proizvodaca.

Za endogenu kontrolu koristene su male nuklearne RNA U6 (engl. small nuclear RNA U6-
U6 snRNA assay ID 001973, Applied Biosystem, USA). Koristeni su sljedeci termociklicki
uvjeti (CFX-96 real-time qPCR detection system; Bio-Rad Laboratories, Inc.): pocetna
denaturacija pri 95 °C tijekom 10 min, nakon ¢ega je uslijedilo 40 ciklusa pri 95 °C tijekom 15
s 1 60 °C tijekom 60 s. Sve qPCR reakcije izvedene su u triplikatima i podaci su analizirani

pomocu 2—AACq metode kako je ve¢ ranije navedeno (269).

4.2.7. Statisticka analiza

Normalnost distribucije podataka testirana je koriStenjem Shapiro-Wilkovog testa.
Kontinuirane varijable su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) ili
medijan s inerkvartilnim rasponom (Q1, Q3). Kategoricke varijable su prikazane kao
frekvencije (n) i postoci (%). Na temelju normalnosti distribucije podataka, razlike izmedu
grupa za kvantitativne varijable analizirane su pomoc¢u Studentovog t-testa (za podatke s

normalnom distribucijom) ili Mann-Whitney U testa (za podatke s nenormalnom distribucijom).

Prema potrebi, kategori¢ke su varijable usporedivane pomoc¢u Chi-square ili Fisherovog

exact testa. U cilju korekcije viSestrukih usporedbi, nakon provedenog Chi-square ili
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Fisherovog exact testa, upotrjebljena je Bonferronijeva korekcija s navodenjem korektivnih t-

vrijednosti, gdje je bilo potrebno.

Za statisticku analizu dobivenih podataka koriSten je SPSS Statisticki softver (verzije 27.0;
IBM Corp., Armonk, NY, USA; kod licence 782a173al1dd18687a8e5). Prag prihvacanja,

odnosno odbacivanja hipoteze bio je na razini vjerojatnosti od P<0,05.
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5. REZULTATI

5.1.  Klinicki podaci

Analizirane su sljedece klinicke varijable: dob majke, tjelesna masa i visina majke, indeks
tjelesne mase (engl. Body mass index, BMI) majke prije trudnoce te u vrijeme porodaja, prirast
tjelesne mase majke u trudnoéi, masa i duzina novorodenceta, masa posteljice te omjer mase

novorodenceta 1 posteljice (engl. Fetal/placental weight ratio).

Statisticki zna¢ajno manja masa i duzina novorodenceta te masa posteljice nadene su u
novorodencadi iz trudno¢a sa IUGR-om (P<0,001). IUGR je bio ucestaliji kod Zenske
novorodencadi (P=0,033).

Nadalje, ocekivano su trudnoc¢e s IUGR-om statisticki znacajno ucestalije dovrSavane
carskim rezom (P=0,001). Prosje¢na dob majke u grupi s IUGR-om je bila statisticki znacajno

viSa u usporedbi sa prosjecnom dobi majki iz skupine sa urednim trudno¢ama (P=0,035).

Medijan gestacijske dobi u vrijeme porodaja je bio statistiCki znacajno nizi u skupini
trudno¢a s IUGR-om u odnosu na kontrolnu skupinu, odnosno 38+3/7 (38+2/7, 39+4/7) i
39+3/7 tjedana (39+3/7, 40+5/7) (P=0,001), Sto je takoder oc¢ekivano (Tablica 2).
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Tablica 2. Klinicki parametri za majke 1 novorodencad iz kontrolne 1 ispitivane (IUGR) skupine

Varijabla
Dob majke (godine)

Gestacijska dob pri porodaju (tjedni + dani)

BMI (kg/m?) prije trudnoce

BMI (kg/m?) na porodaju
Visina majke (cm)

Tjelesna masa majke na porodaju (kg)
Prirast tjelesne mase majke tokom trudnoce (kg)
Porodajna masa novorodenceta (g)
Porodajna duzina novorodenceta (cm)
Masa posteljice (g)
Omjer mase novorodenceta i posteljice
Spol, n (%)
Muski
Zenski
Nacin porodaja, n (%)
Carski rez

Vaginalni porodaj

Kontrolna skupina
(n=18)

28,5+ 3.6

39+3/7
(39+2/7, 40+5/7)

21,9
(19,3, 22.,9)

26,6 +2,7
168,4+55

75,4 £8,0

16,0 (13,0, 18,5)

3516,7 £336,9

51,0 (50,0, 5,2)

554,6 + 76,6

6,4+0,9

13 (72,2)

5(27.8)

0(0,0)

18 (100,0)

IUGR
(n=34)

31,6 £5.5

38 +3/7
(38+2/7,39+4/7)

20,2
(19,0, 21,7)

26,0 £ 3,0
166,2 = 7,0

72,0 £9,6

14,0 (11,0, 20,0)

2435,9 +£195,9

46,0 (45,7, 48,0)

369,7 + 80,2

6,9+1,5

14 (41,2)

20 (58,8)

14 (41,2)

20 (58.8)

P-
vrijednost

0,035*

0,001*

0,532

0,532
0,253

0,210

0,159

<0,001*

<0,001°

<0,001°

0,253

0,033*

0,001

SStatisticki znacajna razlika. Vrijednosti su izraZzene kao srednja vrijednost + standardna

devijacija, medijan (Q1, Q3) ili n (%). BMI — indeks tjelesne mase, Body mass index)
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5.2. WNTSA

5.2.1. mRNA ekspresija gena WNT5A u posteljicama u IUGR skupini i

kontrolnoj skupini

RT-qPCR analizom je pokazano da je ciljani gen WNT5A transkripcijski aktivan 1 u
posteljicama s [IUGR-om, kao 1 u posteljicama u kontrolnoj skupini. Relativna razina mRNA
ekspresije WNT5A je visa u posteljica s [IUGR-om u odnosu na uredne posteljice, no navedena

razlika nije statisti¢ki znacajna (Slika 11).

Skupina
. kontrolna
B iucr

o

oo

»

NN

N

relativna mRNA ekspresija

o

WNTS5A

Slika 11. mRNA ekspresija gena WNT5A4 u posteljicama s [UGR-om te u kontrolnim
posteljicama iz urednih trudno¢a normalizirana prema GAPDH i relativna u odnosu na

kontrolnu skupinu. IUGR, intrauterine growth restriction.
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5.2.2. Proteinska ekspresija WNTSA u posteljicama u IUGR skupini i

kontrolnoj skupini

Proteinska ekspresija WNTSA u posteljicama s IUGR-om je u > 10% endotelnih stanica
prisutna u 70,5% uzoraka. U kontrolnoj skupini je pak ekspresija WNTSA prisutna u <10%
endotelnih stanica u ¢ak 94,4% uzoraka. Proteinska ekspresija WNTSA prisutna je u >10%
stromalnih stanica u ¢ak 100% uzoraka iz obje skupine. Proteinska ekspresija WNTSA prisutna
je u>10% trofoblasta u cak 100% uzoraka iz obje skupine (Tablica 3; Slika 12; Slika 13; Slika
14; Slika 15).

Proteinska ekspresija WNTS5A je bila statisticki znacajno visa u endotelnim stanicama
postelji¢nih resica (P<0,001) u posteljicama s [IUGR-om, u usporedbi sa kontrolnom skupinom

(Slika 13).

