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POPIS KRATICA

IUGR- engl. Intrauterine growth restriction
TGFB- engl. Transforming growth factor beta
HH- engl. Hedgehog

SHH- engl. Sonic hedgehog

DHH- engl. Desert hedgehog

IHH- engl. Indian hedgehog

Ci- engl. Cubitus interruptus

PTCH- engl. Patched protein

SMO- engl. Smoothened protein

GLI3FL- engl. Gli3 full- lenght

GLI3A- engl. Gli3 activator

GLI3R- engl. Gli3 repressor

EMT- engl. Epithelial- mesenchymal transition
CTB- engl. Villous cytotrophoblast

EVT- engl. Invasive extravillous cytotrophoblast
DAB- engl. 3,3'-Diaminobenzidine

TBS- engl. Tris-buffered saline

DNA- Deoksiribonukleinska kiselina

RNA- Ribonukleinska kiselin

SFRP- engl. Secreted frizzled- related protein

ELF5- engl. Ets domain transcription like factor






1.UvOD

1.UvOD
1.1. Posteljica

Posteljica (placenta) je priviemeni organ koji ima ulogu izmjene tvari izmedu majke i djeteta.
Ona je jedini organ koji se sastoji od stanica dviju razli¢itih osoba, od fetalnog 1 maj¢inog dijela.
Fetalni je dio posteljice korion, korionska ploca, iz koje izlaze korionske resice, koje mogu biti
slobodne ili usidrene u bazalnu deciduu (decidua basalis). One su gradene od veziva s krvnim
zilama koje je podrijetlom od izvanembrionalnog mezoderma. Resice oplakuje krv iz lakuna
bazalne decidue ito je mjesto izmjene tvari izmedu majke i fetusa. Majcin je dio placente je
decidua basalis, c¢ije stanice nastaju iz vezivhog tkiva endometralne strome, nakupljanjem
glikogena i lipida. To su velike stanice koje izlu¢uju hormone, faktore rasta i citokine te oblazu
cijelu materniénu Supljinu. Razlikuju se tri vrste decidua-stanica, ovisno o njjhovom smjestaju:
decidua basalis (smjestena ispod zametka), decidua capsularis (nalazi se na povrSini rastu¢eg
zametka) i decidua parietalis (oblaze ostatak maternicne Supljine). Maj¢in dio posteljice,
decidua basalis, sadrzi krvne zle majke koje se otvaraju u intravilozne prostore i sadrze
maj¢inu krv. Fetalna i maj¢ina krv ne mijeSaju Se, jer ih odvajaju endotel kapilara s njegovom
bazalnom laminom, vezivo, citotrofoblast i sinciciotrofoblast. Te strukture c¢ine placentarnu
barjjeru izmedu majcine i fetalne krvi. Placenta je propusna za slijedeCe tvari: kisik, vodu,
elektrolite, ugljikohidrate, lipide, bjelanCevine, vitamine, hormone (humani placentalni
laktogen), pojedina protutijela i1 neke lijekove. Hormoni koje sintetizira placenta su korionski
gonadotropin, korionski tireotropin, korionski kortikotropin, estrogene i progesteron, a sve te

hormone sintetizira sinciciotrofoblast (1).
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Blastocista je tvorba koja se sastoji od trofoblasta i embrioblasta. Trofoblast je vanjski sloj i
predstavlja pretecu posteljice, dok je embrioblast unutra$nji sloj stanica i1z njega se razvijaju
embrij i pupkovina. Tijekom proliferacije trofoblasta nastaju dva sloja: citotrofoblast —
unutarnji - sloj koji ne dodiruje endometrij i sinciciotrofoblast — vanjski sloj koji na
embrionalnom polu stvara izdanke pomocu kojih prodire u endometrij. Eksperimenti provedeni
ubrizgavanjem timidina pokazali su da se stanice citotrofoblasta dijele i ugraduju u
sinciciotrofoblast, sto upucuje na zakljucak da je za ispravan rast i funkciju sinciciotrofoblasta

odgovoran pravilan rast i proliferacija citotrofoblasta (2).
1.1.1. Patologija posteljice

U danasnje vrijeme vecéina trudnoca i poroda je normalnog tijeka. Odluku o slanju posteljice na
patoloski pregled donosi porodnicar na temelju podataka o tijeku trudnoce, poroda i
makroskopskom pregledu posteljice nakon poroda (3). Istrazivanja pokazuju da se kod ¢ak 88%
mrtvorodene djece, Cija je posteljica patoloski pregledana, u njoj pronade uzrok smrti ili
patoloske promjene koja je dovela do tog ishoda (4). Da bipregled posteljice bio $to kvalitetniji
patologu je potrebno dostaviti $to vise bitnih informacija koji ukljuCuju gestacijsku dob,
komplikacije trudnoée, masu djeteta, vrijednost Apgar-indeksa te spol djece kod viseplodnih
trudnoc¢a (3). Medutim, patoloska pretraga posteljice nije prihvaéena u ve¢ini zemalja. 1z tog
razloga predlozene su smjernice prema kojima se lakS§e moze donijeti odluka o slanju posteljice
na patolosku pretragu, a to su: poremeéaji trudnoce ukojima se isti¢e ¢imbenik od strane majke,
poremecaj trudno¢e u kojima se istice ¢imbenik od strane fetusa ili novorodenceta, te promjene
same posteljice u Sirem smislu (s ovojima i pupkovinom) (3). Intrauterini zastoj u rastu (IUGR,
engl. intrauterine growth restriction) svrstan je u patoloSke promjene uzrokovane od strane
fetusa (3).

