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POPIS KRATICA

ADAMTS (eng. A4 disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) dizintegrin 1
metaloproteinaze s trombospodin motivomDNK - deoksiribonukleinska kiselina

AFI - (eng. amniotic fluid index) indeks plodne vode AFP - alfa feto protein

BMP - (eng. bone morphometric protein) koStani morfometricki protein

CRH - (eng. corticotropin releasing hormone) kortikotropin oslobadaju¢i hormon

CRHBP - (eng. corticotropin-releasing hormone binding protein) protein koji veze kortikotropin
oslobadaju¢i hormon

EGF - (eng. epidermal growth factor) epidermalni ¢imbenik rasta

fFN - (eng. fetal fibronectin) fetalni fibronektin

FGF - (eng. fibroblast growth factor) ¢imbenik rasta fibroblasta

F2 - Isop - F2 isoprostan

GPI - (eng. glicosyl phosphatidil inositol) glikozilfosfatidil inozitol

HLKNL - hidroksilizin-keto-norleucin

HNL - hidroksilizin-norleucin

IGF/IGF-BP - (eng. insulin like growth factor - binding protein) ¢imbenik rasta nalik inzulinu /
vezujudi protein ¢imbenika rasta nalik inzulinu

IHK - imunohistokemija

IL - interleukin

IL1b - interleukin 1b

IL6 - interleukin 6

IL8 - interleukin 8

IL-R6 - (eng. soluble interleukin-6 receptor) topivi interleukin-6 receptor

ISP - (eng. serine protease inhibitors - SP1) inhibitori serinske proteaze -

ITM - (eng. Body Mass Index - BMI) indeks tjelesne mase

JAK - janus kinaza

MAPK - (eng. mitogen activated protein kinase) mitogen aktivirana protein kinaza

MCP - (eng. monocite chemoattractant protein) monocitni kemoatratanti protein 1

MMP - matriks metaloproteinaze

NAC - N- acetilcistein

NF - kapa B - (eng. nuclear factor kappa B) jezgreni ¢Cimbenik kapa B



PAMG 1 - (eng. placental alpha microglobulin-1) posteljicni alfa mikroglobulin 1

PCP - prokolagen C proteinaza

PP - prijevremeni porodaj

PPPPO - (eng. preterm premature rupture of membranes PPROM) predterminsko prijevremeno
prsnuce plodovih ovoja

PR A, B i C - progesteronski receptor A, BiC

P-3-H - prolil-3-hidroksilaza

P38MAPK - p38 mitogenom aktivirana protein kinaza

P-4-H - prolil-4-hidroksilaza

RDS - respiratorni distres sindrom

RECK PROTEIN - (eng. Reversion inducing cysteine rich protein with Kazal motifs)
RNK - ribonukleinska kiselina

ROS - (eng. reactive oxygen species) slobodni radikali kisika

SAA - (eng. serum amiloid A) serumski amiloid A

SERM - selektivni estrogenski receptorski modulator

SIALI - sindrom intraamnijske infekcije

SNP - (eng. single nucleotide polymorphisms SNP) polimorfizam pojedina¢nih nukleotida
SPP - spontani prijevremeni porodaj

STAT3 - (eng. signal transducer and activator of transcription factor 3)

TGF — a - (eng. transforming growth factor alpha) transformirajuc¢i ¢imbenik rasta alfa
TGF B - (eng. transforming growth factor beta) transformirajuci ¢imbenik rasta beta
TIMP - (eng. tissue inhibitor matrix metalloproteinase) tkivni inhibitori matriks
metaloproteinaze

TNFa - (eng. tumor necrotising factor alpha) ¢imbenik tumorske nekroze alfa

TLR - (eng. tool like receptor)

VEGEF - (eng. vascular endothelial growth factor) vaskularni endotelijalni ¢cimbenik rasta
B HCG - beta humani korionski gonadotropin

A-HLNL - dehidro-hidroksilizin-norleucin



1. UVOD
1.1.  PLODOVIOVOII
1.1.1. Razvoj, grada i funkcija plodovih ovoja

Trudnoca zapocinje oplodnjom. Spajanjem spermija i jajne stanice nastaje zigota. Nakon spajanja
zapocinje niz mitoza u zigoti kojima se povecava broj stanica u embriju. Tako nastaje morula
koja migrira u materiSte gdje se izmedu stanica poc¢ne nakupljati tekucina te tako nastaje
blastocista (1). U fazi blastociste zapoc€inje implantacija u kojoj telomere 1 telomeraze pokazuju
vrhunac svoje aktivnosti. Telomere su deoksiribonukleinske (DNK) strukture koje Stite
cjelovitost kromosoma. To rade putem ,, kapica “ koje prekrivaju krajeve i bogate su gvaninom.
Telomeraze su enzimi koji Stite cjelovitost telomera (2—4). Pokazivanje vrhunca aktivnosti
telomera 1 telomeraza u fazi blastociste vjerojatno odreduje bioloSko trajanje zivota svih stanica
podrijetla iz blastociste, pa tako i plodovih ovoja. U daljnjem tijeku trudnoce blastocista se dijeli
u vanjski sloj, trofoblast, i unutarnji, embrioblast, iz kojeg ¢e se razviti embrij. Implantacija
blastociste u sekrecijski promijenjen endometrij dogada se usporedo s formiranjem malih
prostora u embrioblastu iz kojih ¢e nastati plodova Supljina. Daljnje morfoloSke promjene u
embrioblastu rezultiraju nastankom embrionalnog diska - dvoslojne tvorbe koja se sastoji od
epiblasta 1 hipoblasta. Epiblast ¢ini dno amnijske Supljine dok hipoblast, zajedno s
egzocelomskom membranom, ¢ini primitivnu Zumanjcanu vre¢u. Razvoj amnija i korija poCinje
tijekom embriogeneze iako oni ne sudjeluju u formiranju embrija i fetusa. Rani rast 1 razvoj
amnija 1 korija brz je i neovisan jedan od drugog. Do spajanja amnija i korija u jedinstvenu
strukturu dolazi do navrSenog 13.-15. tjedna trudnoce (1,5). Sastav plodovih ovoja i njihova
sposobnost stvaranja niza biomarkera pokazuje da imaju vaznu ulogu u rastu i1 razvoju fetusa.
Stanice plodovih ovoja nastavljaju se dijeliti tijekom trudnoce, a dioba je na vrhuncu pred njenim
krajem. U plodovim ovojima nalaze se i mati¢ne stanice §to pokazuje da i one imaju odredenu
ulogu u rastu i razvoju fetusa. Kako je aktivnost telomera 1 telomeraza najjace izraZena u fazi
blastociste, tako se duljina telomera u stanicama plodovih ovoja smanjuje, od 18 kb u 22. tjednu
trudnoce na 7 kb u 41. tjednu trudnoce. To pokazuje da sve sastavnice plodove Supljine stare
tijekom trudnoce (2,3). Plodovi ovoji jo$ se nazivaju i placentarne i amniokorionske membrane.
lako nastaju iz iste embrionalne osnove, razlikuju se od posteljice. Predstavljaju kontaktnu
povrsinu, ali i barijeru, izmedu maternice 1 plodove Supljine (1,6). Amnij predstavlja dio okrenut
prema plodovoj Supljini dok je korij u stalnom kontaktu s deciduom. Amnij i korij su tkiva
fetalnog podrijetla 1 vazni su za pocetak, odrzavanje i kraj trudnoce. Pruzaju potporu fetusu za
rast 1 razvoj (1,7). Plodovi ovoji povezani su izvanstanicnim matriksom u kojem se nalaze
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znacajne koli¢ine kolagena. Ostale sastavnice izvanstanicnog matriksa su fibrozne bjelancevine:
elastin, fibronektin, laminini, proteoglikani i hijaluroni. One su, pomijesane s razli¢itim tipovima
kolagena, odgovorne za mehanicku gradu i ¢vrstocu plodovih ovoja, ali i elasti¢nost. Amnij je u
stalnom kontaktu s plodovom vodom te je sposoban odmah reagirati na eventualne promjene u
njenom sastavu i/ili temperaturi odnosno koli¢ini. Korij je u kontaktu s deciduom i vjerojatno je
odgovoran za odrzavanje majcine imunoloske tolerancije fetusa. Graden je od tri sloja, a
avaskularni amnij od pet slojeva stanica. Slojevi amnija su amnijski epitel, bazalna membrana,
kompaktni 1 spuzvasti sloj te stanice fibroblasta. Iako je korij deblji, amnij se smatra odgovornim
za ¢vrstocu plodovih ovoja. Najveéi dio njegove Evrstoce dolazi iz kompaktnog sloja koji je bogat
kolagenima tipa 1 i1 3, dok su kolageni tipa 5, 6 1 7 manje zastupljeni. Stani¢no mjesto sinteze
ovih kolagena jo$ nije otkriveno. Elastin, koji se stvara iz prekursora tropoelastina, daje
viskoelasti¢na svojstva plodovim ovojima te im omogucava da se prilagodavaju rastu maternice
1 fetusa tijekom trudnoce. Fibronektin, laminini, proteoglikani i hijaluroni imaju vaznu ulogu u

gradevnoj i1 funkcionalnoj ulozi plodovih ovoja (1,8,9).



1.2. KOLAGEN

Kolagen ¢ini jednu tre¢inu svih bjelanc¢evina u tijelu covjeka. Kolic¢inski i funkcionalno najvazniji
je dio izvanstani¢nog matriksa te stvara strukturnu potporu za njegove stanice (10,11). Danas je
poznato 28 razlicitih vrsta kolagena koji su gradeni od najmanje 46 razli¢itih polipeptidnih lanaca.
Osnovna struktura kolagena je trostruka lijevostrana zavojnica sastavljena od tri paralelna alfa
lanca ¢iju sintezu kontroliraju razli¢iti geni (10—12).

Alfa lanci karakterizirani su ponavljaju¢im sekvencama Glicin — X — Y. Na mjestu X 1 Y mogu
biti bilo koje amninokiseline, a najesce je na mjestu X prolin, a na mjestu Y hidroksiprolin. Ovaj
triplet rezultira nastajanjem lijevostrane zavojnice koja se isprepli¢e s druge dvije i pri tome tvore
desnostranu zavojnicu. Aminokiselina glicin omogucava o lancima da se omotaju jedan oko
drugog (10,12). Osim toga, ona omogucava stabilizaciju molekule te olakSava stvaranje vodikovih
mostova 1 formiranje popre¢nih sveza (10,11).

Pojedinac¢na trostruka zavojnica naziva se tropokolagen. Ova trostruka ponavljaju¢a sekvenca,
glicin-prolin-hidroksiprolin, karakteristi¢na je za sve kolagene, mada ponekad moze izostati kao
kod nefibrilarnih kolagena (10,12). Trostruka zavojnica podijeljena je u pet D segmenata pri cemu
su segmenti D1-D4 dugacki 67 nm, a D5 0,46 nm (10,11).