WNTSA
Skupina

3 — —
M kontrolna
B uGr

2 * *

IHC rezultat

Trofoblast Endotel Stroma

Slika 12. Graficki prikaz proteinske ekspresije WNTSA u IUGR i kontrolnoj skupini u
trofoblastu, endotelu i stromi. 0, nije uoceno bojenje; 1, <10% stanica je obojano; 2, 10 - 50%
stanica je obojano; 1 3, >50% stanica je obojano. Zvjezdice oznacavaju ekstremne izvanredne

vrijednosti. IHC, immunohistochemistry; IUGR, intrauterine growth restriction.
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Tablica 3. Proteinska ekspresija WNTSA u IUGR 1 kontrolnoj skupini posteljica.
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Slika 13. Analiza proteinske ekspresije WNTSA u postelji¢noj resici iz kontrolne (A) i [IUGR
(B) skupine pokazala je povecanu ekspresiju u endotelnim stanicama posteljice s [IUGR-om.

Traka mjerila, 50 pm. Povecanje 400x. IUGR, intrauterine growth restriction.

Slika 14. Analiza proteinske ekspresije WNTS5A pokazala je da nema statisticki znacajne

razlike u ekspresiji u trofoblastu posteljicne resice u kontrolnoj (A) i IUGR (B) skupini.

Traka mjerila, 50 pm. Povecanje 600x. [IUGR, intrauterine growth restriction.
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Slika 15. Analiza proteinske ekspresije WNTSA pokazala je da nema statisti¢ki znacajne

razlike u ekspresiji u stromi posteljicne resice u kontrolnoj (A) i [IUGR (B) skupini.

Traka mjerila, 50 um. Povecanje 400x. IUGR, intrauterine growth restriction.
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53. PB-KATENIN

5.3.1. mRNA ekspresija gena CTNNBI u posteljicama u IUGR skupini i
kontrolnoj skupini

RT-qPCR analizom je pokazano da je ciljni gen CTNNBI transkripcijski aktivan 1 u
posteljicama s [IUGR- om, kao i u kontrolnim posteljicama. Dapace, u [IUGR kao i u kontrolnoj
skupini CTNNBI gen je pokazao najviSu transkripcijsku aktivnost 1 najviSu razinu genske
ekspresije, no niti u jednoj skupini ona nije bila statisticki znacajna (podaci nisu prikazani)

(Slika 16).

Skupina
1071 . kontrolna
B iuGr

relativna mRNA ekspresija

CTNNB1

Slika 16. mRNA ekspresija CTNNBIS gena u posteljicama s [TUGR-om te u kontrolnim
posteljicama iz urednih trudno¢a normalizirana prema GAPDH 1 relativha u odnosu na

kontrolnu skupinu. CTNNB, catenin f1; IUGR, intrauterine growth restriction.
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5.3.2. Proteinska ekspresija p-katenina u posteljicama u IUGR skupini i

kontrolnoj skupini

U posteljicama sa [IUGR-om je B-katenin eksprimiran >10% u endotelnim stanicama u ¢ak
79,4% uzoraka. U kontrolnoj skupini je pak eksprimiran u <10% endotelnih stanica u 55,6%
uzoraka. Osim toga, u posteljica s [UGR-om je ekspresija f-katenina prisutna u >10% stanica
trofoblasta u ¢ak 94,1% uzoraka, dok je u trofoblastu u kontrolnoj skupini prisutna >10% u
66,7% uzoraka. Proteinska ekspresija -katenina je prisutna u >10% stromalnih stanica u ¢ak

100% uzoraka iz obje skupine (Tablica 4; Slika 17; Slika 18; Slika 19).

Proteinska ekspresija -katenina je bila statisticki znacajno visa u trofoblastu (P=0,026) te
u endotelnim stanicama posteljicnih resica (P<0,001) u posteljicama s [IUGR-om, u usporedbi

sa kontrolnom skupinom (Slika 18).

B-katenin
3 S Skupina
B kontrolna

i M uGRr
M
=
3 2 * *
v
)
T

| I

0 . a

Trofoblast Endotel Stroma

Slika 17. Graficki prikaz proteinske ekspresije B-katenina u IUGR i kontrolnoj skupini u
trofoblastu, endotelu 1 stromi. 0, nije uoceno bojenje; 1, <10% stanica je obojano; 2, 10 - 50%
stanica je obojano; 1 3, >50% stanica je obojano. Zvjezdice oznacavaju ekstremne izvanredne
vrijednosti, dok kruzi¢i oznacavaju izvanredne vrijednosti. IHC, immunohistochemistry;

IUGR, intrauterine growth restriction.
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Tablica 4. Proteinska ekspresija B-katenina u IUGR 1 kontrolnoj skupini posteljica.
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A B

Slika 18. Analiza proteinske ekspresije B-katenina u posteljicnoj resici iz kontrolne (A) i [IUGR
(B) skupine pokazala je statisticki znacajno povecanu ekspresiju u trofoblastu i endotelnim
stanicama posteljice s IUGR-om. Traka mjerila, 50 pm. Poveéanje 600x. IUGR, intrauterine

growth restriction

Slika 19. Analiza proteinske ekspresije -katenina pokazala je da nema statisticki znacajne

razlike u ekspresiji u stromi posteljicne resice u kontrolnoj (A) i IUGR (B) skupini.
Traka mjerila, 50 pm. Povecanje 400x. IUGR, intrauterine growth restriction
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5.4. SUFU

5.4.1. mRNA ekspresija gena SUFU u posteljicama u IUGR skupini i

kontrolnoj skupini

RT-gPCR analizom je pokazano da je ciljani gen SUFU transkripcijski aktivan i u
posteljicama s [IUGR-om, kao 1 u kontrolnim posteljicama. Relativna razina mRNA ekspresije
SUFU je visa u posteljica s IUGR-om, u odnosu na uredne posteljice, no navedena razlika nije
statisticki znacajna (Slika 20). Genska ekspresija SUFU najniza je od sva tri promatrana gena

u skupini kontrolnih posteljica, no takoder bez statisticke znacajnosti (podaci nisu prikazani).

Skupina
' . kontrolna
B iucr

o

(0o}

»

NN

N

relativna mRNA ekspresija

o

SUFU

Slika 20. mRNA SUFU gena u posteljicama s IUGR-om te u kontrolnim posteljicama iz
urednih trudno¢a normalizirana prema GAPDH i relativna u odnosu na kontrolnu skupinu.

IUGR, intrauterine growth restriction; SUFU, suppressor of fused.
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5.4.2. Proteinska ekspresija SUFU u posteljicama u IUGR skupini i

kontrolnoj skupini

Proteinska ekspresija SUFU je nadena u >10% stanica trofoblasta u ¢ak 100% uzoraka
posteljica sa IUGR-om i u 77,6% uzoraka posteljica iz kontrolne skupine. Proteinska ekspresija
u>10% stromalnih stanica uo€ena je u 100% uzoraka posteljica s IUGR-om te u 83,3% uzoraka
iz kontrolne skupine. Proteinska ekspresija SUFU je nadena u >10% edotelnih stanica u 58,8%
uzoraka posteljica s IUGR-om 1 55,5% uzoraka posteljica iz kontrolne skupine (Tablica 5; Slika

21; Slika 22; Slika 23).