Tijekom godina opis fiziologije fetalnog rasta znatno se mijenjao, pri tome je vrlo velik
doprinos ostvaren definiranjem pojmova nasliednog genetskog potencijala za rast (nasljedni,
posljedica nepovoljinih okolisnih utjecaja na embrij) i steCene potpore za rast (transplacentarni
dotok hranidbenih tvari). Te je pojmove definirao Gruenwald (5), a osim toga definirao je i
pojam placentarne insuficijencije koja oznaCava Sirok pojam posteljicne disfinkcije, koja se

javlja najCeS¢e kod hipertenzivnih 1 diskoagulacijskih sindroma trudnoce.
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Taj je pojam kasnije zamijenjen pojmovima usporeni fetalni rast te zastoj fetalnog rasta koji se
koristi i danas. Zastoj fetalnog rasta definira se kao usporavanje rasta fetusa, ciji je potencijal
za rast ve¢i od izmjerenog, koji se usporeduje sa standardima fetalnog rasta za doti¢nu
populaciju. Dogovorno se za minus varijantu fetalnog rasta uzima tezina <10. centile za dob
trudnoce, a za plus varijantu >90. centile za dob trudnoc¢e (5). Hipotroficnom novorodencadi
smatraju se ona ispod 10. centile, a hipertroficna ona iznad 90. centile.

IUGR se klinicki dijeli na asimetri¢ni i simetriéni, te rani i kasni. Simetricni je onaj kod kojega
su svi biometrijski parametri smanjeni, a kod asimetricnog SuU smanjeni samo masno tkivo i
opseg abdomena, dok su ostali pokazatelji primjerene velicine. Asimetriéni oblik najces¢e
nastaje zbog nedostatne funkcije posteljice. Rani zastoj rasta nastupa prije 32. tjedna gestacije
i Cesto je uzrokovan kromosomskim anomalijama, infekcijama ili ranom insuficijencijom
posteljice. Kasni zastoj nastupa u zadnjem tromjesecju trudnoce, takoder zbog nedostatne
posteljicne funkcije. Uzroke IUGR-a 1/3 ¢ine genetiCke varijable, a 2/3 okolini ¢imbenici.
Primjer okoli$nih ¢imbenka na koje se moze preventivno utjecati jesu pusenje tijekom

trudnoce, $to uzrokuje vise od 1/3 od svih novorodencadi rodenih s [IUGR-om (6).

1.2. Signalni putevi

Karakteristika svih stanica je da imaju svojstvo komunikacije. Dok jednostani¢ni organizmi
primaju samo vanjske podrazaje, stanice viSestaniénih organizama uz vanjske podraZaje
primaju ione unutarnje (molekularni signali), pomoc¢u kojih donose odluke o rastu, dijeljenju i
diferencijaciji tijekom razvoja te o ponasanju stanice u tkivu. Uzro¢nici tih signala razli¢iti su
proteini. Principi  staniéne signalizacije istrazeni su na jednostavnim jednostani¢ nim
organizmima kao §to su bakterije i kvasci. Utvrdeno je da komunikacija omoguéuje brojne
procese, kao pokretljivost, otpornost na antibiotike, formiranje spora i konjugaciju, dok
stanicama kvasca omogucuje procese pripreme za razmnozavanje. Veliki pomak u razvoju
signalizacije dolazi s evolucijjom viSestanicnih organizama kod kojih cijeli sustav signalizacije
sluzi za dobrobit kompletnog organizma, jer omogucuje suradnju i koordinaciju izmedu
razli¢itih tkiva i vrsta stanica. Mehanizam signalizacije kod eukariota vrlo je sloZen proces.

Svaka stanica moze primati i odasiljati signale.
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Za prijenos signala odgovorne su ekstracelularne signalne molekule, koje mogu prenositi signal
ne samo susjednim stanicama, nego i vrlo udaljenim stanicama. Za primanje signala sluZzi
stanicni receptor, protein koji je smjeSten na povrSini stanice i koji se aktivira po primitku
signala. To potice kaskadnu reakciju putem signalnih molekula, S$to rezultira aktiviranjem
jednog ili vise intracelularnih signalnih puteva kojima je konac¢ni cilj aktiviranje efektornih
proteina koji primjereno odgovaraju na primljeni signal. Ovisno o vrsti signala i stanju stanice,
efektorni proteini  mogu biti transkripcijski regulatori, ionski kanali, dijelovi nekog

metabolickog puta ili dijelovi citoskeleta.