V, XXIV 1 XXVII) zbog njihove podloznosti djelovanju matriksmetaloproteinaza (MMP).
Razli¢ita je osjetljivost raznih tipova kolagena na djelovanje raznih MMP. Tako npr. MMP1 puno
ucinkovitije razgraduje tip I nego tip III kolagena, dok je tip V otporan na ve¢inu MMP, osim
MMP2 1 MMP9 (10,12,13). Trostruka zavojnica moZze biti sastavljena od tri identi¢na
polipeptidna lanca (homotrimerna), kao u slucaju kolagena tipa IL, ili od razli¢itih lanaca
(heterotrimerna), kao u slucaju kolagena tipa 1 V (10,12—-14). U in vivo uvjetima kolageni se
organiziraju u vise hijerarhijske strukture. Fibrilarni kolageni organiziraju se u vlakna koja su
odgovorna za ¢vrstocu tkiva (10,12,14). Veli¢ina ovih vlakana odredena je djelovanjem kolagena
tipa V koji se uvezuje s kolagenima tipa I i III te s proteoglikanima (10,12). Od ostalih kolagena
neki se pridruzuju ovim vlaknima, a preostali tvore mreZu u bazalnoj membrani. Neki kolageni su
1 transmembranske molekule (10,12). Kolageni su sastavni dio plodovih ovoja. Poznat je veliki
broj molekula koje Cine sastavni dio izvanstanicnog matriksa plodovih ovoja, a najbolje su
prouceni fibrilarni kolageni te oni koji sudjeluju u izgradnji bazalne membrane (tipovi kolagena
L, 11, III, IV 1 V). Od ostalih bjelancevina jo§ su proucavani fibronektin, hijaluron, biglikan kao i
dekorin (10,12,14). Plodovi ovoji su viskoelasticne avaskularne strukutre koje se sastoje od

nekoliko razli€itih slojeva. Sloj koji je najblizi fetusu je amnij, a on se sastoji od epitelnih stanica
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polozenih na bazalnu membranu koja sadrzi kolagen tipa IV i1 neke druge glikoproteine. Ispod
bazalne membrane nalazi se kompaktni sloj graden od kolagena tipa I, Il i V. Spuzvasti sloj ispod
njega sastoji se od proteoglikana, glikoproteina i kolagena tipa III. Ovaj sloj odvaja amnij od
korija te omogucava ,klizanje* amnija po predleze¢em koriju. Korij se sastoji od stanica
citotrofoblasta ulozenih u matriks sastavljen od kolagena tipa IV 1 V. Taj je sloj ¢vrsto priljubljen
uz decidualni sloje materista (10,12). Distribuciju raznih komponenti izvanstani¢nog matriksa,
ukljucujuéi kolagene tipa I, III, IV,V i1 VI, dominantno se proucavalo imunhistokemijskim
metodama. Tipovi I i III pronadeni su u vecini slojeva plodovih ovoja osim u trofoblastu korija.
Tip V pronaden je u retikularnom sloju, dok je tip VI, osim u retikularnom sloju, pronaden i u
amniju. Mezenhimalne stanice amnija mjesto su stani¢ne sinteze kolagena. Glasnicka RNA za
prokolagen al(I), a2(I), al(IIl) pronadena je u najvecoj koli¢ini u amnijskim mezenhinalnim
stanicama, a tek neznatno u amnijskim epitelnim stanicama. Stoga je i sinteza kolagena tipova I 1
III minimalna u amnijskim epitelnim stanicama, dok se najvece koli¢ine stvaraju u
mezenhimalnim stanicama. Aktivnost glasnicke RNA za sintezu kolagena, kao i broj
mezenhimalnih stanica amnija, tijekom trudnoée se mijenja. Razina aktivnosti podjedinica
glasnicke RNK prokolagena a1(I), a2(I) i al(III) najsnaZnija je u ranoj trudno¢i, a po€inje opadati
izmedu 12. 1 14. tjedna na razine na kojima ostaje do termina porodaja. Gustoc¢a i broj
mezenhinalnih stanica u amniju trudnica takoder opada nakon prvog tromjesecja. Porast u omjeru
epitelnih 1 mezenhimalnih stanica napredovanjem trudnoce reflektira smanjenje glasnicke RNK
za kolagen 1 specifi¢niu aktivnost lizila i prolil hidroksilaza u amniju (10-12).

Sinteza kolagena odvija se u nekoliko faza. Glasnicka RNK prepisuje se u ribosomu formirajuci
pre-polipeptid. Sljedece tri faze odvijaju se u endoplazmatskom retikulu; odvajanje N terminalne
sekvence, hidroksilacija lizina 1 prolina 1 kona¢no glikozilacija lizina Sto rezultira stvaranjem
prokolagena. U sljedecoj se fazi djelovanjem kolagen peptidaza (odvajanje odmotanog dijela
prokolagena) stvara tropokolagen. Mikrofibrilarni kolagen stvara se djelovanjem lizil oksidaze
koja grupira zajedno 5 tropokolagenskih lanaca (11).

Poznato je da u plodovim ovojima postoje zone potpuno promijenjene morfologije karakterizirane
slabljenjem vezivnog tkiva. Ove promjene vjerojatno nastaju kao posljedica pojacane regionalne
apoptoze trofoblasta te stanjenjem ili nestankom decidue u slucaju predterminskog prijevremenog
prsnuc¢a podovih ovoja (PPPPO). U terminskim trudno¢ama ove se promjene vidaju u dijelu
plodovih ovoja koji se nalaze iznad unutarnjeg us¢a maternice. U tim dijelovima plodovi ovoji
imaju samo 60% cvrstoce u odnosu na one smjestene proksimalnije, prema korpusu i fundusu
uterusa. Gubitak strukturne organizacije vezivnog tkiva ocituje se u pove¢anom razmaku izmedu

fibrila 1 50% smanjenjem uvezanosti. U ovim zonama pojacana je i aktivnost MMP9, NF-kB,
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polimeraze 1, Fox 03 i Fox 04, i smanjenje aktivnosti tkivnih inhibitora matriksmetaloproteinaze
3 (TIMP3) te se vide histoloske znacajke povezane s pojac¢anom pregradnjom vezivnog tkiva i

stanicnom apoptozom (12).
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1.3.  MATRIKSMETALOPROTEINAZE

Metzincin je obitelj multidomenskih cink ovisnih endopeptidaza koje ukljucuju i
matriksmetaloproteinaze (MMP). Prvi put opisane su 1949. godine kao depolimeriziraju¢i enzim
koji olakSava rast tumora 1 to na nacin da stromu vezivnog tkiva, ukljucujuci i male krvne zile,
¢ini meksSim (11,15). Danas smo sigurni da su MMP prisutne u virusima, bakterijama, nekim
biljkama kao i u nekih zivotinja (11,16). MMP je obitelj proteolitickih enzima koji imaju razlicite
supstrate, ali i vrlo sli¢ne strukturne znacajke (11,17). Aktivno mjesto ovisno je o cinku i jako je,
evolucijski gledano, sacuvano (15,17). Sastoji se od tri histidinske rezidue vezane za kataliticki
cink. Najbolje djelovanje MMP ostvaruju u sredinama s neutralnim pH. Odnedavno se koriste kao
biomarkeri u razli¢itim podrucjima biomedicine poput dijagnosticiranja, nadzora te procjene
ucinkovitosti lije¢enja (16,18). Glavna bioloska funkcija MMP je razgradnja bjelancevina
izvanstanicnog matriksa, glikoproteina, membranskih receptora, citokina i raznih Cinitelja rasta
(17,18). Uklju¢ene su u mnoge bioloske procese poput obnove i remodeliranja tkiva,
diferencijacije stanica, embriogeneze, morfogeneze, pokretljivosti i1 proliferacije stanica,
angiogeneze, zarastanja rana, apoptoze, ovulacije 1 proliferacije endometrija (11,16,17).
Disregulacija aktivnosti MMP moze dovesti do niza patoloskih stanja koja se mogu grupirati u
tri skupine: razgradnja tkiva, slabljenje matriksa i fibroza. U kraljeZnjaka postoji 28 raznih vrsta
MMP, od kojih najmanje 23 pokazuju aktivnost u ljudskom tkivu. Postoji podjela
matriksmetaloproteinaza, temeljem bioinformaticke analize, u pet skupina (11,17,19). Puno
jasnija je podjela temeljem specifi¢nosti prema supstratu. Na ovaj nacin se dijele u kolagenaze,
gelatinaze, stromelizine, metrilizine, membranski tip MMP 1 ostale MMP (11,15-17,19)
Kolagenaze (MMP1, 8 13 i 18) razgraduju bjelancevine izvanstani¢nog matriksa i neke druge
topive bjelancevine. Ipak, njihova najvaznija uloga jest razgradnja fibrilarnih kolagena tipa I, II,
III, IV 1 XTI u dvije karakteristicne cjeline tj. fragmenta; %4 C terminalnu domenu i % N terminalnu
domenu. Proces se odvija u dva akta. Najprije MMP razmotaju strukturu trostruke zavojnice, a
nakon toga dolazi do razgradnje proteinskih sveza. Gelatinaze (MMP2 1 9) razgraduju kolagene
tipa IV, V, VIII, X i1 XI kao i neke druge sastavnice vezivnog tkiva. MMP2 je primarno gelatinaza.
Moze djelovati i kao kolagenaza, ali slabije u€inkovitosti. MMP9 moze djelovati kao kolagenaza,
ali 1 kao gelatinaza. MMP2 razgraduje kolagen u dva koraka. Najprije dolazi do aktivnosti koja
nalikuje slaboj aktivnosti kolegenaza, a nakon toga po¢ne djelovati promovirajuci gelatinolizu

koriste¢i domenu poput fibronektina (11,15-18).
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Struktura raznih MMP nije jedinstvena. Najces¢e strukturne sastavnice MMP su signalni N
terminalni peptid, pro domena, kataliticka domena, vezna regija, domena poput hemopeksina i
dodatna transmembranksa domena. Pri tome treba reci da su samo prve tri (signalni peptid, pro
domena te kataliticka domena) prisutne u svim MMP. Strukturna sli¢nost kataliticke domene
varira od 33 do 86% izmedu razli¢itth MMP. Sve MMP stvaraju se s N terminalnom sekvencom
(inaktivni oblik) koji se u endoplazmatskom retikulu odstranjuje, stvarajuci pro enzim. Aktivno
mjesto sastoji se od dva podrucja; specificnog S1 mjesta i udubljenja na povrsini proteina unutar
kojeg se u sredi$tu nalazi cink (11,15-17).

Izrazajnost MMP ¢vrsto je regulirana transkripcijom, sekrecijom, aktivacijom i inhibicijom
aktiviranog enzima. MMP stvaraju razna tkiva i stanice, poput proupalnih stanica, ali i
uteroplacentarnih, poput fibroiblasta, citotrofoblasta, limfocita, makrofaga i1 neutrofila (11,15—
17). MMP se luce u formi zimogena koji se proteoliticki aktivira u izvanstani¢nom prostoru
(11,15,16).

Dobro je poznata uloga MMP u mehanizmu ro¢nog, ali i prijevremenog porodaja, pogotovo u

njegovoj inacici PPPPO uz dokazani korioamnionitis (5,20,21).
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1.4.  RECK PROTEIN

RECK protein (eng. Reversion inducing cysteine rich protein with Kazal motifs) membranski je
glikoprotein koji je prisutan u svim stanicama sisavaca, a njegova glasnicka RNA nalazi se u
nizu ljudskih organa kao i kulturama stanica proizaslih iz njih (22). Ljudski RECK gen lociran
je na kromosomskoj regiji 9p13-p12. Zanimljivo je da je joS nekoliko tumor supresorskih gena
smjeSteno u ovoj kromosomskoj regiji, poput p/6INK4A4 koji igra vaznu uloga u razvoju
melanoma (22,23). Njegova je glavna uloga sudjelovanje u remodeliranju veziva kontroliraju¢i
aktivnost enzima uklju€enih u pregradnju tog tkiva, prvenstveno MMP tj. MMP9. Ova znacajka
je u fizioloSkim stanjima najvise izraZzena u procesu cijeljenja rane. Aktivnost RECK takoder je
povezana s razli¢itim oblicima raka. Gen koji kontrolira sintezu RECK proteina izoliran je kao
supresor gen koji sprijecava invaziju i metastaziranje tumora utje¢uci na funkciju MMP9. Nalazi
se u svim tkivima, ali ga nije moguce otkriti u mnostvu tumora ili u kulturama fibroblasta koje
su transformirane razli¢itim onkogenima (24,25). Ljudski RECK gen proteze se preko regije
dugacke 87kb i sadrzi 21 egzon i 20 introna s 13 polimorfizama pojedina¢nih nukleotida (eng.
single nucleotide polymorphisms - SNP). Cetiri SNP su dokazani u kodirajuéoj regiji gena
(egzoni 1, 9, 13 1 15), a preostalih 9 su u intronima 5, 8, 10, 12, 15 i 17. Polimorfizam SNP u
kodirajucoj regiji moze dovesti do sinteze RECK proteina poremecene funkcije. U miSeva je
dokazan visoko homologni gen smjesten na kromosomu 4 koji se sastoji od 19 egzona 1 18
introna. Ipak, ¢ini se da je RECK gen visoko konzerviran tijekom evolucije. RECK gen sacuvan
je 1u ¢impanza, Rezus majmuna, krava, nekih glodavaca, kokosi i komaraca (22,25,26).