Proteinska ekspresija SUFU je bila statisticki znacajno visa u trofoblastu posteljica s [UGR-
om (P=0,029) u odnosnu na kontrolnu skupinu (Slika 22).

SUFU
% Skupina
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M 1uGRr
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Trofoblast Endotel Stroma

Slika 21. Graficki prikaz proteinske ekspresije SUFU u IUGR 1 kontrolnoj skupini u trofoblastu,
endotelu 1 stromi. 0, nije uoceno bojenje; 1, <10% stanica je obojano; 2, 10 - 50% stanica je
obojano; 1 3, >50% stanica je obojano. Zvjezdica oznacava oznacavaju ekstremne izvanredne
vrijednosti, dok kruzi¢i oznacavaju izvanredne vrijednosti. IHC, immunohistochemistry;

IUGR, intrauterine growth restriction; SUFU, suppressor of fused.
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Tablica 5. Proteinska ekspresija SUFU u IUGR 1 kontrolnoj skupini posteljica.

(%6's) z (%L9T) € (%00)0
(%e'se) T (%8°22) S (%00} 0
0 S0T0

(%6°zs) 8T (%s'ss) ot (%2'Tv) vT
(%6's) T (%0°0)0 (%8°85) 0T

(re=u) (8T=U) (re=u)
1soupalua-d ao1[ja1s0d ao1ljaysod  1soupalun-d  ad1fjaysod

¥on| aujeutou ¥on|
321uUe)ls au|alopul 201uels aujewons

(%s‘s) T

(%e'Tr)e
€00

(%u6'8g) £

(%v'vr) 8

(81=U)
aoilja1sod  3soupalun-d
aujewlou

(%0‘0)0

(%0°0)0

(%05) /1

(%0°0S) LT

(ve=u)
a01l=1s0d
Honl

1se[qojou ]

(%TTT)C

(%1T1) €

(%05) 6

(%817) S

(81=U)
ao1lja1sod
aujewlou

%0

%01 >
nans
elisaidsya
%0S-01
%08 <

80



Slika 22. Analiza proteinske ekspresije SUFU u postelji¢noj resici iz kontrolne (A) i [UGR (B)
skupine pokazala je povecanu ekspresiju u trofoblastu posteljice s [UGR-om. Traka mjerila, 50

um. Povecanje 400x. IUGR, intrauterine growth restriction; SUFU, suppressor of fused

Slika 23. Analiza proteinske ekspresije SUFU pokazala je da nema statisticki znacajne razlike

u ekspresiji u endotelu i stromi posteljicne resice u kontrolnoj (A) i IUGR (B) skupini. Traka

mjerila, 50 pm. Poveéanje 600x. IUGR, intrauterine growth restriction.
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5.4.3. Epigenetska regulacija ekspresije gena SUFU u posteljicama u
IUGR skupini i kontrolnoj skupini

5.4.3.1. Ekspresija miR-314-3p i miR378a-5p u posteljicama u IUGR

skupini i kontrolnoj skupini

Rt-gPCR analizom je dobiveno da su ciljane miR-214-3p i miR-378a-5p eksprimirane u
svim uzorcima. Obje miR, miR-214-3p (P=0,040) i miR-378a-5p (P<0,001), imaju statisticki
nizu ekspresiju u posteljicama s IUGR-om u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 24; Slika 25).
Osim toga, u kontrolnoj skupini miR-378a-5p ima visu transkripcijsku aktivnost, no ona nije
bila statisticki znacajna (podaci nisu prikazani). U grupi posteljica s IUGR-om obje su ciljane
miR imale slicne razine ekspresije te su one bile nize u odnosu na njihovu ekspresiju u

kontrolnoj skupini (podaci nisu prikazani).

3 Skupina
%* I kontrolna
15} B ucr
1.0%

©
o

relativna ekspresija miR-214-3p

o
o

Slika 24. miR-214-3p ekspresija u IUGR te u kontrolnoj skupini posteljica normalizirano
0 U6 malih nuklearnih RNA i relativnih prema kontrolnoj skupini.*P<0.05. IUGR, intrauterine

growth restriction; miR, mikroRNA.
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5 Skupina
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Slika 25. Slika miR-378a-5p ekspresijau IUGR i u kontrolnoj skupini posteljica normalizirano
o U6 malih nuklearnih RNA i relativnih prema kontrolnoj skupini.***P<0,001. IUGR,

intrauterine growth restriction; miR, mikroRNA.
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5.4.3.2. Metilacijski status promotora gena SUFU u posteljicama u [IUGR

skupini i kontrolnoj skupini

DNA promotor gena SUFU je analiziran pomo¢u PCR ovisnog o metilaciji (MSP) u 10
posteljica s [IUGR-om te u 14 posteljica iz kontrolne skupine. Promotor gena SUFU je bio
nemetiliran u svim posteljicama iz kontrolne skupine, a u skupini posteljica s [UGR-om samo
je ujednoj posteljici pokazana slaba metilacija promotora gena SUFU, dok je u ostalima takoder

bio nemetiliran (Slika 26).

MC UMC CcP IUGR1 IUGR2 H,O

M UM M UM M UM M UM M UM M UM

Slika 26. Reprezentativni primjer MSP analize za promotor gena SUFU u terminskim
posteljicama iz fizioloSkih trudno¢a (CP) i terminskih posteljica iz trudnoéa s ITUGR-om.
IUGR1 i TUGR2 su uzorci od razli¢itih pacijentica. IUGR1 je reprezentativni primjer
nemetiliranog gen promotora SUFU u posteljica s [UGR-om.

IUGR?2 je uzorak posteljice s IUGR-om u kojoj je vidljivo prisustvo metiliranog promotora
gena SUFU. CP, control placenta; H20, voda, negativna kontrola; [UGR, intrauterine growth
restriction; M, methylated reaction; MC, methylated human control, pozitivna kontrola za
reakciju metilacije; UM, unmethylated reaction; UMC, unmethylated human control, pozitivna

kontrola za nemetiliranu reakciju.
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5.5. Korelacijska analiza proteina WNTSA, pB-katenina i SUFU u

posteljicama u IUGR skupini i kontrolnoj skupini

Medusobna korelacija ekspresije proteina WNTS5A, B-katenina i SUFU analizirana je u
trofoblastu, endotelu 1 stromi tkiva posteljica iz trudno¢a s IUGR-om 1 iz urednih trudnoca.
Korelacija je ispitana medusobnom usporedbom razina ekspresija proteina WNTSA, B-katenina

1 SUFU u navedenim tkivima odredenima imunohistokemijskom analizom.

Korelacijskom analizom je pokazano da u trofoblastu posteljica s [UGR-om kao i u
trofoblastu u kontrolnoj skupini proteinske ekspresije WNTSA, B-katenina i SUFU nisu
medusobno u korelaciji, niti su statisticki znacajne (Slika 27).

Proteinska ekspresija niti jednoga od ispitivanih proteina nije u korelaciji u stromi posteljica s

IUGR-om ili u kontrolnoj skupini niti je statisticki znacajna (Slika 28).