Humani genom sadrzi viSe od 150 gena koji kodiraju receptorne proteine. Mnogo istih vrsta
signalnih molekula koriste se u razlicitim vrstama signalizacije, a Klju¢na razlika pri tome je u
brzini i selektivnosti kojom se signali dostavljaju cilinoj stanici. Pojedini Stani¢ni receptori
specificni SU za to¢no odredeni signal, pa vezanje signala za stanicni receptor moze voditi
razli¢itim ishodima, Kkao Sto Su prezivljavanje stanice, rast i podjela, diferencijacija ili stani¢nu

smrt.

Signalizacija  podrazumijeva  aktivaciju razli¢itih molekula. Najces¢e se ostvaruje
fosforilacijom pomocu protein kinaza, koje dodaju jednu ili viSe fosfatnih skupina na slijedecu
signalnu molekulu u kaskadi. Da bi bile spremne za novi ciklus prijenosa signala, molekule se
moraju deaktivirati, dakle vratiti u pocetno maktivno stanje. To se odvija procesom maktivacije

pomocu protein fosfataza koje cijepaju dodane fosfatne skupine (7).

1.2.1. Signalni putevi tilpkom razvoja

Razliciti signalni putevi mijenjaju aktivnost transkripcijskih regulatora i na taj na¢in utjecu na
gensku ekspresiju, te su vrlo znacajni u regulaciji embrionalnog razvoja. Medu takve signalne
puteve ubrajaju se isignalni putevi Notch, Wnt, Hegdehog i TGFf. Notch signalni put najbolje
je proucen kod stvaranja neurona u Drosophila melanogaster. Odgovoran je za formiranje,
razvoj 1 obnovu veéine tkiva u Zzvotinja. Neispravnost ovoga puta rezultira stvaranjem
prevelkog broja Ziv€anih stanica usljed c¢ega je broj epitelnih stanica premali, Sto ima

smrtonosan ishod.
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Wnt signalni put regulatorni je put vazan za kontrolu razvoja animalnih organizama. Wnt
proteini djeluju kao lokalni medijatori i morfogeni, $to je dokazano proucavanjima provedenim
na Drosophili i miSevima. Kod Drosophile melanogaster kontroliraju razvoj krila, te otuda
dolazi naziv Wingless gen, dok kod miSeva uz prisutnost virusa taj signalni put uzrokuje tumor
dojke. Ljudski genom kodira 19 Wnt proteina Cije se funkcije cCesto preklapaju. Wnt moze
aktivirati najmanje dva signalna puta. Kod jednog je cilj latentni transkripcijski regulator [3-
katein i taj signalni put se naziva Wnt/B-kateinput (kanonski Wnt put), dok drugi, tzv. planarni

polaritetni put, koordinira polarizaciju stanica u razvoju epitela.

Signalni put Hedgehog identificiran je pri proucavanjima larve D. melanogaster, kod koje je
utvrdeno postojanje Hedgehog proteina (HH). Kako je povrSina larvi bila prekrivena malim
Sijcima, te su zbog toga podsjecale na jeza, nazvani su hedgehog (engl. hedgehog = jez). Uzrok
toj morfoloskoj promjeni je mutacija hedgehog gena, koji kod Drosophile kodiraju samo jedan
hedgehog protein. Kod kraljesaka su pronadene tri vrste proteina hedgehog: Sonic (SHH),
Desert (DHH) i Indian (IHH)hedgehog. Aktivne forme proteina su kovalentno vezane s

kolesterolom kao i s lancima masnih Kiselina.

Njegova funkcija je aktiviranje latentnog transkripcijskog regulatora. Dakle, taj signalni put
prebacuje transkripcijsku represiju u aktivaciju, pa pretjerana signalizacija dovodi do geneze
tumora. Kod Drosophile, latentni transkripcijski regulator Cubitus interruptus (Ci) nalazi se u
stanici vezan uz proteinski kompleks (Costal2, PKA, GSK3 i CK) koji ga fosforilira u
odsutnosti HH signalizacije. Dijelovi Ci proteina translociraju se u jezgru, gdje se vezu u
kompleks s korepresorom za HH gene i na taj na¢in onemogucuju transkripciju. U prisutnosti
signala, Ci protein veze se na transmembranski receptor Patched (PTCH) koji zatim aktivira
transmembranski  protein  Smoothened. Uslijed fosforilacije i translokacije Smoothened
proteina, Ci protein se oslobada iz proteinskog kompleksa s kojim je bio vezan iprelazi u jezgru,
gdje aktivira transkripciju Hedgehog gena. Hedgehog put je kod kraljeSnjaka puno
kompliciraniji i slabije istrazen, uslijed toga sto postoje tri Hedgehog proteina. U stanici se
nalaze tri transkripcijska regulatora Glil, Gli2 i Gli3, koji se aktiviraju nizvodno nakon
aktivacije Smoothened proteina. Gli 1 i 2 su, kao i Ci protein, transkripcijski aktivatori, dok
Gl3 moze biti i aktivator i represor. Dokazano je da taj put ima vaznu ulogu u pravilnom

razvoju i diferencijaciji fetalnog tkiva (7).
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PTCH protein sadrzi jednu sterol-senzornu domenu i slizi kao receptor za SHH, IHH i DHH
signalni put. Uz Smoothened protein (SMO) sudjeluje u transdukciji Hedgehog signalnih
proteina. Ima ulogu tumorskog supresora, jer u odsutnosti hedgehog signalizacije zaustavlja
rast i proliferaciju stanice. U stanici je lokaliziran u membrani, i kod odraslih se nalazi u mozgu,
pluéima, jetri, srcu, placenti, skeletnom miSi¢ju, gusteracii bubrezima, dok se u embriju nalazi
u svim cijnim tkivima SHH puta kao §to su neuralna cijev, somiti i tkiva koja okruzuju zone

polarizirajuce aktivnosti udova (8).