U vrste Xenopus laevis ekspresija RECK gena bila je niska tijekom gastrulacije, ali je povecana
tijekom neurulacije 1 organogeneze. Nadalje, RECK je bio lokaliziran na prednjoj i dorzalnoj
strani embrija u razvoju (23).

RECK protein bjelancevina je bogata cisteinom (oko 9%) i ukljucuje hidrofobne regije na oba
kraja NH2 i COOH. Kraj NH2 djeluje kao signalni peptid, dok COOH kraj sluzi kao ligand za
vezivanje za glikozilfosfatidilinozitol (GPI). U sredini RECK proteina nalaze se tri domene poput
inhibitora serinske proteaze (eng. serine protease inhibitor-like - SPI). Pocetni dio srednje
domene odgovara Kazal motivu, a drugi i tre¢i dio ne. Smatra se da su ovi SPI odgovorni za
inhibiciju aktivnosti proteaze, odnosno za inhibiciju aktivnosti MMP2 i MMP9. Tocan
mehanizam je nepoznat, ali se spekulira da je to ili hvatanjem ,,u klopku* (eng. trapping) ili
povratnim ¢vrstim vezanjem (eng. reversible tight binding) za MMP (23). U srediSnjoj domeni
proteina postoje dvije regije koje izgledaju poput epidermalnog ¢imbenika rasta (eng. epidermal
growth factor - EGF). Jedna od njih je smjeStena u prvoj trecini proteinske sekvence.
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Karakterizirana je peterostrukim ponavljanjem cisteina koji ima znaCajnu ulogu jer sadrzi
nekoliko mjesta za glikozilaciju na ostacima asparagina. Ova su mjesta neophodna za pravilno
medudjelovanje s MMP2 i MMP?9, §to je glavna funkcija RECK proteina (Slika 1.) (23).

RECK protein funkcionira primarno u tkivhom remodeliranju 1 kontrolira aktivnost
remodelirajucih enzima kao §to su MMP, a posebno MMP9. Regulira i MMP2, kao i membranski
tip 1-MMP koji sudjeluju ne samo u prijevremenom prsnucu plodovih ovoja, nego imaju ulogu i
u progresiji karcinoma (Slika 2.) (23,24,27). Takoder inhibira i oslobadanje proMMP?9 iz stanice.
Podaci govore da se ta inhibicija dogada preko nekoliko razli¢itih mehanizama koji ukljuc¢uju
direktnu inhibiciju aktivnosti proteaza, regulaciju njihovog oslobadanja iz stanice kao i mogucu
sekvestraciju MMP-a na stani¢noj povrsini. RECK igra vaznu ulogu i u vaskulogenezi (27,28).

Do sada nije bilo dokaza da RECK ima veze s PPROM ili prijevremenim porodom.

Hydrophobic
i 6 cysteine repeat
Bl ccrike
L sPHike
Slika 1. Mjesta glikozilacije oznac¢avaju podrucja srediSnje funkcija RECK proteina. Preuzeto iz:
Alexius-Lindgren M, Andersson E, Lindstedt I, Engstrom W. The RECK gene and biological
malignancy--its significance in angiogenesis and inhibition of matrix metalloproteinases.

Anticancer Res 2014,34(8):3867-73.
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vasculogenesis is a wreck without RECK. Curr Biol 2002;12(6):209-11.
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1.5.  INTERLEUKIN 6

Interleukin 6 (IL-6) biokemijski pripada u skupinu citokina gradenih od ¢etverostruke zavojnice.
Ovaj citokin mogu stvarati i izlu€ivati razliite stanice. Fizioloski, interleukin 6 je ukljucen u
regulaciju hematopoeze 1 koordinaciju urodenog i steenog imuniteta. Dodatno, interleukin igra
vaznu ulogu u regulaciji metabolizma, razvoju ziv€anog sustava kao i u nastanku, razvoju i
odrzanju razlicitih vrsta raka. Osim prije navedenih, interleukin 6 ima ¢itav niz uloga poput
poticanja i diferencijacije B limfocita i poticanja hepatocita na stvaranje CRP. U pocetku je za
svaku od njegovih bioloskih uloga bio dodijeljen poseban naziv, ali kasnije, kada se shvatilo da
jerijec o istom medijatoru, takvo nazivlje je napusteno (29—-32). Ponekad pokazuje znacajke sli¢ne
hormonima koji imaju utjecaja na homeostatske procese (29,32). Interleukin 6 Zurno se i prolazno
proizvodi kao odgovor na infekciju i tkivnu ozljedu. Doprinosi obrambenom odgovoru domacina
poticanjem stvaranja proteina poput akutne faze, hematopoeze i imunog odgovora (29).

Gen koji kontrolira sintezu IL-6 smjesten je na kratkom kraku sedmog kromosoma - 7p15.3.
Osnovni produkt gena protein je veli¢ine 20 kDa, ali nakon glikozilacije doseze veli¢inu od 21 -
26 kDa. Najcesce se navodi da glikoprotein ima molekularnu teZinu 26 kDa (29,31).

lako doprinosi obrambenom odgovoru domacina stvaranjem proteina akutne faze, uloga IL-6
ovisi o kontekstu, tako da moze biti pro i1 protuupalna te se danas smatra ciljnom to€¢kom nekih
klinickih oblika lijeCenja. Medutim, signalni put kojim IL-6 ostvaruje svoje djelovanje je
kompleksan 1 jo§ nije u potpunosti razjasnjen (29,32,33). Klinicka iskustva u lijecenju
antagonistima IL-6 postavila su i neka nova pitanja o ulozi IL-6 u raznim fizioloskim i patoloskim
procesima (32).

IL-6 stvara se na mjestu lokalnog oSte¢enja te krvotokom dolazi do jetre. Tamo dolazi do brzog i
opseznog poticanja hepatocita da stvaraju proteine akutne faze poput CRP, serumskog amiloida
A (SAA), fibrinogena, haptoglobina i al-antikimotripsina (29,30).

Za sada je poznato da svoje djelovanje ostvaruje preko receptora za IL-6 koji se nalazi na povrSini
raznih stanica, ali ovaj receptor nije u mogucnosti samostalno stvarati unutarstani¢ni signal. Taj
receptor, nakon §to se veze s IL-6, priljubljuje se uz signalni receptorski glikoprotein 130 kDa
(gp130), koji se dimerizira i tako zapoc€inje unutarstani¢ni signalni put (29,33). Blokada
djelovanja IL-6 neutraliziraju¢im monoklonalnim protutijelima (tocilizumab) je odobrena u vise
od 100 zemalja za lijeCenje autoimunih bolesti poput reumatoidnog artritisa (33).

Poticanje hepatocita na stvaranje fibronektina, albumina 1 transferina tijekom upale je smanjeno
(29,30). Interleukin 6 ukljucen je u regulaciju serumskih koncentracija cinka i Zeljeza putem

kontrole sinteze njihovih transportera. Naime, tijekom upale, IL-6 poti¢e produkciju hepcidina,
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koji blokira ucinak transportera zeljeza feroportina 1 u crijevima te na taj nain smanjuje
serumsku razinu zeljeza. Osim toga smanjuje izrazajnost transportera cinka na hepatocitima pa
je odgovoran za njegovu snizenu serumsku razinu koja se vida tjekom upale. To znaci da IL-6
putem hepcidina ima znacajnu ulogu u nastanku anemije kod kroni¢nih upalnih bolesti
(29,34,35).

Niz studija pokazao je povec¢anu koncentraciju IL-6, ¢imbenika tumorske nekroze alfa (TNFa),
IL 1b (IL-1b), kao i interleukina 8 (IL-8) u plodovoj vodi Zena koje su imale prijevremeni porod,
pogotovo u onih u kojih je kultura plodove vode dokazala postojanje mikroorganizama ili im je
histoloski dokazan korioamnionitis (31,36). Prije smo naveli da svoje djelovanje ostvaruje preko
receptora za IL-6 koji su smjesteni na povrsini raznih stanica (Slika 3). Cetverostruka zavojnica
IL-6 veze se za receptor, a nakon toga taj se kompleks veze s drugim proteinskim receptorom,
glikoproteinom 130 kDa (gp130), koji se dimerizira te zapo€inje unutarstanicni signalni put. Taj
put obuhvaca Janus kinazu (JAK)/signalni pretvara¢ i1 aktivator transkripcije (eng. signal
transducer and activator of transcription - STAT) proto onkogen/mitogen-aktivirane protein
kinaze i proto onkogen (ras)/mitogen-aktiviranu protein kinazu i fosfoinozitid kinaza put (eng.
activated protein kinase and phosphoinositide-3 kinase pathways) (33,35). Vazno je istaknuti da
11-6 pokazuje afinitet za vezanje samo za IL-6R, ali ne 1 za gp 130 kao §to se 1 IL-6R ne veze za
gp 130. Samo kompleks IL-6 1 IL-6R moze se vezati s gp 130, inducirati njegovu dimerizaciju i
nakon toga zapoceti prije navedeni unutarstani¢ni signalni put (33). Sve stanice u ljudskom tijelu
imaju na povrsini gp 130, ali samo neke, poput hepatocita 1 nekih leukocita, imaju 1 IL-6R. To
zna¢i da samo stanice koje na povrSini imaju gp 130 i IL-6R mogu biti stimulirane IL-6
(29,33,35). Literaturne navode o tome ima li na povrSini stanica plodovih ovoja gp 130 1 IL-6
nismo naSli. Zamije¢eno je da se veza IL-6R sa stanicnom membranom moZe razgraditi
djelovanjem matriksmetaloproteinaza koji su vezani s njom, a najviSe ADAM 17. Na taj nacin
nastaje topivi IL-6R (eng. soluble IL-6R; sIL-6R)(33).

Do sada je poznato da IL-6 svoje raznolike aktivnosti ostvaruje putem dva signalna puta. To su
klasiéni 1 trans signalni. Kod klasi¢énog puta IL-6 se veZe za transmembranske IL-6 receptore,
dok se u slucaju trans signalnog puta veze za topivu inacicu IL-R6 (eng. soluble interleukin-6
receptor). Klasi¢ni put ukljucuje vezanje IL-6 za istoimeni transmembranski receptor Sto izaziva
homodimerizaciju bjelanc¢evine gp130. Aktiviranje ovog puta rezultira u poticanju ekspresije
gena osjetljivih na IL-6. Trans signalni put je drugi na¢in kojim IL-6 ostvaruje svoj uc¢inak
putem vezanja za topivu inacicu IL6 receptora (IL-R6) koja se nalazi u ljudskom serumu. Ova
forma receptora nema transmembranski i citoplazmatski dio Sto onemogucuje aktiviranje
klasi¢nog signalnog puta (29,33,37). Zanimljivo je da vecina stanica koja na povrSini imaju IL-
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6R, ukljucujuéi hepatocite, ima na povrsini vise gp130 nego IL-6R molekula. Stoga ¢e poticanje
tih stanica IL-6 dovesti do aktivacije samo dijela gp130 molekula, dok ¢e poticanje kompleksom
IL-6 i IL-6R aktivirati sav stani¢ni gp130. Prag za navedeni odgovor ne moze biti postignut
poticanjem IL-6 ve¢ samo kompleksom IL-6 1 IL-6R. To bi moglo biti objasnjenje za zamijecene

razlike u unutarstani¢nom signaliziranju izmedu trans i klasi¢nog signalnog puta koji vode do

drugacijeg stani¢nog odgovora (29,33,34).
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Slika 3. Aktivnost IL-6 receptora. Preuzeto iz: Hermeking H, Rokavec M, Huihui H. Soluble

IL6R represents a miR-34a target: Potential implications for the recently identified IL-
6R/STAT3/miR-34a feed-back loop.Oncotarget 2015,;6(17):14026-32.
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1.6. PRIJEVREMENI PORODAIJ