U endotelu posteljica iz kontrolne skupine proteinske ekspresije WNTSA 1 B-katenina te
WNT5A 1 SUFU nisu u korelaciji niti su statisticki znacajne. Postoji negativna korelacija
izmedu B-katenina i SUFU, no ona takoder nije statisticki znacajna. U endotelu posteljica s
TUGR-om takoder nema korelacije u proteinskoj ekspresiji WNTS5A i B-katenina te WNTS5A i
SUFU te one nisu statisticki znacajne, no postoji znacajna pozitivna korelacija u proteinskoj

ekspresiji izmedu B-katenina i SUFU (Spearmanova korelacija 0,72; P=0,004) (Slika 29).
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Slika 27. Graficki prikaz korelacijske ekspresije proteina WNTSA, B-katenina i SUFU u

trofoblastu u kontrolnoj i IUGR skupini odredene imunohistokemijskom analizom.
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Slika 28. Graficki prikaz korelacije ekspresije proteina WNTSA, B-katenina i SUFU u

kontrolnoj skupini i [UGR u endotelu odredene imunohistokemijskom analizom pokazao je

statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju B-katenina i SUFU u endotelu u skupini s [UGR-

0,004).

om (Spearmanova korelacija 0,72; P
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Slika 29. Graficki prikaz korelacije ekspresije proteina WNTSA, B-katenina i SUFU u stromi

u kontrolnoj i IUGR skupini odredene imunohistokemijskom analizom.



6. RASPRAVA

IUGR je kompleksan poremecaj u trudno¢i koji ozna¢ava nemogucénost ploda da ostvari svoj
puni genetski potencijal za rast, a uzrokuje znacajno poviSenje perinatalnog i neonatalnog
morbiditeta 1 mortaliteta. Dijagnoza se temelji na ultrazvu¢noj procjeni mase ploda ispod 10.
centile za gestacijsku dob prema utvrdenim krivuljama fetalnog rasta (6). S obzirom da oko
10% zivorodene djece ima porodajnu masu ispod 10. centile te da je u te djece perinatalni
mortalitet 6 - 10 puta veci, Zeljeli smo istraziti moguce patoloSke mehanizme u pozadini ovog
vaznog poremecaja (5). S obzirom da je uteroplacentarna insuficijencija najcesci razlog kasnog
IUGR-a u strukturno i kromosomski zdravih plodova, predmet naSeg istrazivanja je bila

posteljica (7).

6.1. Klinic¢ki podaci

Nase je istrazivanje pokazalo da je srednja dob majke statisticki znacajno visa u skupini s
IUGR-om u usporedbi s kontrolnom skupinom. To je znaajno stoga Sto postoje oprecni
izvjeStaji o povezanost izmedu dobi majke 1 rizika za nastanak IUGR-a. Naime, neka
istrazivanja su pokazala da je viSa dob majke neovisan faktor rizika za IUGR, na §to ukazuju i
nasi rezultati (270,271). Druga su istraZivanja pokazala da nema povezanosti izmedu dobi
majke irizika za nastanak [UGR-a (272-274). Istrazivanje Yu i sur. je pak pokazalo da je mlada
dob majke rizi¢ni faktor za razvoj [UGR-a (275).

Nadalje, iz klinickih podataka je vidljivo da je gestacijska dob pri porodaju statisticki
znacajno niza u skupini djece rodene sa IUGR-om u odnosu na kontrolnu skupinu §to je i
ocekivano. Naime, kako je ve¢ ranije istaknuto, s obzirom na rizike za plod u trudnoci
optere¢enoj IUGR-om, treba planirati porodaj tako da se pokusSa dosegnuti zrelost djeteta. Cilj
je izbjedi sve rizike za dijete uzrokovane prijevremenoscu, a da se pritom ne ude u rizik od
povecanog fetalnog morbiditeta i mortaliteta koji u djece s IUGR-om raste s porastom

gestacijske dobi (276,277).
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Osim toga, nasi podaci su pokazali statisticki znacajnu razliku u na¢inu porodaja, pa je tako
viSe djece porodeno carskim rezom u odnosu na kontrolnu skupinu u kojoj niti jedno dijete nije
rodeno carskim rezom. Ti su podaci takoder o¢ekivani, jer je pokazano da je IUGR rizi¢ni faktor
za dovrsetak trudnoce, odnosno porodaja, carskim rezom. Naime, pokazano je da u porodaju
djeteta s [IUGR-om ucestalije dolazi do razvoja intrauterine asfiksije koja dovodi do potrebe
dovrSetka porodaja hitnim carskim rezom, a ucestalija je i odluka od dovrSetku trudnoce
carskim rezom nakon pracenja ploda kada se uslijed pogorSanja fetalne kondicije niti ne

odlucuje pustati rodilju u vaginalni porodaj (278).

Osim porodajne mase i duzine novorodenceta, u skupini djece s IUGR-om su ocekivano i

posteljice imale statisticki zna¢ajno manju masu.

6.2. Proteinska ekspresija WNT5A i p-katenina

Posteljica je privremeni organ koji dijele majka i dijete i koji je neophodan za uspjesnu
trudnocu. Tijekom Ccitave trudnoce posteljica se neprestano prilagodava rastu¢im potrebama
ploda §to je presudno za odrzanje i napredovanje trudnoce. Za njezinu urednu funkciju su
presudne implantacija i placentacija koje su sloZeni i precizno regulirani procesi izmedu
receptivnog endometrija i stanica trofoblasta koji ukljucuju niz razli¢itih regulatora i stani¢nih
puteva. Istrazivanja su pokazala da je signalni put Wnt neophodan za urednu implantaciju i
placentaciju koja ukljucuje specifican obrazac balansiranje diferencijacije viSe tipova stanica

trofoblasta te CTB-STB fuziju (3,4).

Stanice EVT-a imaju sposobnost migracije i invazije stijenki spiralnih endometralnih arterija
¢ime posreduju u destrukciji arterijskog zida, $to rezultira gubitkom njihova misi¢nog sloja 1
stalnim proSirenjem lumena krvih zila koje viSe nisu podlozne vazokonstrikciji pod utjecajem
autonomnog ziv¢éanog sustava (279). Posljedi¢no dolazi do pada otpora i kontinuiranog
povecanog protoka krvi u sada uteroplacentarnim krvnim zilama, koje mogu osigurati sve
potrebne hranjive tvari za uspjesno napredovanje trudnoc¢e. Neodgovarajuca invazija trofoblasta
1 izostanak ili nepotpuna pretvorba spiralnih arterija te neadekvatan razvoj krvozilne mreze u
trofoblastnim resicama nadeni su patohistoloskim pretragama u posteljicama iz trudnoca s

TUGR-om (280,281).
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Adekvatna invazija trofoblasta jedan je od klju¢nih trenutaka u ranoj trudnod¢i, jer je
pokazano da ¢e u slucaju izostanka invazije do¢i do pobacaja, dok se plitka invazija povezuje s
nastankom IUGR-a i preeklampsije (8). S obzirom na vaznu ulogu signalnog puta Wnt u razvoju
1 funkciji posteljice Zeljeli smo ispitati razinu ekspresije proteina WNTS5A 1 B-katenina,
pozitivnih regulatora signalnog puta Wnt, u posteljica iz trudno¢a s IUGR-om. Odabrali smo [-
katenin, transkripcijski kofaktor koji je jedan od klju¢nih sudionika kanonskog puta Wnt za
kojeg je pokazano da je odsudan za regulaciju EMT (10). Odabrali smo takoder i WNTS5A,
ekstracelularni ligand signalnog puta Wnt, kao jedan od rijetkih liganada koji moze pokrenuti i
kanonski 1 oba nekanonska puta Wnt. WNTSA poti¢e migraciju stanica, a bez njegove
ekspresije nema implantacije, decidualizacije i razvoja posteljice (12,13). S obzirom na to da
su WNTS5A 1 B-katenin pozitivni regulatori signalnog puta Wnt, o¢ekivali smo njihovu nizu
proteinsku ekspresiju u posteljicama iz trudno¢a s [UGR-om u odnosu na posteljice iz urednih

trudnoca.