GIi3 ima dualnu funkciju, i kao transkripcijski aktivator i kao represor te ima ulogu u razvoju
udova. Njegov puni oblik (GLI3FL) ima ulogu aktivatora (GLI3A) nakon fosforilacije i
nuklearne translokacije, dok njegov C-terminalni skraceni oblik ima ulogu represora (GLI3R).
Pravilna ravnoteza izmedu aktivatora i represora odreduje broj prstiju na udovima i njihov
razvoj, stoga je njegov nedostatak uzrok mnogih sindroma koji su fenotipski povezani s
poremecajima u razvoju udova. Unutar stanice lokaliziran je u jezgri i citoplazmi i kod zdravih

ljudi nalazi se u tkivu pluca, kolona, slezene, placente, testisa i miometrija (9).

1.3. Utjecaj signalnih puteva na posteljicu

Epitelno-mezenhimalni prijelaz (EMT,engl. epithelial- mesenchymal transition) kljucan je za
regulaciju humane placentacije i diferencijacije trofoblasta. To je proces u kojem epitelne
stanice gube polarnost i adhezivnost, i tako mijenjaju fenotip u mezenhimalni (10). EMT ima
kljuénu ulogu urazvoju tkiva i organa, a isto tako djeluje u obnovi tkiva i u progresiji karcinoma
(11). U procesu placentacije stanice trofoblasta diferenciraju se ili u vilijarne citotrofoblaste
(CTB,engl. villous cytotrophoblast) ili u invazivne ekstavilijarne citotrofoblaste (EVT,engl.
invasive extravillous cytotrophoblast). EVT stanice migriraju u endometrij, a da bi migracija
bila uspjesna stanice moraju izgubiti epitelna svojstva i postati invazivne i pokretne, Sto su
karakteristike mezenhimalnih stanica. Takva pretvorba stanica citotrofoblasta i stanica slicnih
trofoblastu u mezenhimski fenotip je dokazana pokusima in vitro. Poveznica izmedu EMT-a i
HH signalizacije prvo je utvrdena u mnogo patoloskih stanja, uglavnom karcinoma. Rezultati
istrazivanja ukazuju da ekspresiju EMT povezanih gena poticu Wnt, Notch, Hedgehog i drugi
signalni putevi (12,13).
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2. HIPOTEZA
Posteljice sa zastojem u rastu fetusa (IUGR) imaju jace izrazenu ekspresiju proteina PTCHI i
GLI3, dok je ekspresija tih proteina u kontrolnim posteljicama s normalnom trudno¢om slabije

Izrazena.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja provedenog u ovom radu bili su:

1. Istraziti ekspresiju proteina PTCHI1 u terminskim posteljicama zdravih trudno¢a i I[UGR

posteljicama djece porodene u terminu.

2. Istraziti ekspresiju protema GLI3 u terminskim posteljicama zdravih trudno¢a 1 IUGR

posteljicama djece porodene u terminu.

3. Usporediti ekspresiju PTCH1 i GLI3 proteina u terminskim zdravim i IUGR posteljicama.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. Ustroj studije

Histoloski preparati tkiva posteljice istrazeni Su primjenom imunohistokemijske metode, pri
¢emu su proteini PTCH1 i GLI3 bili obiljezeni protutijelima anti-PTCH1 (engl. rabbit
polyclonal anti-human; Clone: ab-129341, Abcam, Cambrige, MA) i anti-GLI3 (engl. rabbit
polyclonal anti-human; Clone: ab-117099, Abcam, Cambridge, MA). Primjenjen je En
VisionTM postupak (Dako, Glostrup, Danska) za odredivanje primarnog protutijela. Proteinska
izrazenost kvantificirana je stereoloSkom metodom analize stereoloske varijable volumenske

gustoce (Vv).