1.6.1. Definicija, incidencija i podjela

Prijevremeni porodaj (PP) je onaj koji nastupi prije navrSenih 37 tjedana trudnoc¢e. Donja granica
PP nije svugdje jednako prihvacena. Po Medunarodnoj klasifikaciji bolesti iz 2001. to je 22
navrSena tjedna ili 154 dana od prvog dana zadnje menstruacije. U slucaju kada prvi dan zadnje
menstrucije nije poznat, kao granica se postavlja porodajna masa >500 grama (38). U nekim
sustavima zdravstvene skrbi kao donja granica navodi se i 20 te 24 tjedna. Bez obzira koju od
navedenih gestacijskih dobi uzeli kao donju granicu prijevremenog porodaja, one u svakom
sluc¢aju predstavljaju izrazitu nedonosenost sa svim zdravstvenim rizicima koje novorodence iz
te trudnoce, tj. porodaja ima. Ne postoji jedinstvena podjela prijevremenog porodaja. Trenutno
ih postoji nekoliko. Najcesce se dijele temeljem gestacijske dobi (trajanju trudnoce) i klinickog
pojavnog oblika. Temeljeno na gestacijskoj dobi PP dijeli se na: porod < 28 tjedana (iznimno
rani PP), s uGestalo$éu oko 5%, onaj izmedu navrienih 28-317%7 tjedana (rani PP) - ucestalost
oko 15%, zatim izmedu 32-337%7 navrena tjedna (umjereni PP) &ija se ucestalost krece oko 20%
te na kraju porod izmedu 34-36"%7 tjedna (blagi ili grani¢ni PP) ¢&ija je ucestalost oko 60-70%
(39). Temeljem klini¢ke pojavnosti, odnosno u klinickom pogledu, neki autori navode podjelu
na spontani 1 jatrogeni. Vecina pak autora, u klinickom pogledu dijeli PP na spontani
prijevremeni porod, predterminsko prijevremeno prsnuce plodovih ovoja (PPPPO) (eng. preterm
premature rupture of membranes - PPROM) te jatrogeni PP, zbog majc¢inskih ili fetalnih
indikacija (1,39). Neki autori navode i podjelu temeljem uzroka, a podvrste su iste kao i kod
podjele temeljem klini¢ke pojavnosti (39).

Spontani prijevremeni porod (obuhvaca oko 50% PP) zapocinje trudovima prije navrSenog 37
tjedna trudnocée. Predterminsko prijevremeno prsnuée plodovih ovoja (20-25%) zapocCinje
prsnuc¢em ovoja dva sata prije poCetka trudova prije navrSenog 37. tjedna trudnoce. Jatrogeni PP
moze se izazvati zbog majcinskih ili fetalnih indikacija, a obuhvaca oko 30-35% (40). Svake
godine se u svijetu rodi 15 milijuna nedonoSene djece i1 taj broj stalno raste. Iako je broj
prijevremenih porodaja u porastu, postoje znacajne razlike u pojavnosti njegovih raznih klini¢kih
oblika. Tako u zemljama koje su karakterizirane niZom razinom perinatalne skrbi prevladavaju
oblici sa spontanim prijevremenim prsnu¢em plodovih ovoja prije termina, dok u onima s viSom
razinom zdravstvene zasStite zastupljenija je forma jatrogenog porodaja (9,39). U Europi, u
zemljama sli¢nog stupnja gospodarskog razvoja i perinatalne skrbi, stopa prijevremenog
porodaja znacajno varira, od 5-10% (38). Incidencija porasta stope prijevremenog porodaja i u
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drugim razvijenim zemljama je slicna. U apsolutnim brojevima u SAD-u, u razdoblju od 1996.
do 2004., doslo je do porasta broja jednoplodnog prijevremenog porodaja od preko 60 000.
Najveci dio odnosio se na blagi tj. grani¢ni prijevremeni porod, a najces¢i nacin dovrsetka bio je
carskim rezom, u preko 92% slucajeva (41,42). Od 1990. godine doslo je do porasta viSeplodovih
trudno¢a od preko 400%. Iz brojnih epidemioloskih studija znamo da je ucestalost PP u
blizanac¢kim trudno¢ama oko 50%. Stoga je jasan njihov doprinos povecanju ukupne stope
prijevremenog porodaja (43). Direktne i indirektne posljedice nedonoSenosti glavni su uzrok
smrti djece mlade od 5 godina. U SAD-u, 17-34% novorodenackih smrti povezano je direktno ili
indirektno s nedonosenoscu (42,43). U Europi oko 75% svih neonatalnih i oko 60% smrti djece
povezano je s posljedicama nedonosSenosti (38). Prijevremeni porod jedan je od najveéih
javnozdravstvenih problema. Godisnje se u SAD-u potrosi oko 26 milijardi USD na troSkove
medicinske 1 druge skrbi koje su vezane uz taj problem (44,45). Opcepoznato je da nedonoSena
djeca, u usporedbi s donoSenima, imaju veci rizik respiratornog distres sindroma (RDS),
intraventrikularnog krvarenja, bronhopulmonalne displazije, otvorenog duktus arteriozusa,
nekrotiziraju¢eg enterokolitisa, sepse, apneje i retinopatije nedonos¢adi. Dodatno, nose dozivotni
rizik raznih intelektualnih i mentalnih poremetnji, cerebralne klijenuti, drugih smetnji probavnog
1 diSnog sustava 1 ostalih razlic¢itih komplikacija, a rizik je obrnuto razmjeran trajanju trudnoce

(45).

1.6.2. Cimbenici rizika

U preko polovine slucajeva toCan uzrok prijevremenog poroda ostaje nepoznat. U takvim
situacijama pribjegavamo identifikaciji Cinitelja rizika temeljem kojih mozemo prepoznati
rizi¢ne trudnice tj. trudnoce. Hipotetski govoreci, poremecen odnos izmedu raznih ¢initelja rizika
1 zaStitnih faktora dovodi do nastanka prijevremenog poroda, odnosno Cinitelji rizika mozda
pobuduju aktivacijske cimbenike PP (46). Brojni su ¢imbenici rizika za prijevremeni porod, kao
1 njihove podjele. To su: majc¢inska dob niza od 17 i iznad 35 godina, nizak socioekonomski i
obrazovni status, crna rasa, nedostatak emocionalne potpore, visok indeks tjelesne mase (eng.
Body Mass Index - BMI), znacajan prirast tjelesne mase u trudno¢i, pusenje, koristenje opijata,
konzumacija alkohola, prethodna fetalna ili novorodenacka smrt, operativni zahvat na
maternicnom vratu, zanimanje, kratko razdoblje izmedu dviju trudnoca, prethodni prijevremeni
porodaj, preegzistentne bolesti majke - prije svega dijabetes i hipertenzija, preeklampsija u
prethodnoj trudno¢i, nelijeCene vaginalne i infekcije mokra¢nog sustava, anemija, trudnoca iz

medicinski potpomognute oplodnje, nedostatak folne kiseline, viseplodova trudnoca, uterine,
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cervikalne ili postelji¢ne anomalije te prethodno inducirani pobacaji (38,45). Od podjela ¢initelja
rizika za prijevremeni porod najce$¢e se navodi ona na primarne i sekundarne. U primarne
spadaju oni koje otkrijemo tijekom prvog pregleda u trudnoéi, a obuhvacaju one iz opstetricke
anamneze (preegzistentne bolesti, prethodni spontani pobacaj i/ili prijevremeni porodaj, razvojne
anomalije uterusa), antropometrijske podatke te one iz socioekonomske sfere. Sekundarni su oni
koji se razviju tijekom trudnoce i vezani su uz nju. To su viseplodne trudnoce, krvarenje tijekom
rane trudnoce, trudno¢a nakon medicinski pomognute oplodnje, razni oblici hipertenzivne bolesti

u trudno¢i, poremetnja metabolizma Secera, intrahepaticka kolestaza 1 usporenje rasta ploda (1).

1.6.3. Pocetak poroda

Bez obzira je li rije¢ o terminskom ili prijevremenom, porod zapocinje promjenama koje
obuhvadaju materni¢ni vrat, miometrij te deciduu i plodove ovoje, a naziva se zajednicki put
poroda (eng. common pathway of parturition). Promjene ukljucuju smeksSavanje tj. sazrijevanje
materni¢nog vrata, stalne kontrakcije miometrija, pojacane i redovite kontrakcije endometrija te
metaboli¢ku aktivaciju decidue 1 plodovih ovoja (Slika 4.). Dana$nje razumijevanje tih zbivanja
zasniva se na promjeni stanja miometrija iz mirnog u aktivno — kontraktilno, $to je povezano s
promjenama iz protuupalnog u proupalno stanje. U proces su ukljuceni razli¢iti kemokini (IL-8),
citokini (IL-1 1 IL-6) te porast razine bjelancevina povezanih s pojac¢anom kontraktilnoScu
(receptori za oksitocin 1 prostaglandine te koneksin)(47). Temeljna razlika je u tome §to je u
sluc¢aju terminskog poroda rije¢ o normalnom fizioloSkom dogadaju. U slucaju prijevremenog
poroda, radi se djelomicno ili u potpunosti o procesu koji je patoloski, $to rezultira aktiviranjem

jednog ili vise dijelova zajedni¢kog puta. Klinic¢ki se moze manifestirati kao:

1. slabost materni¢nog vrata (ako je primarno zahvac¢en maternicni vrat)
2. kontrakcije maternice (ako zahvaca miometrij)
3. prsnuce plodovih ovoja (ako je proces zapoceo na njima).

U fizioloSkim trudno¢ama najprije se zbivaju promjene na maternicnom vratu (tjednima prije)
na §to se nadovezuje povecana kontraktilnost miometrija. Pojava fetalnog fibronektina u
cervikalnoj sluzi pokazatelj je razgradnje izvanstani¢nog matriksa te aktivacije decidue i
plodovih ovoja (42). Klinicki tijek poroda mjeri se u satima, medutim promjene koje ¢e njime
rezultirati zbivaju se znatno prije, tijekom pripremne faze. Studija koja je usporedila uzorke
miometrija izuzete tijekom carskog reza u Zena koje su imale elektivni i Zurni carski rez pokazale

su da je aktivnost gena odgovornih za sintezu interleukina 8 i superoksid dismutaze pojacana u
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oba slucaja (42,47). Vaznu ulogu ima kortikotropin oslobadaju¢i hormon (eng. corticotropin-
releasing hormone - CRH) koji se stvara u posteljici, a prvenstveno lu¢i u majéinu plazmu.
Koncentracija bjelancevine koja veze kortikotropin oslobadaju¢i hormon (eng. corticotropin-
releasing hormone binding protein - CRHBP) pred kraj trudnoce pada, Sto povecava
bioraspolozivost CRH. Koncentracija CRH u majcinoj plazmi raste eksponencijalno kako
trudnoéa napreduje i doseze vrhunac u vrijeme poroda. Zene koje radaju prijevremeno, u
usporedbi s onima koje radaju nakon termina, imaju ubrzan eksponencijalni rast (48-50).
Medutim, nisu svi slucajevi prijevremenog poroda povezani s promjenama u porastu
koncentracije CRH, posebice kod unutarmaterni¢ne infekcije. VaZnija je stopa porasta nego
apsolutna vrijednost jer kod trudnica postoje velike fizioloske varijacije CRH (66,67). Receptori
za CRH u majke nalaze se u hipofizi, miometriju te vjerojatno nadbubreznoj Zlijezdi, dok se u
fetusa, uz hipofizu i nadbubreznu Zlijezdu, mozda nalaze i u plu¢ima. Postoji nekoliko vrsta CRH
receptora u miometriju, a naj¢es¢i je CRHR1a. Vezanjem za njega oslobadaju se unutarstanicni
posrednici koji rezultiraju relaksiranjem misi¢nih stanica. U terminu, CRH receptori manje su
ucinkoviti u relaksaciji miSi¢nih stanica jer se vezanjem CRH aktivira put koji je povezan s
aktivacijom protein C kinaze 1 pojacanom kontraktilnoS¢u (51). Proizvodnju kortikotropin
oslobadaju¢eg hormona iz posteljice inhibiraju estrogen, progesteron i duSikov oksid (48). Ljudi
1 ¢impanze stvaraju znacajno vise progesterona u trudno¢i u usporedbi s drugim vrstama 1 ta
produkcija tijekom trudnoce raste (42,52). Moguce je da otkrivene razlike u razini izoformi
ljudskih receptora za progesteron, njihovih koreceptora i koaktivatora te u inhibitornim putovima
koji su rezultat upale, dovode do funkcionalno smanjene uloge progesterona (53). Nazalost,
druge studije ove nalaze nisu potvrdile (42,54). Jo$ uvijek nije jasno jesu li ove promjene
dovoljne za porod u ljudi. Usporedne analize kodiraju¢ih egzona za progesteronski receptor
pokazale su vec¢u adaptivnu evoluciju u ljudi i ¢impanza u usporedbi s drugim primatima $to bi

moglo biti razlog za bioloSku aktivnost progesterona u trudno¢i (55).