Ipak, rezultati naseg istrazivanja pokazuju znacajno viSu proteinsku ekspresiju WNTSA u
endotelnim stanicama te B-katenina u trofoblastu i endotelnim stanicama u posteljicama iz
trudnoca s [IUGR-om u odnosu na posteljice iz urednih trudnoca. Ovi rezultati su u korelaciji s
rezultatima iz naseg ranijeg istrazivanja u kojem je pokazana statisticki znacajno visa ekspresija
sva tri Dishevelled proteina (DVL 1-3) u posteljicama s [IUGR-om u odnosu na posteljice iz
urednih trudnoéa. Ti rezultati bi mogli ukazivati na to da u slucaju uteroplacentarne hipoksije
dolazi do aktivacije signalnog puta Wnt koji potiCe stvaranje novih krvnih Zila u svrhu
poboljSanja oksigenacije. Naime, on potice sintezu VEGF-a koji je jedan od klju¢nih regulatora

angiogeneze, a kojega aktivira upravo hipoksija (42,282).

Uteroplacentarna insuficijencija kao vodeci uzrok kasnog IUGR-a uzrokuje smanjen protok
krvi u posteljici 1 posljedi¢no kroni¢nu nutritivnu i respiratornu insuficijenciju ploda. Ishemija
1 potom reperfuzija krvi kroz spiralne arterije koje nisu prosle adekvatnu pretvorbu, dovode do
oksidativnog stresa tijekom kojeg se oslobadaju reaktivni metaboliti kisika (engl. Reactive
oxygen species, ROS) (281). Na jasnu poveznicu izmedu oksidativnog stresa i [UGR-a te o
doprinosu oksidativnog stresa metabolickim posljedicama IUGR-a ukazalo je viSe istrazivanja
(283-286). Primjerice Zhang sa suradnicima ukazuje da oksidativni stres dovodi do pojacane
ekspresije (engl. Upregulaton) Wnt signalizacije ¢ime se inducira angiogena aktivnost

pridonoseci tako neovaskularizaciji (42). Funato i sur. su takoder izvijestili da ROS poticu
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stabilizaciju B-katenina i aktivaciju signalnog puta Wnt (287). Osim toga, istrazivanje Vikrama
1 sur. je ukazalo da supresija oksidativnog stresa antioksidansima prevenira defosforilaciju,
odnosno aktivaciju B-katenina u endotelnim stanicama. Istovremeno, saop¢ili su da pove¢ana
ekspresija P-katenina povecava ROS u endotelnim stanicama krvnih Zila te smanjuje
bioraspolozivost vaskularnog dusi¢nog oksida (engl. Endothelium-derived nitrogen oxide, NO)
¢ime onemogucava vazorelaksaciju ovisnu o endotelu (288). Nadalje, pokazano je da bi aktivni
WNT3A 1 B-katenin mogli pojacavati ekspresiju (engl. Upregulation) TNFa (engl. Tumor
necrosis factor a) u endotelnim stanicama, sto dovodi do daljnje disfunkcije endotelnih stanica
(43). Osim toga, nadeno je da je u pacijenata koji boluju od dijabetesa tipa Il ekspresija WNTSA
u endotelnim stanicama bila ¢ak 1,3 puta visa nego kod zdravih ljudi, a inhibicijom WNTSA
doslo je do obnavljanja aktivnosti endotelne NO sintetaze koja dovodi do pojacane proizvodnje

NO te prestanka endotelne disfunkcije (289).

Kako je ve¢ ranije istaknuto, signalni put Wnt dovodi do aktivacije VEGF-a, koji je jedan
od klju¢nih faktora rasta koji dovodi do zapoc€injanja angiogeneze (42). Vazno je naglasiti da
VEGEF potice lucenje NO. To je bitno i stoga Sto, osim §to je vazan vazodilatator, NO djeluje i
kao medijator angiogeneze. Naime, NO stimulira proliferaciju i inhibira apoptozu endotelnih
stanica te moze suprimirati proizvodnju angiostatina koji je endogeni inhibitor angiogeneze.

Tako u slucaju smanjenje aktivnosti NO dolazi do slabljenja angiogeneze (290).

Ovi podaci sugeriraju da hipoksija i oksidativni stres dovode do disfunkcije posteljice. Time
bi se djelomi¢no mogla pojasniti pojatana proteinska ekspresija B-katenina u endotelnim
stanicama 1 stanicama trofoblasta te pojaCana proteinska ekspresija WNTSA u endotelnim

stanicama u posteljicama s [UGR-om u naSem istrazivanju.

Vise je istrazivanja do sada naglasilo 1 vaznost signalnog puta Wnt u reguliranju apoptoze
isticu¢i njegovu antiapoptoti¢ku aktivnost te vaznu ulogu WNTS5A u tom procesu (291,292).
Tako bi se pojacana aktivnost Wnt signalizacije uocena u posteljicama iz trudno¢a s [IUGR-om
u nasem istrazivanju mogla tumaciti i kao moguéi zastitni mehanizam koji svojom aktivacijom
potice angiogenezu i podrzavanjem vazorelaksacije utjeCe na poboljSanje uteroplacentarnog
protoka krvi i fetalne oksigenacije te smanjujucéi apoptozu stanica nastoji umanjiti negativne

posljedice oksidativnog stresa.
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S druge strane, rezultati istrazivanja Wu 1 sur. upucuju na nizu proteinsku ekspresiju -
katenina u stanicama trofoblasta pogodenih hipoksijom te je nadena inhibicija proliferacije

stanica trofoblasta, njihova oslabljena migracija i invazija te pretjerana apoptoza (293).

6.3. Proteinska ekspresija SUFU

Signalni put Hh ima presudnu ulogu u procesu implantacije 1 placentacije. Naime,
istrazivanje Pana i1 sur. je pokazalo da disfunkcija Hh signalizacije dovodi do inhibicije
migracije i1 invazije trofoblasta te inhibicije angiogeneze u posteljici (237). Utvrdeno je i da
signalni put Hh moze izravno poticati stvaranje endotelnih stanica krvnih Zila kao 1 sintezu
vaskularnih faktora rasta ¢ime regulira nastanak novih te razvoj ve¢ postoje¢ih krvnih zila
(15,16). Nadalje, Hh signalizacija potice diferencijaciju CTB-a i CTB-STB fuziju i proces EMT
u stanicama humanog trofoblasta koji su neophodni za urednu placentaciju (17,18). Zhang i
Zhang su pronasli da poticanje ekspresije SHH i GLI1 preko transkripcijskog faktora FOXC2
(engl. Forkhead Box protein C2) pojaCava aktivnost signalnog puta Hh, ¢ime dolazi do
povecavanja invazivnosti stanica trofoblasta (173). Svi ovi podaci isti¢u vaznost ovog signalnog

puta u fiziologiji humanog trofoblasta.