4.2. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na humanim posteljicama rodilja porodenih u KB-u Merkur, Zagreb.
Analizirano je 15 terminskih posteljica iz trudno¢a koje su protekle bez komplikacija i 15
terminskih posteljica s patologijom usporenog rasta (IUGR). Kriteriji uklju¢ivanja u studiju
bilisu zastoj u rastu ploda otkriven serijskim UZV mjerenjima (najmanje 2) s procjenom
tielesne tezine ispod 10. centile za dob trudnoce, spol ploda i paritet majke potvrden mjerenjem
rodne mase novorodenceta na porodu. Kriterij iskljuCivanja iz studije za patoloske trudnoce kao
i za kontrole bili su: viSeplodna trudnoc¢a, puSenje majke, intrauterine virusne infekcije
(TORCH, parvo 19), korioamnionitis, kronina hipertenzija, nakalemljena preeklampsija,
autoimune bolesti majke. Svaka rodilja potpisala je informirani pristanak za koriStenje uzorka
njene posteljice sasvrhom znanstvenih istrazivanja. Istrazivanje je odobrilo EtiCko povjerenstvo
KB-a Merkur, Zagreb, Odlukom od 22.9.2011. godine.
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4.3. Metode

4.3.1. Imunohistokemija

Nakon poroda kontrolne i patoloske posteljice patohistoloski su analizirane. Uzorci tkiva
rutinskim laboratorijskim tehnikama ukloplieni su u parafinske blokove, nakon Cega su rezani

pomoc¢u mikrotona na debljinu 4 um i postavljeni na predmetna stakalca.

Prije imunohistokemijskog bojenja preparati su prvo deparafinirani u termostatu pri temperaturi
58 — 60°C preko no¢i, a zatim kroz red ksilola (4x10min), te su nakon toga rehidrirani kroz
silazni red alkohola (100% EtOH 5min, 96% EtOH 5min, 70% EtOH 2min) i isprani
destiliranom vodom. Nakon toga je slijedio postupak demaskiranja antigena, tj. oslobadanje

epitopa (tj. mjesta za koje Ce se vezati antigen).

S obzirom na to da je tkivo fiksirano u formalinu koji stvara krizne veze, prvo je obradeno
proteolitickim enzimom za demaskiranje. U tu svrhu koriSten je citratni pufer (pH6, razrjedenja
1:10) i tkivo je ostavljeno u mikrovalnoj peénici 2x10min na 600W. Tijekom tog postupka
antigeni mijenjaju svoju konfiguraciju, pa je jako bitno da nema temperaturnih Sokova, tj. da se
uzorci postupno zagrijavaju i postupno hlade te da se odrzava stalan pH pomocu pufera.
Djelovanje endogene peroksidaze blokiranoje u 3%-tnom vodikovom peroksidu (H202)
10min, zatim su preparati isprani dva puta po 3min u TBS puferu te je nanijeto primarno
protutijelo u razrjedenjima anti-PTCH1 1:500 (engl. rabbit polyclonal anti-human; Clone: ab-
129341, Abcam, Cambridge, MA) i anti-GLI3 1:200 (engl. rabbit polyclonal anti-hman; Clone:
ab-117099, Abcam, Cambridge, MA). Preparati su zatim inkubirani preko no¢i na temperaturi
4°C. Primarno protutijelo neobiljezeno je i veze se na antigen od interesa. Da bi ga detektirati
koristi se sekundarno protutijelo koje je obiljezeno kromogenom i ono je ciljno usmjereno na
Fc fragment primarnog protutijela, a sluizi za pojacavanje signala. Nakon inkubacije preparati
su isprani TBS puferom 2x3min i dodano je sekundarno protutijelo za koje je koristeno En
Vision TM sustav vizualizacije (Dako, Glostrup, Danska). Sekundarno protutijelo inkubiranoje
30min na sobnoj temperaturi. Preparati su zatim ponovno ispirani TBS puferom 2x3min, te je
zatim na njih stavllen DAB kromogen i inkubiran 10min. DAB kromogen oskidira uz supstrat
(vodikov peroksid) koji se nalazi u sekundarnom protutijelu i istalozi Se na mjestima na kojima
je doslo do munoloske reakcije. Preparati se ispiru obi¢nom, zatim destiliranom vodom i
kontrastira hematoksilinom 10min. Hematoksilin sve kisele tvorbe boja plavo: DNARNA

jezgre.
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Nakon kontrastiranja ispire se 3puta i po Smin u obi¢noj vodi, a zatim Se ispere u destiliranoj
vodi. Zatim slijedi dehidriranje uzoraka kroz uzlazni red alkohola (70% EtOHi 96% EtOH
nekoliko urona, 100% EtOH 1min, 100% EtOH 2min) te bistrenje u ksilolu dva puta po Smin.
Nakraju su preparati pokriveni pokrovnim stakalcem i time su bili spremni za mikroskopiranje
(14).

4.3.2. Stereologija
Izrazenost proteina PTCHI i GLI3 kvantificirana je primjenom stereoloske metode.

Uzorci su presjeceni jednom ravninom na kojoj je dobivena dvodimenzionalna slika koju prvo
treba kvalitativno analizirati da bi upoznali sastavne dijelove uzorka. To je u¢injeno pomocu
svjetlosnog mikroskopa, pri povecanju 100x. Za daljnju kvantitativnu analizu sastavni dijelovi
tkiva uzorka moraju biti jasno razgrani¢eni, jer stereoloskom metodom se ne obraduju podrucja

koja se medusobno prelijevaju.