1.6.4. Uzroci nastanka PP

Prijevremeni porod moZze biti klinicka manifestacije infekcije, prekomjernog rastezanja
maternice (u viSeplodovim trudnoéama), stresa majke i fetusa, fetalne hipoksije, imunoloskog
neprepoznavanja ili nekog drugog nepoznatog procesa (Slika 5.). Najcesc¢e nekoliko ovih
Cinitelja zajedno sudjeluje u nastanku klinicke slike. Prijevremeni porod je sindrom za koji po
definiciji ne moZe biti jedinstvenog testa probira i/ili lijeenja. Sindromi u opstetriciji imaju
zajednicke znacajke: viSestruka etiologija, kroni¢nost, fetalna ukljucenost, klinicke manifestacije
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koje su prilagodljive tj. razli¢ite i promjenljiva osjetljivost zbog medudjelovanja okolisa.
Patoloski procesi ukljuceni u aktivaciju zajedni¢kog puta u sindromu prijevremenog porodaja su
unutarmaternicna ili sistemska infekcija, prekomjerno rastezanje uterusa, ishemija maternice i
posteljice te decidualno krvarenje, nenormalna reakcija na alograft, uzroci povezani s alergijom,
insuficijencija materni¢nog vrata kao i endokrine poremetnje.

Mikrobioloske i histopatoloske studije pokazuju da je zahva¢enost amnijske Supljine infekcijom
u trudnica s prijevremenim porodajem do 10%, a u onih s prijevremenim prsnu¢em vodenjaka i
do 30% (56). Infekcija je povezana s 25% svih prijevremenih porodaja. Sto trudnoéa krace traje
udio je infekcije u etiologiji prijevremenog poroda veéi. U 23. tjednu imamo bakterijsku
kolonizaciju u 79% trudnoca (57). Najcesce se u trudnica ne vide klinicke znacajke intrauterine
infekcije, mada kasnije patohistoloSki nalazi potvrduju njeno postojanje. Dva su mogucéa
zakljuc€ka iz ovog podatka. Prvo, lokalna upalna reakcija reflektira ranu aktivaciju uz uobicajenu
kaskadu dogadaja u kojoj su inducirani proupalni medijatori poput prostanoida i citokina. Drugo,
upala ima glasnike koji se ne mogu otkriti uobic¢ajenim laboratorijskim pokazateljima koristenim
u svakodnevnom radu (42,48). Treba uzeti u obzir i hipotezu da prijevremeni porod nije
posljedica infekcije nekim posebnim mikroorganizmom ve¢ promjena u bakterijskom sustavu
rodnice - bakterijske vaginoze. Provedena istrazivanja nisu potvrdila ove pretpostavke (58).
Posrednici koji su odgovorni za pocetak prijevremenog poroda u slu¢aju unutarmaterni¢ne
infekcije (citokini 1 drugi posrednici upale) sliéni su onima koji $tite domacina od infekcije. Stoga
bi se prijevremeni porod mogao tumaciti 1 kao zaStitni mehanizam za majku 1 dijete (42).
Mikrobiom je pojam koji obuhvaca sve mikroorganizme, njihove genske elemente (genom) te
medusobne interakcije u odredenoj okolini. S obzirom na to da ljudsko tijelo sadrzi deset puta
viSe mikroorganizama nego vlastitih stanica, mozemo govoriti o slozenim i karakteristi¢nim
zajednicama prisutnim u razli¢itim dijelovima tijela (39,42). Laktobacili se ve¢ dugo smatraju
dominantnom bakterijom rodnice s vaznom zastithom ulogom. Ipak, specifiéni mehanizmi
kojima oni ograni¢avaju rast stranih mikroorganizama i nac¢in na koji sudjeluju u ocuvanju svoje
mikrookoline jo§ nisu poznati. Smatra se da laktobacili razgradnjom ugljikohidrata dovode do
nakupljanja mlijecne kiseline te posljedicnog snizavanja pH vrijednosti rodnice na obrambenu
razinu nizu od 4,5. Svako jedini¢no smanjenje pH vrijednosti dovodi do porasta oksidacijsko -
redukcijskog potencijala za 60 mV, pri ¢emu se dodatno inhibira rast anaerobnih bakterija. Oni
takoder stvaraju i baktericine, proteine male molekularne tezine koji mogu sprijeciti rast velikog
broja mikroorganizama, ukljucujuci i bakteriju Gardnerella vaginalis. U aerobnim uvjetima neki
laktobacili mogu stvarati vodikov peroksid, jo$ jedan od inhibitora anaerobnih i drugih (posebice

katalaza-negativnih) mikroorganizama (39). Prekomjerno rastezanje uterusa glavni je Cinitelj
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rizika prijevremenog poroda u viSeplodovim trudnoama te u stanjima povezanim s
polihidramnijem. U terminskim trudnoama Stakora povecana je izrazajnost receptora za
oksitocin, koneksin 43 1 c-fos mRNA(59-61). Progesteron sprijeCava ekspresiju gena
prouzrocenu rastezanjem uterusa.

Rastezanje maternice ima utjecaja i na membrane u kojima se povecava aktivnost razlicitih
matriksmetaloproteinaza, a smanjuje njihovih inhibitora (62). Najcesc¢e histoloske promjene u
posteljicama trudnica koje su rodile prijevremeno, upalne su promjene povezane s infekcijom te
promjenama placentacije (ateroza, tromboza, neprimjerena pretvorba krvnih zila) i1 djeteta
(smanjen broj arteriola u resicama, tromboze fetalnih arterija). PredloZeni mehanizam koji
povezuje vaskularne lezije i prijevremeni porod je uteroplacentarna ishemija $to je posljedica
neodgovarajuée pretvorbe krvnih zila tijekom procesa placentacije. Tocna poveznica nije jasna,
ali ¢ini se da dolazi do povecane proizvodnje renina iz plodovih ovoja.

Angiotenzin Il moze pojacati kontraktilnost miometrija direktno ili preko prostaglandina (63,64).
Decidualna nekroza i krvarenje mogu aktivirati mehanizam prijevremenog poroda putem
trombina koji potice kontraktilnost miometrija (65-67). Zanimljive su hipoteze o prijevremenom
porodu kao reakciji odbacivanja semialografta, dok ona o alergijskoj reakciji (tip I) za sada nije
znacajnije prihvacena (68,69). Trenutno su predmet istraZzivanja promjene u izoformi
progesteronskih receptora. Vezivanjem za progesteronski receptor B (PR-B) odvija se najveci
dio njegova ucinka. Progesteronski receptori A 1 C (PR-A 1 PR-C) nemaju na N kraju terminal—
aktiviraju¢e domene 1 u nekim sluc¢ajevima sluZze kao dominantni represori funkcije PR-B (70).
Pocetkom poroda omjer receptora za progesteron se mijenja na nacin koji bi mogao odrazavati
mehanizam ustezanja djelovanja progesterona (71). PredloZzeni mehanizam funkcionalnog
smanjenja progesteronske aktivnosti jest da pojacana izrazajnost PR-A u miometriju smanjuje
njegov ucinak tj. da je pojacana izrazajnost tih receptora u usporedbi s PR-B (72-74). Dodatno
se spominje da aktivacija transkripcijskog ¢imbenika NF-kapa B (eng. nuclear factor kappa b
transcription factor) u amniju onemogucava djelovanje progesterona (75). Neovisno o tome koji
je od navedenih mehanizama (ili su to svi) uklju¢en u smanjeno djelovanje progesterona, dolazi
se do spoznaje da je proces dominantno smjeSten u miometriju tijekom poroda. Zakljucno,
prijevremeni porod moze se shvatiti kao sindrom c¢ija je klinicka slika (prijevremeno prsnuce
plodovih ovoja i sazrijevanje cerviksa te otvaranje unutarnjeg usca) rezultat razlicitih etiologija,
samostalno ili u kombinaciji. Ti okidac¢i mogu djelovati akutno (npr. prijevremeno odljustenje
normalno nasjele posteljice), ali najéesce su subakutni. Prema tome, patoloski procesi koji mogu
dovesti do prijevremenog poroda mogu djelovati istovremeno s fizioloSkim pripremama za porod

narocito ako je rije¢ o trudno¢i nakon 32. navr$enog tjedna.
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Slika 4. Sazrijevanje cerviksa 1 aktivacija decidualne membrane u blizini cerviksa
Preuzeto iz: Romero R, Dey SK, Fisher SJ. Preterm labor: one syndrome, many causes.

Science 2014,;345(6198):760-5.

25



Uterine

Overdistension

Cervical
Disease

Decidual
Senescence

Vascular
Disorders

Infection

., )

vl

Breakdown of
Maternal-Fetal
Tolerance

Stress

Unknown

Slika 5. Pretpostavljeni mehanizmi nastanka prijevremenog poroda

Preuzeto iz: Romero R, Dey SK, Fisher SJ. Preterm labor: one syndrome, many causes. Science

2014;345(6198):760-5.
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1.7.  KORIOAMNIONITIS VS. SINDROM INTRAAMNIJSKE INFEKCIJE (SIAI)

Klasi¢na literatura pod latinskim nazivom chorioamnionitis podrazumijeva klinicku i histoloSku
dijagnozu istog upalnog stanja. U oba slucaja podjela dalje razlikuje akutni i kroni¢ni oblik.
,Histoloski akutni korioamnionitis® obiljezava prisutnost polimorfonuklearnih leukocita na
predmetnom staklu, a kroni¢ni nakupljanje limfocita. Time bi se akutni oblik mogao povezati s
bakterijskom, a kroni¢ni s virusnom etiologijom infekcije. Za razliku od toga klini¢ari akutnim
korioamnionitisom nazivaju bolest naglog pocetka pra¢enu sistemskim znakovima infekcije
(poviSena temperatura, tresavica, zimica), dok kronican ili subakutni oblik s klinickim
predznakom karakterizira postepen pocetak, najces¢e s lokalnim i bez sistemskih znakova
infekcije. Obzirom da je nomenklatura histoloske i klinicke podjele korioamnionitisa identi¢na,
a temelji se na razliitim odrednicama, dogovoreno je da se pojam korioamnionitisa zadrzi u
histoloskoj karakterizaciji. Klini¢arima je odreden novi termin istog stanja kroz medunarodno
priznatu dijagnozu sindroma intraamnijske infekcije (SIAI), jednakog akronima na engleskom,
latinskom 1 hrvatskom jeziku. Na taj su nacin vjesto izbjegnute moguce zabune pa je sada moguce
koriste¢i se objema dijagnozama bolje opisati infekciju u pojedine pacijentice. Primjer moze biti

npr. subakutni SIAI s kroni¢nim korioamnionitisom u patohistoloSkom preparatu (47,76,77).
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1.8.  HISTOLOSKI KORIOAMNIONITIS

Korioamnionitis se u patohistoloSkom smislu definira kao upala posteljice, plodovih ovoja i
plodove vode prouzro€ena infektivnim agensima. U 30% slucajeva intraamnijskih infekcija
identificiraju se bakterije u fetalnoj cirkulaciji (47,76). Kod majki jednog od tri prijevremeno
rodena djeteta prisutna je intraamnijska infekcija koja je uglavnom subklinicka (76,77).
Mikroorganizmi koji se izoliraju iz amnijske tekuéine sli¢ni su onima koji se nadu u donjem
dijelu genitalnog trakta, tako da je uzlazni put infekcije najces¢i, ali bakterije se mogu Siriti i
hematogeno te transplacentarno prije¢i u plod (7,77). Novije studije pokazuju da virusi mijenjaju
imunolosku obrambenu sposobnost sluznice donjeg dijela genitalnog trakta i predispozicija su za
uzlazni put infekcije (47). Pravovremenu dijagnozu intraamnijske infekcije moze otezavati
ograni¢enost upale na amnijsku Supljinu, zbog Cega je pronalazak mikrobioloske invazije mogu¢
jedino amniocentezom, invazivnom procedurom koja zahtijeva odgovarajuce vjestine (78,79).
PCR kao metoda detekcije bakterija bolja je u odnosu na detekciju bakterija kultiviranjem (80).
Takva infekcija moze biti tjednima ili mjesecima u latentnom obliku. Stoga se u trudnica najéesce
ne vide klini¢ke znacajke intrauterine infekcije, ve¢ kasniji patohistoloski nalazi potvrduju njeno
postojanje. To pokazuje da upala ima glasnike koji se ne mogu otkriti uobicajenim
laboratorijskim pokazateljima koriStenim u svakodnevnom radu. Smatra se 1 da infekcijama
uzrokovani prematuriteti involviraju urodeni imuni odgovor prema patogenu, §to uzrokuje upalu.
U slucajevima korioamnionitisa, mikroorganizmi su prepoznati od strane Toll-like receptora
(TLR) i to onda rezultira produkcijom proupalnih citokina (IL-6, IL-beta, TNF-a), kemokina (IL-
8, IL-1, CCL-2), prostaglandina, reaktivnih radikala kisika 1 posljedi¢no sintezom i otpustanjem
MMP koja onda aktivira proces prijevremenog poroda pocetkom kontrakcija miometrija i
induciranjem prsnuca plodovih ovoja (77,81). Neki autori sugeriraju da je IL-6 uklju¢en u
kontrolu nivoa ekspresije MMP-9 u intraamnijskoj infekceiji (82).