SUFU je klju¢ni negativni regulator signalnog puta Hh ¢ija se negativna regulacija odvija 1
u citoplazmi 1 u jezgri tako §to modulira lokalizaciju 1 stabilnost transkripcijskih regulatora GLI
(19,20). Istrazivanja pokazuju da bi uloga negativnog regulatora signalnog puta Hh mogla biti
tek jedna od uloga SUFU. Naime, Min i sur. navode da bi SUFU mogao biti negativni regulator
1 signalnog puta Wnt. S obzirom na to da su oba signalna puta klju¢na za diferencijaciju i
proliferaciju trofoblasta te za urednu placentaciju, kako je ranije ve¢ istaknuto, SUFU bi mogao
djelovati kao koordinator i svojevrsna poveznica u njihovoj medusobnoj interakciji (21).
Nadalje, pokazano je da se SUFU moze nalaziti i u istom kompleksu s B-kateninom, te da tada
djeluje kao negativni regulator signalnog puta Wnt (216). Ipak, radova na tu temu jo$ je malo
te su kontradiktorni, pa tako Svard i sur. na mi§jem modelu nisu nasli dokaze o sudjelovanje

SUFU u signalnom putu Wnt (213).

Upravo zbog presudne uloge signalnog puta Hh u posteljici i vaznosti SUFU-a kao njegovog

glavnog negativnog regulatora te mogucénosti da je regulator i signalnog puta Wnt, Zeljeli smo
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istraziti proteinsku ekspresiju SUFU u posteljicama iz trudno¢a sa [IUGR-om. Prema naSim
saznanjima uloga SUFU u placentaciji i [IUGR-u jo$ nije prouc¢avana niti u jednoj dosadasnjoj

studiji.

Nasi rezultati pokazuju da je proteinska ekspresija SUFU znacajno povisena u stanicama
trofoblasta u posteljica s IUGR-om, dok nema znacajnog povecanja ekspresije u stanicama
endotela i1 strome. S obzirom da je SUFU negativni regulator signalnog puta Hh te moguce i
puta Wnt, njegova bi povecana proteinska ekspresija u posteljicama iz trudnoc¢a s IUGR-om
mogla biti o¢ekivana i moZe se objasniti smanjenom Hh signalizacijom u trofoblastu u trudno¢i
s IUGR-om te poremecenoj aktivnosti i funkciji trofoblasta koja i dovodi do neadekvatnog
razvoja posteljice 1 posljedi¢no nastanka IUGR-a. Rezultati naseg istrazivanja su u skladu s tim

saznanjima.

Medutim, povisena proteinska ekspresija pozitivnih regulatora signalnog puta Wnt, WNT5A
1 B-katenina, je takoder nadena u posteljicama iz trudno¢a s [IUGR-om u odnosu na posteljice iz
urednih trudnoca, kako je ranije ve¢ obrazlozeno. U tom kontekstu bi poviSena proteinska
ekspresija SUFU mogla ukazivati 1 na njegovu drugu mogucu ulogu, osim one negativnog
regulatora. Naime, istraZivanje Liu 1 sur. je pokazalo da bi SUFU mogao biti i pozitivni
regulator signalnog puta Hh koji bi mogao pojacavati Hh signalizaciju (294). Nadalje, pokazano
je da RIOK3 (engl. RIO kinase 3) djeluje kao o SUFU ovisan pozitivan regulator Hh
signalizacije sugerirajuci time da bi SUFU mogao preko razlicitih spojeva vrsiti dvostruku

funkciju - pozitivnog i negativnog regulatora (295).

U naSem je istrazivanju korelacijskom analizom proteinske ekspresije -katenina i SUFU u
endotelu posteljica s IUGR-om nadeno da su u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji. Prema
tome, iako proteinska ekspresija SUFU nije bila statisticki znacajna u endotelu posteljica s
IUGR-om, on je ipak u tom tkivu djelovao kao pozitivni regulator B-katenina pa je time mogao
znaajno pozitivno utjecati na njegovu statisticki znac¢ajno povecanu proteinsku ekspresiju u
endotelu posteljica s [IUGR-om. Ovi rezultati ukazuju na to da bi SUFU mogao djelovati kao
pozitivni regulator signalnog puta Wnt.

Korelacijskom analizom proteinske ekspresije WNTSA, B-katenina i SUFU u trofoblastu
posteljica s [IUGR-om nije nadena statisticki znacajna korelacija u trofoblastu ili u stromi, a isto

vrijedi i za korelacijsku analizu sva tri proteina u kontrolnoj skupini.
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S obzirom na nase rezultate 1 sve navedeno, u sljede¢im bi istrazivanjima i na velikim
uzorcima bilo zanimljivo istraziti ulogu i funkciju SUFU koja bi mogla biti specifi¢na za

pojedine puteve, regulatore i tkiva.

Rt-gPCR metodom smo pokusali utvrditi WNT5A, CTNNBI kojim je kodiran B-katenin, te
SUFU mRNA ekspresiju u posteljicama iz trudno¢a s [IUGR-om 1 kontrolnih, urednih trudnoca
te 1h usporediti s njihovom proteinskom ekspresijom. U suprotnosti s njihovom proteinskom
ekspresijom, RT-qPCR analizom u nasem istrazivanju nije nadeno znacajne razlike u WNT54,
SUFU i1 CTNNBI mRNA ekspresiji izmedu posteljica iz trudno¢a s [IUGR-om i kontrolnih,
urednih trudno¢a. To bi moglo biti objasnjeno ¢injenicom da je IHC metodom omogucéena
analiza proteinske ekspresije 1 kvantifikacije u razli¢itim dijelovima posteljice, naime
pojedinacno je analizirana u trofoblastu, stromalnim i endotelnim stanicama, dok je Rt-qPCR
analiza provedena u ukupnom tkivu posteljice, a ne u njezinim pojedinacnih dijelovima kao

HC.

6.4. Metilacijski status promotora gena SUFU

Pokazano je da posteljica pod utjecajem vanjskih faktora moze mijenjati svoje funkcije
pomocu razli¢itih epigenetskih mehanizama. Tako fetalni rast osim $to ovisi o genskim, ovisi
takoder 1 o mnogim vanjskim faktorima koji putem epigenetskih mehanizama, te ovisno o

njihovu medudjelovanju, mogu modulirati fetalni rast (2).

S obzirom na ranije istaknutu vaznost signalnog puta Hh u posteljici i ulogu SUFU u
njegovoj signalizaciji te ¢injenicu da prema naSim saznanjima uloga SUFU do sada nije
istrazivana u posteljici 1 napose u posteljici iz trudno¢e optere¢ene IUGR-om, u istrazivanju
smo osim genske 1 proteinske ekspresije SUFU htjeli odrediti i metilacijski status promotora

gena SUFU.

Naime, pokazano da je da je DNA metilacija jedan od klju¢nih epigenetskih mehanizma u
posteljici te je na modelima posteljice u Stakora pokazano da u slucaju blokiranja metilacije
dolazi do poremecaja razvoja posteljice (252). DNA metilacija osim toga moze dovesti 1 do
promjena u ekspresiji gena vaznih za metabolicku 1 endokrinu ulogu posteljice, Sto takoder
moze utjecati na rast ploda (253,254). S obzirom da je pokazano da DNA metilacija ima kljucnu

95



ulogu u razvoju posteljice te da promjene u obrascima metilacije mogu dovesti do poremecaja
morfologije posteljice i nepovoljnog ishoda trudnoce, ocekivano je nadeno da je [IUGR znacajno
povezan s promijenjenim obrascima DNA metilacije u posteljici (2,257). Osim toga, o samoj
vaznosti DNA metilacije govori i ¢injenica da je najproucavaniji na¢in epigenetske regulacije

(240).