Za testiranje uzoraka koriSten je Weibelov mnogonamjenski testni sustav s 42 tocke, pri
povecanju od 400x. Ukupna duljina testnih linija (Lt) iznosila je 1,008mm, a testna povrSina
(At) 0,0837 mm? za svako analizirano mikroskopsko polje. Analizirano je pet vidnih polja u
bazalnoj decidui i 20 vidnih polja u korionskim resicama. U vidnim poljima brojane su tocke

pozitivne na prisutnost PTCHL i GLI3 proteina u stanicama.

Za PTCHL1 i GLI3 analizirana je volumenska gusto¢a (Vv) (15).

4.4. Statisticke metode
Za statisticku obradu podataka koriSten je statisticki program GraphPad Prism 5.01 (GraphPad
Software, Inc. San Diego, CA, USA), i parametrijski testovi Studentov t-test i ANOVA te

neparametrijski testovi Mann-Whitneyjev i Kruskal-Wallisov.
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5. REZULTATI

5. REZULTATI

Ekspresija proteina PTCHI1 i GLI3 istrazena je u kontrolnim terminskim posteljicama i

usporedena s posteljicama iz terminskih patoloskih trudnoca.
Ukupno je analizirano 30 posteljica.

5.1. Ekspresija PTCH1 proteina

Na Slici 1. prikazana je ekspresija PTCHI1 proteina u patoloskim IUGR posteljicama i
kontrolnoj skupini terminskih posteljica. Protein PTCHL intenzivno boji membranu stanica

trofoblasta kao i membranu stromalnih stanica placentarnih resica.

Slika 1. Imunohistokemijska ekspresija PTCHI1 proteina u posteljicama patoloskih trudnoca s
IUGR te kontrolnih skupina. a) kontrolna skupina (povecanje mikroskopa 100x), b) kontrolna
skupina (povecanje mikroskopa 400x), ¢) IUGR (povecanje mikroskopa 100x), d) IUGR
(povecanje 400x). Fotografirala autorica.
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5.1.1. Usporedba ekspresije PTCH1 u posteljicama s IUGR-om i u kontrolnoj skupini

terminskih posteljica

U Tablici 1. su prikazani rezultati kvantifikacije ekspresije volumenske gustoce PTCHI

antigena u analiziranim posteljicama.

Uocava se statisticki znaajno jaca ekspresija proteina PTCHI u posteljicama kod terminskog
intrauterinog zastoja u rastu ploda (IUGR) u odnosu na kontrolu (tkivo posteljice iz trudnoce

bez komplikacija) (p<0,0001; Mann-Whitneyjev test)

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

Status Br. Uzoraka Ekspresija PTCH1
IUGR 15 0,2430
KONTROLA 15 0,1520
Ukupno 30

p <0,05
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5.2. Ekspresija GLI3 proteina

Protein GLI3 prisutan je u jezgri stanica korionskih resica trofoblasta.

Na Slici 2. prikazana je ekspresija GLI3 proteina u patoloskim IUGR posteljicama i kontrolnoj
skupini terminskih posteljica.

Slika 2. Imunohistokemijska ekspresija GLI3 proteina u posteljicama patolosSki trudnoca s
IUGR te kontrolnih skupina. a) kontrolna skupina (povecanje mikroskopa 100x), b) kontrolna
skupina (povecanje mikroskopa 400x), c) IUGR (povecanje mikroskopa 100x), d) IUGR
(povecanje 400x). Fotografirala autorica.
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5. REZULTATI
5.2.1 Usporedba ekspresije GLI3 u posteljicama s [UGR-om i u kontrolnoj skupini
terminskih posteljica

Uocena je statisticki znacajno jaca ekspresija proteina GLI3 u posteljicama kod terminskog
mtrauterinog zastoja u rastu ploda (IUGR) u odnosu na kontrolu (tkivo posteljice iz trudnoce

bez komplikacija) (p<0,0001; Mann-Whitneyjev test)

U Tablici 2. prikazani su rezultati kvantifikacije ekspresije volumenske gusto¢e GLI3 antigena

u analiziranim posteljicama. Rezultati su prikazani kao medijani.

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

Status Br. Uzoraka Ekspresija GLI3
IUGR 15 0,4480
KONTROLA 15 0,2590
Ukupno 30

p <0,05
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5.3.Usporedba ekspresije PTCHL1 i GLI3 u posteljicama s IUGR-om i u kontrolnoj
skupini terminskih posteljica

Utvrdena je statisticki znaCajno jaca ekspresija proteina PTCHI i1 GLI3 u posteljicama kod
terminskog intrauterinog zastoja u rastu ploda (IUGR) u odnosu na kontrolu (tkivo posteljice iz
trudno¢e bez komplikacija). Takoder, ekspresija GLI3 kod terminskih TUGR posteljica 1 kod
kontrolnih posteljica znacajno je veca od ekspresije proteina PTCHI u istima. (Slika 3., Slika
4.).

U Tablici 3. prikazani su rezultati kvantifikacije ekspresije volumenske gusto¢e PTCHI i GLI3

antigena u analiziranim posteljicama.