Infekcije izvan genitalnog trakta, kao Sto su pijelonefritis i pneumonija, takoder mogu biti
povezane s PP (7,47,77). Histoloski, kod korioamnionitisa dolazi do infiltracije neutrofilnih
lekocita, prvo u korij (stadij 1), a zatim 1 u amnij (stadij 2) te kasnije dolazi i do nekroze
amnijskog epitela (stadij 3) (7,83,84). Neutrofili su majc¢inog podrijetla, dok su oni u pupkovini
i fetalnim krvnim zilama (kod funisitisa) fetalnog porijekla (7,82). Bakterijska invazija amnijske
Supljine uzrokuje jak upalni odgovor i dramati¢an porast proinflamatornih citokina poput IL-1,
TNF-alfa, IL-6, iL-8 i CXCL6, kao 1 invaziju neutrofila. Analiza plodove vode kod
koriamnionitisa pokazala je promjene u sastavu proteina. Tako imamo povecanu koli¢inu MMP,
neutrofilnih elastaza koje sudjeluju kod PPO-a, kao i povecanje koli¢ine antimikrobnih proteina
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poput laktoferina, kalgranulina ili alarmina (7,34,83,84). Kao najbol;ji prediktori ishoda trudnoce
i neonatalnih komplikacija u prijevremenim porodima sa i bez PPPPO do sada su se pokazale
koncentracije MMP-8 i IL-6 (20,77,82). One ukazuju na povecéani rizik oSteCenja mozga
novorodenceta 1 posljedi¢nu cerebralnu klijenut. Da bi neutrofili migrirali u tivo potrebni su
kemotakticki signali. To radi IL-8, poznat 1 kao peptid koji aktivira neutrofile, i CXCL6, protein
koji kemotakticki djeluje na granulocite. PoviSena razina intraamnijskih kemokina privlaci
neutrofile, a stanice pod stresom ili stanicna smrt mogu inducirati takozvanu sterilnu upalu. Za
takvu dijagnozu potrebno je napraviti amniocentezu. Novije studije sugeriraju da se
intraamnijska upala koja je povezana s PP dogada i bez dokazivih mikroorganizama i da moze
biti i sterilna, a ¢ak do 60% sterilnih intraamnijskih upala povezano je s korioamnionitisom (5,6).
Takva je sterilna upala ¢eS¢a od mikrobijalne kod pacijentica s prijevremenim porodom s i bez
PPPPO. PCR metode odredivanja bakterijskog genoma i duboko sekvencioniranje mozda ¢e
promijeniti to shvacanje. Bakterijska invazija nije ista kod terminskog prsnuca vodenjaka i
prijevremenog poroda. Smatra se da kod terminskog prsnuc¢a vodenjaka infekcija moze nastati
propagacijom vaginalnog bioma prilikom pregleda prstima, no koli¢ina bakterija koja se tim
putem proSiri u amnijsku Supljinu nije bas velika. Kod prijevremenog poroda, posebice kod
PPPPO, smatra se da je koli¢ina bakterija u plodovoj vodi kroni¢no visoka te je i postotak

infekcija fetusa 1 neonatalnih sepsi puno visi (5,7,21,62,77,85).
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1.9. PREDTERMINSKO PRIJEVREMENO PRSNUCE PLODOVIH OVOJA

1.9.1. Definicija i incidencija

Predterminsko prijevremeno prsnuce plodovih ovoja (PPPPO) nastaje prije 37. tjedna trudnoce i
prije pojave trudova. Javlja se u 2-8% svih trudnoéa, i u 7-20% viseplodovih (blizanackih)
trudnoca (5,46,62,86,87). Zbog toga je pravodobno i to¢no postavljanje dijagnoze prijevremenog
prsnuca plodovih ovoja od iznimne vaznosti za ishod trudnoc¢e. U slu¢aju pozitivne anamneze
prsnuca plodovih ovoja standardni dijagnosticki postupak podrazumijeva pregled u spekulima,
pri kojem bi se trebalo vidjeti kako plodova voda otjece niz straznji svod rodnice. U takvim
slu¢ajevima dodatno testiranje nije potrebno, a ultrazvu¢na potvrda smanjenja koli¢ine plodove
vode 1 oligohidramnij moZe potvrditi dijagnozu. Opisano klinicko postavljanje dijagnoze
razmjerno je jednostavno kada se jasno vidi otjecanje vodenaste tekucine niz straznji svod

rodnice.

1.9.2. Dijagnoza

Postavljanje dijagnoze prijevremenog prsnuca plodovih ovoja teze je u slucajevima slabijeg ili
povremenog otjecanja plodove vode, a ultrazvu¢ni nalaz pokazuje normalan do nizi indeks
plodove vode (engl. AFI — amnionic fluid index). Nitrazinski test u svijetu je najraSireniji
"klasicni" dijagnosticki test. Test otkriva promjenu pH vrijednosti iscjetka rodnice. Prema
dostupnoj literaturi osjetljivost metode krece se u rasponu 90 - 97%. Poznato je kako upala vrata
maternice, rodnice, te onecis€enje sjemenom tekucinom, krvlju ili mokra¢om dovode do lazno
pozitivnih rezultata. U Hrvatskoj nitrazinski test zbog svojih ograni¢enja nikad nije bio u $iroj
primjeni (86). Od ostalih testova primjenjivao se i Fern test kojim se utvrduje mikroskopska
kristalizacija osuSenog iscjetka rodnice. Primijenjen sam ili u kombinaciji s pregledom u
spekulima, pokazao je osjetljivost u rasponu od 51 - 98%, a specifi¢nost u rasponu od 70 - 88%.
Neoprezna manipulacija predmetnim stakalcem (otisci prstiju), ali 1 oneciS¢enje sjemenom
tekuc¢inom 1 sluzi vrata maternice, uzroci su lazno pozitivnih nalaza. Upotreba suhih pamuénih
jastuci¢a kod uzimanja uzorka ili oneciS¢enje krvlju uzroci su lazno negativnih nalaza (86).
Sljedeci test je Kittrichov test. Zasniva se na mikroskopskoj analizi uzorka iscjetka rodnice s
ciljem traganja za odljustenim fetalnim stanicama koze pomocu nilskog plavila. Tom se
citokemijskom reakcijom neutralni lipidi boje narancasto te su i stanice nazvane naran¢astim
stanicama, a predloZeni su i drugi nazivi - masne stanice, poligonalne stanice, fetalne skvame i
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lipidne stanice. Pouzdanost ovog testa za postavljanje dijagnoze prijevremenog prsnuca plodovih
ovoja djelomicno je zadovoljavajuca u terminskih trudnoca, ali je potpuno nezadovaljavajuca u
trudnoca prije termina (86). Svaka od spomenutih metoda ima ogranicenja u smislu dijagnosticke
pouzdanosti, troSkovne ucinkovitosti i1 tehnickih zahtjeva vezanih uz njihovo izvodenje. Vazno
je uociti 1 kako svi navedeni postupci progresivno gube na to¢nosti s vremenom proteklim od
prsnuca plodovih ovoja. Postoje 1 biokemijski testovi koji se temelje na prepoznavanju pojedinih
biokemijskih biljega plodove vode u iscjetku rodnice. Klini¢ki je ispitivan cijeli niz takvih biljega
kao Sto su alfa fetoprotein (AFP), fetalni fibronektin (fFN), IGFBP-1, prolaktin, diamin oksidaza,
B HCG i alfa 1 mikroglobulin posteljice (PAMG-1)(86). Intraamnijska infekcija uz mikrobijalnu
invaziju amnijske Supljine ucestala je pojava i uglavnom dovodi do histoloskog korioamnionitisa

te upalnog odgovora majke ali i fetusa (6,77,82).

1.9.3. Podjela PPPPO

Prema gestacijskoj dobi PPPPO dijelimo na rani, koji nastaje prije 34. tjedna, i kasni izmedu 34.
- 37.0g tjedna. Kasni je ¢es¢i 1 predmet je ovog istrazivanja. Kasni PPPPO ima neSto manje teskih
fetalnih komplikacija, no zbog Ceste pojave pluénog distresa 1 sepse ipak predstavlja velik
javnozdravstveni problem. Otprilike 15 - 25% kasnith PPPPO komplicirano je klinicki
evidentnom intraamnijskom infekcijom (88), a incidencija je veca u ranijoj gestacijskoj dobi
(89,90). Abrupcija posteljice komplicira 2 - 5% trudno¢a s PPPPO (91,92). Postupanje kod
PPPPO-a ovisi o gestacijskoj dobi, prisutnosti komplikacija kao S§to su klinicka infekcija,
abrupcija posteljice, trudovi ili nesigurno stanje djeteta (93,94). Cesto se dogada bez prepoznatih
1 evidentnih rizika. Ono $to u znaajnoj mjeri pridonosi nastanku PPPPO je isto zbivanje u
prethodnoj trudno¢i, skracena duzina cerviksa, krvarenje, smanjen indeks tjelesne mase, nizak
socioekonomski status, puSenje i koriStenje droga. Bez obzira na klinicke manifestacije 1
opstetricke postupke, u polovice trudnica porod nastupi unutar jednog tjedna od nastanka rupture
(95). Danas se PPPPO smatra bole$¢u plodovih ovoja i posebnim entitetom u odnosu na spontani
prijevremeni porod. Oko 70% slucajeva PPPPO mozZe se povezati s intraamnijskom infekcijom,
no upitno je je li infekcija uzrok ili posljedica. Najnovija istrazivanja pokazala su da ustanovljena
koncentracija bakterijskih toksina nije dovoljna da izazove efekt na plodovim ovojima, kao 1 da
bakterijski enzimi, koji inaCe razaraju kolagenski matriks, nisu specificni za ljudski kolagen.
Bakterije koje ne proizvode proteaze mogu takoder izazvati intraamnijsku infekciju i PPPPO.