Nasi rezultati su pokazali da je promotor gena SUFU nemetiliran u svim uzorcima I[UGR
posteljica izuzev jednoga te da je takoder nemetiliran i u svim uzorcima posteljica iz urednih
trudnoca. Stoga smo na temelju dobivenih rezultata zakljucili da bi drugi epigenetski

mehanizmi, a ne metilacija, mogli biti odgovorni za reguliranje genske ekspresije SUFU.

Unato¢ dokazano vaznoj ulozi DNA metilacije u regulaciji ekspresije gena u posteljici, druga
istrazivanja, ukljucujuci nasSe, navode na zaklju€ak da bi drugi epigenetski mehanizmi mogli
biti ukljuceni u regulaciju ekspresije gena u posteljici. Istrazivanje Kimure i sur. je pokazalo je
da bi taj mehanizam mogao biti upravo post-translacijska modifikacija histona (262). Nadalje,
Chuang i sur. su utvrdili da je histonska modifikacija povezana s ekspresijom gena odluc¢ujuc¢ih

za posredovanje kod fuzije trofoblasta te time ispravne strukture i funkcije posteljice (264).

6.5. Regulacija ekspresije gena SUFU putem miR-214-3p i
miR-378a-5p

Istrazivanja su pokazala da bi razli¢ite miRNA, kao jo$ jedan od epigenetskih mehanizama,
mogle takoder biti aktivno ukljucene u regulaciju posteljicnih gena i razvoj posteljice (296).
Naime, nadena je smanjena ekspresija vise za posteljicu specificnih miRNA u posteljicama iz
trudno¢a s [IUGR-om u odnosu na posteljice iz urednih trudnoca (297). IstraZzivanje Pinelesa 1
sur. je pokazalo da postoje specificni obrasci miRNA ekspresije u posteljicama s
preeklampsijom, a isto je potvrdeno i istrazivanjem Zhu i sur. (260,261). Osim toga,
promijenjene razine kisika mogle bi imati utjecaja na genetske i epigenetske kontrolne
mehanizme ukljucene u razvoj posteljice (242). Naime, pokazano je da se u slucaju promjene
razine kisika mijenja i ekspresija pojedinih miRNA u trofoblastu humane posteljice. Tako u
slucaju hipoksije dolazi do pojacane ekspresije pojedinih miRNA, (engl. Upregulation),
smanjene ekspresije drugih miRNA (engl. Downregulation), dok je za pojedine miRNA
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utvrdeno da razina kisika nema nikakvog utjecaja na njihovu regulaciju (298). To saznanje bi
moglo biti narocito vazno kod IUGR-a s obzirom da je IUGR povezan sa kroni¢nom

hipoksijom.

Peng i sur. su utvrdili da miRNA-20b ciljaju¢i gen SUFU (engl. Gene targeting) kao
negativni regulator signalnog puta Hh, ali 1 signalnog puta Wnt, potice proliferaciju i migraciju

malignih stanica (299).

Nadalje, jos je istrazivanja pokazalo da putem miRNA dolazi do smanjene genske ekspresije
SUFU te se tako utiSava SUFU u razlicitim vrsta tumora, primjerice u tkivima tumora dojke,
zeluca, karcinoma bazalnih stanica te ne-malostani¢nog karcinoma pluca (300-303). Alimirah
1 sur. su nasli da miRNA-214 takoder cilja gen SUFU, §to potom rezultira inhibicijom njegove
ekspresije u karcinomu dojke (301). Isto je potvrdeno u drugom istrazivanju, gdje je nadena
negativna korelacija izmedu genske ekspresije SUFU i ekspresije miRNA-214 u napredovanju
fibroze jetre, Sto ukazuje na to da miRNA-214 direktno cilja gensku ekspresiju SUFU 1 signalni
put Hh (304).

Nadalje, istrazivanje He 1 sur. je pokazalo da je miR-214-3p-SUFU-GLII signaliziranje
vazno u kontroliranju neointimalne hiperplazije zato $to je odgovorno za diferencijaciju 1
generiranje glatkih miSi¢nih stanica (engl. Smooth muscle cell, SMC) iz mati¢nih stanica u
adventiciji (engl. Adventitial stem progenitor cells, AdSPCs). MiR-214-3p kontrolira
proliferaciju 1 migraciju vaskularnih SMC, dok je SUFU ciljni gen koji djeluje kao
transkripcijski represor kontraktilnih gena u SMC, §to je vazno u vaskularnom remodeliranju

nakon ozlijede (305).

Nadeno je da miR-378a-5p negativno regulira ekspresiju SUFU kao ciljnog gena u
melanomu. To je vazno jer je pokazano da miR-378a-5p poveéava migraciju i invaziju stanica
te da djeluje kao pokreta¢ angiogeneze s obzirom da znacajno potice sekreciju VEGF-a, koji
povecava angiogenezu in vivo 1 in vitro (306). Istrazivanja su pokazala da upravo pojacavajuci
ekspresiju VEGF-a, miR-378a-5p poti¢e neovaskularizaciju tkiva u hipoksiji ciljajué¢i gen

SUFU (44,219).

S obzirom da su studije na razli¢itim tkivima pokazale da miR-214-3p i miR-378a-5p

moduliraju ekspresiju SUFU, Zeljeli smo vidjeti njihov moguc¢i utjecaj na regulaciju ekspresije
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SUFU u posteljicama, te napose u IUGR-u. To je naroCito zanimljivo s obzirom na ulogu

spomenutih miRNA u vaskularnom remodeliranju i angiogenezi.

Nasi rezultati su pokazali da je ekspresija miR-214-3p i miR-378a-5p povecana u
posteljicama iz urednih trudnoca u odnosu na posteljice iz trudno¢a s [IUGR-om. Ti su rezultati
u skladu s rezultatima koje smo dobili vezano za proteinsku ekspresiju SUFU, s obzirom da je
povecana proteinska ekspresija SUFU videna u terminskim posteljicama iz trudno¢a s [UGR-
om, u usporedbi s urednim posteljicama. Nasi rezultati upucuju na to da bi miR-214-3p i miR-
378a-5p posredovanje moglo biti uklju¢eno u epigenetsku regulaciju genske ekspresije SUFU

u posteljicama iz urednih i trudnoca s [IUGR-om.

S obzirom da su razli¢ite posteljicne miRNA detektabilne u serumu trudnica (242), poznavanje
njihove uloge u molekularnim mehanizmima koji su u podlozi patoloskih procesa u posteljici
moglo bi u konacnici posluziti za izradu novih markera bolesti 1 moguc¢ih novih lijekova te

preventivnih postupaka u trudno¢i.