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

Status Br. Uzoraka Ekspresija
IUGR PTCH1 15 0,2430
Kontrola PTCH1 15 0,1520
IUGR GLI3 15 0,4480
Kontrola GLI3 15 0,2590
Ukupno 60

p <0,05
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Slika 3. Imunohistokemijska ekspresija PTCH1 i GLI3 proteina u posteljicama patoloskih
trudno¢a s IUGR te kontrolnih skupma. a) ekspresja PTCHI proteina u kontrolnoj skupini
(povecanje mikroskopa 400X), b) ekspresija PTCHI proteina u patoloskim posteljicama s ITUGR
(povecanje mikroskopa 400x), c) ekspresija GLI3 proteina u kontrolnoj skupini (povecanje
mikroskopa 400x), c) ekspresija GLI3 proteina u patoloskim posteljicama s IUGR (povecanje
400x). Fotografirala autorica.
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Slika 4. Prikaz volumenske gustoce PTCHI i GLI3 antigena (Vv, mm0) u posteljicama kod

terminskog intrauterinog zastoja u rastu ploda (IUGR) i u terminskim kontrolama.
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6. RASPRAVA

6. RASPRAVA
U ovom radu analizirana je ekspresija proteina ukljuenih u diferencijaciju stanica trofoblasta

u zdravim posteljicama te u posteljicama sa zastojem u rastu ploda (IUGR).

Da bi implantacija bila uspjeSna, maternica mora biti pripremljena za primanje embrija, a
trofoblast mora biti sposoban za prodiranje u endometrij. U tim procesima Wnt signalni put
utjeCe na razvoj mjesta gdje ¢e se embrij implantirati i kasnije nastati placenta, a IHH signalni
put sinkronizira dijelove tkiva unutar maternice zajedno s progesteronom koji priprema
maternicu za implantaciju. Shan u¢mnak IHH-u kod miSeva ima transkripcijski faktor 2 ¢iji
nedostatak uzrokuje neuspjesnu implantaciju i razvoj decidue (16). Oni su pod stalnom
kontrolom niza molekularnih mehanizama, od kojih najvazniji formiraju razlicite signalne
puteve. Jedan od signalnih puteva je i Hedgehog put, s klju¢nim proteinima PTCH i GLI3.
Najvazniji dogadaj placentacije je epitelno-mezenhimna tranzicija (EMT) koja omogucéuje
intersticijsku i endovaskularnu invaziju stanica trofoblasta, ali i obratni proces, mezenhimno-
epitelne tranzicije koji doprinosi zaustavljanju invazije stanica trofoblasta. Kako Hedgehog
signalni  put regulira ekspresiju EMT-povezanih gena, u odrasloj dobi poremecaj tog
mehanizma moZe uzrokovati razvoj raznih bolesti i potaknuti metastaze, dok je u fetalnom
razdoblju nuzan preduvjet za rodenje zdravog djeteta. Istrazivanja su pokazala da je HH
signalizacija neophodna za razvoj vecine sustava u kraljeSnjaka. SHH je izrazen kod razvijanja
zivéanog sustava i epitelnih tkiva, IHH prvenstveno utje¢e na razvoj kostiju, a DHH je aktivan
u razvoju perifernog zivéanog sustava i reproduktivnih organa (17). Na temelju dosadasnjih in
ViVO istrazivanja hipoteza ovog rada bila je da ¢e u tkivima sa slabije izrazenom invazivnos$¢u
trofoblasta, dakle onima koja su rezultat neuspjeSne invazije decidue, prijenos signala
Hedgehog putem biti smanjen zahvaljuju¢i pojacanoj ekspresiji PTCH i GLI proteina. Prema
dosadasnjim spoznajama neuspjeSna invazija trofoblasta zapaZzena je u posteljicama fetusa sa
zastojem u rastu i u hipertenzivnim poremecajima(18,19). Rezultati ovog istrazivanja pokazali
su statisticki znacajno jacu ekspresiju proteina PTCH1 i GLI3 u terminskim IUGR posteljicama
u odnosu na kontrolnu skupinu terminskih posteljica (p<0,05, Mann-Whitneyjev test). Dobiveni
rezultati u skladu su s diferentnim podatcima istrazivanja gdje su negativni regulatori invazije
trofoblasta bili jace izrazeni u IUGR posteljicama, poput obiteljii SFRP (engl. Secreted frizzled-
related protein) proteina Wnt signalnog puta (20) te proteina ELF5 (21), dok su pozitivni

regulatori poput proteina Snail bili slabije izrazeni (22).
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6. RASPRAVA

Rezultati navedenih istrazivanja ukazuju da je regulacija invazije trofoblasta jedan od vaznih
¢imbenika patologije trudnoce, Sto je u skladu s rezultatima dobivenim u istrazivanjima

provedenim u ovom radu.

Daljnja istrazivanja na ovom podru¢ju nuzna Su zbog boljeg razumijevanja patologije trudnoée,
ali isto tako i zbog boljeg poznavanja ponasanja tumorskih stanica. One koriste iste signalne

puteve Kkoji su bitni u razvoju placente i fetusa, ali u krivo vrijeme, na krivom mjestu.