PPPPO bi prema novijim saznanjima mogao biti povezan sa sterilnom upalom plodovih ovoja
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koja oponasa infekciju, tako da bakterijska infekcija vjerojatno nastaje sekundarno. Jedan od
vaznih ¢imbenika u nastanku PPPPO je i oksidativni stres koji nastaje stvaranjem slobodnih
radikala kisika (ROS). Rizi¢ni faktor koji potice stvaranje ROS je pusenje. Kolagen je primarna
meta slobodnih radikala koji aktiviraju kolagenoliticke enzime u plodovim ovojima. MMP9 i
drugi proupalni biljezi mogu se inhibirati upotrebom antioksidansa N-acetilcisteina (NAC), Sto
dokazuje da su oksidativni stres i upala glavni ¢imbenici povezani s PPPPO. Razaranje
ekstracelularnog matriksa bogatog kolagenom, koji spaja amnij i korij u plodovim ovojima, jedan
je od najvaznijih preduvjeta koji dovode do PPPPO. Tim procesom upravlja nekoliko
matriksmetaloproteinaza. Njihovu aktivnost inace reguliraju TIMP. Ravnoteza sustava
MMP/TIMP u plodovim ovojima igra klju¢nu ulogu i u normalnom porodu i u onom s PPPPO.
Premda joS nije potpuno jasno kako se ona poremeti, jasno je da proteaze, koje u suradnji s
infekcijom ili upalom aktiviraju MMP u plodovim ovojima, dovode do slabljenja kolagena i time
do rupture plodovih ovoja (20,46,96). Ve¢ vise od desetljeca poznato je i da apoptoza ima ulogu
u PPPPO jer je dokazano da se elementi apoptoze vise nalaze u ovojima iz PPPPO nego iz SPP
(5). No apoptoza vjerojatno nije glavni mehanizam koji dovodi do PPPPO, nego je samo dio
pri¢e u kojoj posrednici upale mogu dovesti do smrti stanica razli¢itim mehanizmima (5). U
novije vrijeme istraZzivanjem ROS 1 oksidativnog stresa ustanovljeno je da se F2 isoprostan (F2-
Isop), produkt peroksidacije lipida 1 biomarker oksidativnog stresa, nalazi u vecoj koli¢ini kod
PPO nego SPP (2,3). Takoder je dokazano 1 da su telomere, koje su marker starenja, ali 1 koli¢ine
oksidativnog stresa, u DNK stanica plodovih ovoja i fetalnih leukocita iz pupkovine Zena s
PPPPO, znacajno krace od onih sa SPP. To nam govori da su prijevremi porodi s PPPPO i SSP
vjerojatno dva razli¢ita nozoloSka entiteta. Jednaka duljina telomera kao kod PPPPO nalazi se i
u terminskom porodu bez PPO S§to znaci da je koli¢ina oksidativnog stresa podjednaka u
prijevremenom porodu s PPPPO i terminskom urednom porodu (2—4). To znaci da je kod PPPPO
doSlo do preuranjenog starenja stanica u ekstracelularnom matriksu plodovih ovoja zbog
pojacanog oksidativnog stresa. Smatra se da kod prijevremenog poroda kompliciranog PPPPO
zbog niza rizinih faktora, posebice puSenja, abuzusa alkohola i droga te infekcije, loSe ishrane
ili niskog 1 previsokog BMI dolazi do pojacanog oksidativnog stresa i posljedi¢nog starenja
stanica. Postoji jo$ nekoliko markera oksidativnog stresa i starenja. Jedan od njih je p38
mitogenom aktivirana protein kinaza (p38MAPK). Njene Cetiri izoforme aktiviranjem odredenih
procesa dovode do starenja stanica koje zatim oStecuje 1 okolne stanice. Razina p38MAPK
poviSena je i u PPPO i kod terminskog poroda, no u SPP je zna¢ajno niza. Sve to ukazuje na
mogucénost da starenje tkiva (senescence) dovodi do sterilne upale u stanicama plodovih ovoja

Sto posljedi¢no dovodi do sve veceg ostecenja okolnog tkiva te pocetka terminskog poroda, ali
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vjerojatno i prijevremonog poroda s PPPPO premda za to jo§ nema ¢vrstih dokaza (6,97). No,
skracenje telomera, povisena razina p38MAPK, poviSen oksidativni stres uz smanjeni
antioksidativni kapacitet 1 pojacana aktivnost MMP kod PPPPO i terminskog poroda u odnosu
na SPP, govori u prilog teoriji starenja stanica plodovih ovoja kao najvjerojatnijem uzroku i
terminskog poroda i PPPPO (6,97). Istrazivanjem plodovih ovoja kod PPPPO elektronskim
mikroskopom nadene su i veé¢e mikrofrakture kroz koje je moguce ascediranje infekcije ili
mikroskopsko curenje plodove vode. Premda te mikrofrakture postoje i kod urednih trudnoca i
vjerojatno su mjesto pregradnje tkiva, kod PPPPO su brojnije i Sire te uz sve navedene ¢imbenike
1 one igraju ulogu u patogenezi prsnuca plodovih ovoja (5). Daljnja istraZzivanja navedenih
markera, kao i ovo naSe istrazivanje, moglo bi pomo¢i razumijevanju zbivanja koja dovode do
PPPPO i nalazenja biomarkera kojima bismo mogli predvidjeti koje ¢e trudnice imati poveéanu

sklonost PPPPO (98,99).

1.9.4. Postupak kod PPPPO-a

Postupak kod preranog prsnuca plodovih ovoja prije termina strogo je individualiziran. Ovisi o
gestacijskoj dobi, majcinskim, fetalnim i neonatalnim rizicima. Komplikacije PPPPO dijele se
na majcinske 1 fetalne. U majcinske spadaju abrupcija posteljice te, ukoliko se ve¢ nije razvio,
sindrom intraamnjiske infekcije. Najc¢esca fetalna komplikacija je prolaps pupkovine ili sitnih
Cesti. Novorodenacki mortalitet iz ovih trudnoca je 40 puta veci u usporedbi s terminskim
trudno¢ama. Povecan je rizik za neonatalne komplikacije kao Sto su cerebralna klijenut, kronicne
respiracijske bolesti, sljepoca 1 nagluhost. Dugorocno, djeca iz ovih trudnoc¢a imaju problema u
kasnijem neuromotornom 1 psihickom razvoju. Za razliku od terminskog prsnuc¢a plodovih ovoja
za koje postoji konsenzus aktivnog postupka i poticanja trudova, kod PPPPO se moze postupati
ekspetativno u slucaju da nema znakova infekcije ili fetalnog distresa. Kod ekspetativnog stava
bitno je Sto prije prepoznati znakove infekcije, posebice korioamnionitisa, mjerenjem
temperature, redovitim provjeravanjem krvne slike, amniocentezom, ali 1 ultrazvu¢nim 1 CTG
monitoriranjem zbog moguceg fetalnog distresa ili zastoja u rastu. Metode ubrzanja sazrijevanja
fetalnih pluca, sprecavanja razvoja intraamnijske infekcije, spreavanja nastanka trudova te
moguca neuroprotekcija novorodenceta glavne su odrednice lijecenja. Gestacijski okvir u kojem
se trenutno preporucuje davanje kortikosteroidne profilakse je od 24 - 3377 tjedana trudnoée. S
trudnicama u kojih nastupi PPPPO u dobi 22 - 23 %7 treba obaviti razgovor te im objasniti sve
posljedice radanja u ovoj gestacijskoj dobi. Davanje kortikosteroida za sazrijevanje fetalnih pluca

kod PPPPO nije pokazalo da se povecava rizik od infekcije bez obzira na gestacijsku dob
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(93,100). Cochrane metaanaliza takoder preporucuje jednokratno davanje kortikosteroida, bez
obzira je i doslo do prsnuéa ovoja, kod svih prijete¢ih prijevremenih poroda do 34. tjedna (101).
Sto se tiée profilaktitkog davanja antibiotika §irokog spektra, dokazano je da to prolongira
trudnocu, smanjuje ucestalost majCinskih i1 neonatalnih infekcija 1 smanjuje morbiditet
nvorodencadi zbog nedonoSenosti. Premda postoje razliCite sheme, danas se preporuca da se
zapocne s intravenskim davanjem ampicilina ili eritromicina, a nakon toga nastavi peroralno
davanje kombinacije amoksicilina i eritromicina u trajanju od sedam dana. Ne preporuca se
davanje kombinacije amoksicilina i klavulanske kiseline zbog povisenog rizika nekrotizirajuc¢eg
enterokolitisa novorodenéadi. U slucaju da je trudnica alergi¢na na penicilin preporuceno je
davanje eritromicina (100,102). U zena s PPPPO treba ponuditi peroralno eritromicin u dozi od
250 mg Cetiri puta na dan maksimalno 10 dana ili dok se ne pojave spontani trudovi. U trudnica
koje ne mogu tolerirati eritromicin, ili je on kontraindiciran, treba razmotriti peroralnu primjenu
penicilina tijekom 10 dana ili do pojave spontanih trudova. Metaanalize su pokazale da koriStenje
tokolize kod PPPPO nije preporucljivo zbog visokog rizika prikrivanja korioamnionitisa u
trudno¢ama manjim od 34 tjedna. KoriStenje tokolitika i odgoda poroda ne poboljSava perinatalni
ishod (103). Preporuca se davanje magnezijevog sulfata kao neuroprofilakse izmedu 24. i 32.
tjedna premda jo$ postoje prijepori o dozazi (93). Primjena magnezijeva sulfata u kontekstu
neuroprotekcije obuhvaca prije svega precizno odredivanje gestacijske dobi. U gestacijskoj dobi
i od 24 - 29797 treba trudnici ponuditi magnezij sulfat, a razmotriti ga u dobi od 30- 3377 kao i

u dobi 23 - 23797(93).
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2. CILJEVIISTRAZIVANIJA I HIPOTEZE

Cilj istrazivanja je dobiti dodatne spoznaje o mehanizmu nastanka prijevremenog prsnuca
plodovih ovoja u nedonosenim trudno¢ama te o postojanju razli¢itih molekularnih mehanizama
kojima upala posteljice i plodovih ovoja izaziva PPPPO.

Glavni cilj istrazivanja jest ispitati postoji li povezanost imunohistokemijske ekspresije IL-6 i
prisutnosti RECK proteina u plodovim ovojima trudnica s i bez prijevremenog prsnuca plodovih
ovoja u kasnim nedonoSenim trudno¢ama. Posebna pozornost ¢e se obratiti na prisutnost IL-6 i
RECK proteina u odnosu na postojanje patohistoloSkh znakova infekcije posteljice i plodovih

ovoja.

Hipoteze:

1. U plodovim ovojima kasnih nedonoSenih trudno¢a postoji imunohistokemijska
izrazajnost RECK proteina i IL-6.

2. Ocekuje se da u skupini trudnica s dokazanim korioamnionitisom i prijevremenim
prsnu¢em plodnih ovoja imunohistokemijska izrazajnost RECK proteina bude smanjena u
odnosu na skupinu s kasnim spontanim prijevremenim porodajem bez korioamnionitisa.

3. Ocekuje se da u skupini trudnica s dokazanim korioamnionitisom 1 prijevremenim
prsnu¢em plodnih ovoja imunohistokemijska izraZajnost IL-6 bude povecana u odnosu na

skupinu s kasnim spontanim prijevremenim porodajem bez korioamnionitisa.
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3. ISPITANICE, MATERIJALI I METODE ISTAZIVANJA

3.1. ISPITANICE I MATERIJALI ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je provedeno na Klinici za Zenske bolesti 1 porode i Klinickom zavodu za patologiju,
sudsku medicinu i citologiju Klini¢kog bolnickog centra Split. Prospektivno je, nerandomizirano,
a prema specificnom ustroju ima karakteristike presjeCnog, longitudinalnog istrazivanja, a
odobrilo ga je Eticko povjerenstvo KBC Split. IstraZivanje je s obzirom na svrhu temeljno, a
prema pristupu eksperimentalno. S obzirom da ne ukljucuje operativni zahvat na ispitanicima
istrazivanje nije intervencijsko, ali jest opservacijsko jer ukljucuje ras¢lambu aktivnosti IL-6 i
RECK proteina u plodovim ovojima.

U istrazivanje su bile uklju¢ene trudnice koje su rodile u periodu kasnog prijevremenog porodaja
(navrSena 34 do 36 +6/7 tjedana trudnoce). Temeljem osnovne podjele prijevremenog porodaja
ispitanice su inicijalno podijeljene u dvije skupine:

a) trideset trudnica s prijevremenim prsn¢em vodenjaka prije termina uz patohistoloske znakove
korioamnionitisa

b) trideset trudnica sa spontanim prijevremenim porodajem bez patohistoloskih znakova
korioamnionitisa.

U istrazivanje smo tijekom studije ukljucili i dodatnu (tre¢u) skupinu od 30 trudnica s kasnim
spontanim prijevremenim porodajem i dokazanim korioamnionitisom.