Postoji nekoliko ograni¢avajucih faktora u naSem istrazivanju. Nas ispitivani uzorak nije vrlo
velik te bi bilo zanimljivo vidjeti jesu li rezultati u korelaciji s naSima 1 u slucaju velikih skupina.
Bilo bi takoder zanimljivo fokusirati se i na preostale epigenetske mehanizme osim miR-214-
3p 1 miR-378a-5p i DNA metilacije u posteljicama s [IUGR-om te bi to mogao biti predmet
nasih predstojecih istrazivanja. Nase istraZivanje pruza nove spoznaje o ukljucenosti signalnih
puteva Wnt 1 Hh u epigenetsku regulaciju ekspresije gena SUFU u posteljica s IUGR- om.
Daljnjim istrazivanjima na tragu nasega bi se moglo pobliZe i potanko rasvijetliti to¢nu ulogu
tih mehanizama u placentarnoj insuficijenciji $to bi moglo pomo¢i u detekciji i pracenju
trudnoc¢a s [IUGR-om i pravovremenom planiranju porodaja te povoljnom neonatalnom ishodu

djece rodene s IUGR-om.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1.

Dob majke je statisticki znacajno viSa u skupini trudnica s [IUGR-om u odnosu na dob

trudnica u kontrolnoj skupini.

Proteinska ekspresija WNTSA je statisticki znacajno viSa u endotelu u posteljicama iz

trudnoca s [IUGR-om u odnosu na posteljice iz urednih trudnoca.

Proteinska ekspresija -katenina je statisticki znacajno viSa u trofoblastu 1 endotelu u

posteljicama iz trudno¢a s [UGR-om u odnosu na posteljice iz urednih trudnoca.

Proteinska ekspresija SUFU je statisticki znaCajno visa u trofoblastu u posteljicama iz

trudno¢a s IUGR-om u odnosu na posteljice iz urednih trudnoca.

Promotor gena SUFU je nemetiliran 1 u uzorcima posteljica iz urednih trudno¢a i1 u

uzorcima posteljica iz trudno¢a s [UGR-om.

Ekspresija miR-214-3p i miR-378a-5p je statisticki znacajno visa u posteljicama iz urednih

trudnoca u odnosu na posteljice iz trudno¢a s IUGR-om.

Korelacijskom analizom proteinske ekspresije B-katenina i SUFU nadeno je da su u

statistiCki znacajnoj pozitivnoj korelaciji u endotelu posteljica iz trudno¢a s IUGR-om.
Korelacijskom analizom proteinske ekspresije WNTS5A, B-katenina i SUFU nije nadena

statisticki znaCajna korelacija u trofoblastu ili u stromi posteljica iz trudno¢a s [IUGR-om,

a isto vrijedi 1 za korelacijsku analizu sva tri proteina u posteljicama iz urednih trudnoca.

99



8. SAZETAK

Jedan od najCeS¢ih uzroka intrauterinog zastoja u rastu (IUGR) je nedostatna funkcija
posteljice. IUGR se pojavljuje u oko 10% trudno¢a te uzrokuje poveclanje fetalnog i1
neonatalnog morbiditeta i mortaliteta. Unato¢ presudnoj ulozi signalnih puteva Wnt i Hedgehog
(Hh) u embrionalnom razvoju te razvoju posteljice, njihova uloga u nastanku [TUGR-a jos nije
dovoljno istrazena. U ovoj je studiji analizirana ekspresija pozitivnih regulatora signalnog puta
Whnt, proteina WNTSA i B-katenina, te ekspresija proteina SUFU koji je negativni regulator
signalnog puta Hh,. Proteinska ekspresija je analizirana imunohistokemijom (IHC) u uzorcima
34 posteljice s IUGR-om te 18 posteljica iz urednih jednoplodnih terminskih trudnoda te
dodatno provjerena na razini mRNA metodom analize reverzne transkripcije 1 kvantitativne
lancane reakcije polimerazom (RT-qPCR). Epigenetski mehanizmi regulacije ekspresije gena
SUFU istrazeni su odredivanjem metilacijskog obrasca DNA u promotoru gena SUFU PCR-
om ovisnim o metilaciji (MSP) te RT-qPCR analizom ekspresije miR-214-3p i miR-378a-5p.
Proteinska ekspresija WNTSA je bila viSa u endotelnim stanicama postelji€nih resica kod
IUGR-a u odnosu na kontrolnu skupinu. Proteinska ekspresija B-katenina je bila poviSena u
trofoblastu 1 endotelnim stanicama kod IUGR-a, dok je proteinska ekspresija SUFU bila
povisena u trofoblastu posteljica s [UGR-om. Promotor gena SUFU je ostao nemetiliran u obje
skupine, dok je kod posteljica s IUGR-om nadena smanjena ekspresija miR-214-3p i
miR-378a-5p. PoviSena proteinska ekspresija SUFU u posteljica s IUGR-om u kontekstu
takoder poviSene proteinske ekspresije WNTSA i1 B-katenina potvrdene i korelacijskom
analizom proteinske ekspresije B-katenina i SUFU ukazuje na moguc¢u ulogu SUFU kao
pozitivnog i negativnog regulatora u integriranju signalnih puteva Wnt i Hh u posteljica s
TUGR-om. Cini se da bi miRNA, a ne DNA metilacija, mogao biti epigenetski mehanizam u

reguliranju genske ekspresije SUFU u patogenezi posteljica sa [UGR-om.

Kljucne rijeci - intrauterini zastoj u rastu - [IUGR, posteljica, WNTS5A, B-katenin, SUFU,

signalni put Wnt, signalni put Hh, DNA metilacija, miRNA
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9. SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU

SUFU protein's function in connecting Wnt and Hedgehog signaling pathways in
placentas with intrauterine growth restriction

Ida Marija Sola, 2024.

Placental insufficiency is one of the most common causes of intrauterine growth restriction
(IUGR). IUGR affects ~10% of preg-nancies and increases fetal and neonatal morbidity and
mortality. Although Wnt and Hh pathways are crucial for embryonic development and
placentation, their role in the pathology of IUGR is still not sufficiently explored.

The present study analyzed the expression of positive regulators of the Wnt signaling pathway,
WNTS5A, and B-catenin, and the expression of the Hh signaling pathway negative regulator,
suppressor of fused (SUFU). Immunohistochemical and reverse transcription-quantitative PCR
(RT-qPCR) assays were performed on 34 IUGR and 18 placental tissue samples from
physiologic singleton term-pregnancies. Epigenetic mechanisms of SUFU gene regulation were
also investigated by methylation-specific PCR analysis of its promoter and RT-qPCR analysis
of miR-214-3p and miR-378a-5p expression. WNTS5A protein expression was higher in
endothelial cells of placental villi from IUGR group compared with controls. That was also the
case for the expression of B-catenin protein in trophoblasts and endothelial cells and SUFU
protein in trophoblasts from IUGR placentas. The SUFU gene promoter remained unmethylated
in all tissue samples, while miR-214-3p and miR-378a-5p were downregulated in [IUGR. The
present results of higher SUFU protein expression in [IUGR placentas in the context of higher
WNTSA and B-catenin protein expression confirmed with SUFU and B-catenin protein
expression correlation analysis suggest a possible function of SUFU as both a positive and
negative regulator in the integration of Wnt and Hh signaling in [IUGR. DNA methylation did
not appear to be a mechanism of SUFU regulation in the pathogenesis of TUGR, but its
expression could be regulated by miRNA targeting.

Keywords - intrauterine growth restriction - [UGR, placenta, WNTS5A, B-catenin, SUFU,
Whnt signaling pathway, Hh signaling pathway, DNA methylation, miRNA
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