Zakljutno mozemo reéi da pojacana ekspresija Hedgehog signalnih molekula u uzorcima
terminskih  ITUGR posteljica moze imati za posljedicu smanjenu EMT ekstraviloznog
trofoblasta. Nedovoljno invazivni trofoblast moze uzrokovati slabiju mnvaziju u deciduu S$to
moze dovesti do intrauterinog zastoja u rastu djeteta, Sto potvrduje ulogu Hedgehog proteina u

razvoju normalne posteljice irodenja zdravog djeteta.
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7. ZAKLIJUCAK

7. ZAKLJUCAK
Analiza ekspresije dva proteina Hedgehog signalnog puta, PTCHL i GIi3, u posteljicama sa

zastojem u rastu ploda, pokazala je da je:

1. Ekspresija PTCH1 proteina u IUGR posteljicama zna¢ajno povecana u odnosu na

posteljice zdravih terminskih trudnoca
2. Ekspresija GLI3 proteina u IUGR posteljicama zacajno poveéana u odnosu na

posteljice zdravih terminskih trudnoca
3. Ekspresija GLI3 proteina u IUGR posteljicama i u posteljicama zdravih terminskih

trudno¢a znacajno povecana u odnosu na ekspresiju PTCHL proteina.
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8. SAZETAK

8. SAZETAK

8.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog rada bio je istraziti ekspresiju kljuénih proteina Hedgehog signalnog puta, PTCH1 i
GLI3, koji su vazni regulatori rasta i razvoja ploda. Njihova ekspresija usporedivana je U

posteljicama sa zastojem u rastu ploda (IUGR) iu terminskim posteljicama zdravih trudnoca.

8.2. Nacrt studije

Preparati su pripremljeni primjenom klasicne histoloske tehnike, nakon koje je sljedilo
imunohistokemijsko bojenje. Proteini PTCH1 i GLI3 obiljezeni su anti-PTCH1 i anti-GLI3
protutijelima, a koristen je En VisionTM postupak. Proteinska izrazenost kvantificirana je

stereoloskom metodom.

8.3. Ispitanici i metode

Istrazivanje je provedeno na humanim posteljicama rodija porodenh u KB-u Merkur.
Analizirano je 15 terminskih posteljica iz zdravih trudno¢a bez komplikacija i 15 terminskih
posteljica s patologijom usporenog rasta (IUGR). Za obradu uzoraka koristene su sljedece
metode histoloske obrade preparata: imunohistokemija, stereologija, Studentov t-test, ANOVA,
Mann-Whitneyjev i Kruskal-Walisovtest.

8.4. Rezultati

Ekspresija proteina PTCH1 i GLI3 znacajno je pojacana u posteljicama kod terminskog
intrauterinog zastoja u rastu (IUGR), uodnosu na tkivo posteljica iz trudno¢a bez komplikacija
(kontrolna skupina) (p<0,0001; Mann-Whitneyjev test). Takoder, ekspresija GLI3 proteina u
terminskim IUGR posteljicama 1 ukontrolnim zdravim posteljicama statistiki je znaCajno jaca
od ekspresije proteina PTCH1 u istima. Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima sli¢nih

istrazivanja prikazanima u literaturi..

8.5. Zakljutak
Ekspresija PTCH1 i GLI3 proteina u IUGR posteljicama znacajno je veéa u odnosu na

posteljice zdravih terminskih trudnoca.

Klju¢ne rije¢i: Hedgehog signalni put; imunohistokemija; IUGR; proteini GLI3, PTCHL.
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9. SUMMARY

9. SUMMARY

Expression of the Hedgehog signalling pathway proteins in human placentas

9.1. Objectives

The aim of this study was to explore the expression of the Hedgehog signalling pathway
proteins, PTCHL1 and GLI3, which are important regulators of foetal growth and development.
We compared their expression in human placentas with ITUGR and term placentas of heathy

pregnancies.

9.2. Study design
Firstly, we processed the samples histologically and then with immunohistochemical methods.
PTCH1 and GLI3 proteins were marked with anti-PTCH1 and anti-GLI3 antibodies, then we

used En VisionTM procedure. Protein expression was quantified using thestereological method.

9.3. Participants and methods

Research was done on human placentas of women who had given birth at Merkur Clinical
Hospital. We analysed 15 term placentas from heathy pregnancies without complications and
15 term placentas with ITUGR pathology. We treated samples with following methods:
immunohistochemistry, stereology, then analysed them using Student's t-test, ANOVA, Mann-
Whitney and Kruskal-Walis's tests.

9.4. Results

Expression of PTCHL1 and GLI3 proteins was significantly increased in term placentas with
IUGR in relation to controls (placenta tissues from pregnancy without complications)
(p<0.0001; Mann-Whitney test). Also, GLI3 expression in term IUGR placentas and in control
healthy placentas were statistically significantly increased in regard to PTCH1 expression.
Results obtained are in accordance with those from other researches where negative regulators

of trophoblast invasion (like PTCH1 and GLI3) were also increased in IUGR placentas.

9.5. Conclusion
PTCHL1 and GLI3 protein expression in IUGR placentas are significantly increased in comparis
on to their expression in term placentas of heathy pregnancies.

Key words: Hedgehog signalling pathway; immunohistochemistry; 1UGR; proteins GLI3,
PTCHL1.
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