Histoloski korioamnionitis je definiran literaturno odredenim kriterijima prisutnosti akutnih
upalnih promjena u plodovim ovojima tj. fetalnim membranama (83).

Dob trudnoce je racunata prema podatku o prvom danu zadnje menstruacije uz korekciju ukoliko

se ultrazvu¢nim pregledom u prvom tromjesecju razlikovala za vise od tjedan dana.

Iz istrazivanja su bile isklju¢ene trudnice s ranom preeklampsijom, viseplodnim trudno¢ama,
polihidramnijem, gestacijskim dijabetesom, urodenim nakaznostima i1 usporenjem rasta ploda,
kolestazom te one u kojih je porod induciran zbog majcinskih i/ili fetalnih razloga. Za
dijagnosticke kriterije preeklampsije, gestacijskog dijabetesa, polihidramnija, usporenja rasta
ploda i kolestaze koriStene su preporuke i definicije medunarodnih udruzenja prilagodene
lokalnim osobitostima, poglavito u slucaju porodne mase.

U istrazivanje nisu bile ukljucene one trudnice u kojih je koristena kortikosteroidna profilaksa ili

inhibitori sinteze prostaglandina tijekom trudnoce.
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Ispitanice iz jedne skupine bile su antropometrijski ujednacene s onima iz druge skupine po dobi,
tjelesnoj masi, indeksu tjelesne mase i paritetu, kako bi se izbjegle ocekivane pogreske ponajprije
radi tjelesne mase, broja poroda i zivotne dobi.

Rezultati istrazivanja bili su imunohistokemijska ekspresija IL-6 te RECK proteina u plodovim
ovojima trudnica s 1 bez prijevemenog prsnuc¢a vodenjaka u kasnim nedonosenim trudno¢ama.
Mjera istrazivanja bila je stupanj imunohistokemijske ekspresije RECK proteina i IL-6 te
relativna kvantifikacija tj. relativna promjena u njihovoj imunohistokemijskoj ekspresiji u

citoplazmi stanica plodovih ovoja.

3.2.  METODE ISTRAZIVANJA

3.2.1. Patohistoloski pregled plodovih ovoja

Nakon porodaja uzimalo se 1 cm? tkiva fetalnih membrana s mjesta rupture plodovih ovoja,
pohranilo te dostavilo u Imunohistokemijski laboratorij Zavoda za patologiju i sudsku medicinu
KBC Split. Po prijemu se fiksiralo 24 sata u 4% puferiranom formalinu. Nakon fiksacije i obrade
preparati su se uklapali u parafin. Parafinski blokovi rezani su u rezove debljine 3-5 pum, a zatim
bojani standardnom metodom hemalaun eozina. Za patohistoloski kriterij korioamnionitisa
koristeni su standardizirani kriteriji (7,83).

Mikroskopski pregled preparata obavljao se svjetlosnim mikroskopom Olympus BX 41
(Olympus, Tokio, Japan) uz povecanje od 40 puta.

Svi uzorci bili su pregledani od strane dva patologa specijalizirana za ginekolosku opstetricku

patologiju u cilju objektivnosti rezultata. Ukoliko se rezultati pregleda nisu podudarali, preparat

je bio iskljucen iz istraZivanja.

3.2.2. Imunohistokemijska metoda

Imunohistokemija (IHK) se radila pomocu DAKO autobojaca (Dako, Glostrup, Denmark).
Koristila su se monoklonalna antitijela za RECK protein kao primarna antitijela (Abgent, San
Diego, CA) razrijedena 1:50 i primarna monoklonalna antitijela za IL-6 (Leica, Wetzler,
Germany) razrijedena 1:50 s Dako razrjediva¢em za antitijela (Dako). Kao sekundarna antitijela
koristila su se Universal Antibody (LSAB; Dako). Preparati za odredivanje IL-6 zagrijavali su se
zatim u puferu pH 9 (Dako) u mikrovalnoj pe¢i snage 900 W kroz 10 minuta, a nakon toga jo$
10 minuta na 300 W. Preparati za odredivanje RECK proteina tretirali su se na isti na¢in samo
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uz malo duze zagrijavanje, 10 minuta na 900 W i 35 minuta na 300 W. Nakon hladenja preparata
slijedilo je ispiranje u destiliranoj vodi i otopini fosfatnog pufera (PBS) (Ventana, Tuscon, AZ).
Daljnja obrada vrsila se u automatskom bojacu (DAKO, Danska), a sastojala se od tretiranja
preparata 3% otopinom vodikova peroksida (Dako) kroz 15 minuta za blokiranje endogene
peroksidaze 1 opet ispiranja otopinom PBS-a. Zatim je slijedila inkubacija u tamnoj komori na
sobnoj temperaturi 30 minuta s IL-6 i RECK antitijelima. Nakon toga uzorci su ispirani s PBS-
om i inkubirani 15 minuta s LINK (EnVision; Dako) i 15 minuta sa streptavidinom (EnVision).
Nakon jos jednog ispiranja PBSom, preparati su se inkubirali s kromogen diaminobenzidinom
(Dako) u autobojacu (Dako) 15 minuta. Zatim su se kontrastno bojali hematoksilinom (Dako),
dehidrirani kroz gradijent alkohola, ociS¢eni s xylenom i prekriveni s kanada balzamom i
pokrovnim stakalcima (Dako).

Intenzitet anti-RECK 1 IL-6 bojanja kategorizirao se kao stupanj obojenosti citoplazme i to:

0, ne detektira se; 1, slabo; 2, jako, a prema protokolu Scheller i suradnika (104)(Slika 6.).

38



Slika 6. Imunohistokemijska ekspresija (*) IL-6 (A-slaba, B-jaka) i RECK proteina (C-slaba,

D-jaka) u plodnim ovojima (povecéanje 40 X)
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3.2.3. Statisticke metode

Klini¢ke 1 antropometrijske varijable prikazane su brojéanim podacima prikazanim tabli¢no te
srednjim vrijednostima + standardna devijacija (SD).

Za usporedbu distribucija kvalitativnih varijabli izmedu ispitivanih skupina uporabljen je ¥ test
ili Fischerov egzaktni test. Ukoliko su kvantitativne vrijednosti varijabli imale normalnu
distribuciju, za usporedbu skupina koristio se ANOVA test. Za statisticku obradu koristen je
racunalni program Statistica 17.0 (SPSS Chicago, IL). Snaga istraZivanja jest na 80%. Rezultati

su interpretirani na razini statisticke znacajnosti p<0,05.
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4. REZULTATI

U Klinici za Zenske bolesti i porode KBC Split postuju¢i kriterije ukljucenja i iskljucenja iz
studije, prikupljeni su plodovi ovoji, a obrada i analiza istih u¢injena je na Klinickom zavodu za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klinickog bolnickog centra Split.

4.1.  Demografska i laboratorijska obiljezja ispitivanih skupina

U Tablici 1. prikazali smo demografska i laboratorijska obiljezja ispitanica, a grupirane su u tri

skupine; PPPPO uz histoloski dokazani korioamnionitis te dvije skupine sa spontanim

prijevremenim porodom s i bez histoloski dokazanog korioamnionitisa.
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Tablica 1. Demografska i laboratorijska obiljezja skupine kasnih spontanih prijevremnih poroda

s 1 bez korioamnionitisa i PPPPO.

Varijable PPPPO uz SPP uz SPP bez p-vrijednost
korioamnionitis  korioamnionitis Kkorioamnionitisa
(n=30) (n=30) (n=30)
Starost (godine) 26,83+3,88 25,7+4,55 27,9+4,17 *p=0,135
Dob trudnocée 34,36+0,61 34,86 + 0,81 35,33+0,84 *p>0,05
(tjedni)
Paritet
Prvotka 22 19 20 **p=0,7
Viserotka 8 11 10
BMI**(kg/m?)
18.5-24.9 5 8 7 *#p=0,14
25-299 7 10 10
>30 18 12 13
Lekociti u 27,14+12.31 29,34+11,64 10,14+7,81 *p<0.05
perifernoj krvi
(x10°/L)
*p<0,05
CRP (mg/L)
25,13+16,71 28,46+13,29 8,21+6,04

*ANOVA test, **Hi kvadrat test

Kratice:

PPPPO = predterminsko prijevremeno prsnucée plodovih ovoja

SPP = spontani prijevremeni porod

BMI = (eng Body Mass Index - indeks tjelesne mase)

U skupini trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-36"%7 te su imale histoloske znacajke

korioamnionitisa uz prijevremeno prsnu¢e plodnih ovoja prosjecna zivotna dob bila je

26,83+3,88 godina, u skupini koje su imale kasni spontani prijevremeni porod uz znakove

histoloSkog korioamnionitisa prosje¢na zivotna dob je bila 25,7+4,55 godina, dok je u skupini

koja ja imala kasni spontani prijevremeni porod bez znakove histoloskog korioamnionitisa
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prosjecna zivotna dob je bila 27,9+4,17 godina. Uporaba ANOV A testa nije pokazala statisticki
znacajnu razliku izmedu promatranih skupina (p=0,135; F=2,04).

U skupini trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-36"%7 te su imale histoloske znacajke
korioamnionitisa uz prijevremeno prsnuce plodovih ovoja, prosjeCna gestacijska dob bila je
34,36+0,61 tjedana; u skupini onih koje su imale kasni spontani prijevremeni porodaj uz znakove
histoloskog korioamnionitisa, prosjecna gestacijska dob bila je 34,86+0,81 tjedana, dok je u
skupini koja je imala kasni spontani prijevremeni porod bez znakova histoloSkog
korioamnionitisa prosje¢na gestacijska dob bila 35,33+0,84 tjedana. Uporaba ANOVA testa
nije pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu promatranih skupina (p>0,05; F=11,93).

U skupini trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-36"7 te su imale histoloske znacajke
korioamnionitisa uz prijevremeno prsnuce plodovih ovoja bilo je 22 prvorotki i 8 viserotki; u
skupini onih koje su imale kasni spontani prijevremeni porod uz znakove histoloskog
korioamnionitisa bilo je 19 prvorotki i 11 viSerotki, dok je u skupini koja je imala kasni spontani
prijevremeni porod bez znakove histoloSkog korioamnionitisa bilo 20 prvorotki i 10 viSerotki.
Uporaba Hi kvadrat testa nije pokazala razliku u paritetu izmedu promatranih skupina (p=0,7;
¥=0,712).

U skupini trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-36"7 te su imale histoloske znacajke
korioamnionitisa 1 prijevremeno prsnuce plodovih ovoja pet je trudnica imalo indeks tjelesne
mase od 18,5 — 24,9 kg/m?, sedam od 25 — 29,9 kg/m?, te osamnaest >30 kg/m?, u skupini onih
koje su imale kasni spontani prijevremeni porod uz znakove histoloSkog korioamnionitisa, osam
trudnica imalo je indeks tjelesne mase od 18,5 — 24,9 kg/m?, deset od 25 — 29,9 kg/m?, a dvanaest
>30 kg/m?, dok je u skupini koja je imala kasni spontani prijevremeni porod bez znakova
histoloskog korioamnionitisa sedam trudnica imalo indeks tjelesne mase od 18,5 — 24,9 kg/m?,
deset od 25 — 29,9 kg/m?, te trinaest >30 kg/m?*. Uporaba Hi kvadrat testa nije pokazala razliku u
indeksu tjelesne mase izmedu promatranih skupina (p=0,7; x*=6,91).

U skupini trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-36"%7 te su imale histoloske znacajke
korioamnionitisa uz prijevremeno prsnuce plodnih ovoja broj leukocita u perifernoj krvi bio je
27,14+12,31, u skupini koja je imala kasni spontani prijevremeni porod uz znakove histoloSkog
korioamnionitisa broj leukocita u perifernoj krvi bio je 29,34+11,64, dok je u skupini koja je
imala kasni spontani prijevremeni porod bez znakova histoloskog korioamnionitisa broj
leukocita u perifernoj krvi bio 10,14+7,81. Uporabom ANOVA testa smo pronasli statisticki
znaCajnu razliku u broju leukocita u perifernoj krvi izmedu promatranih skupina (p<0.05;

F=13,39).
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U skupini trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-36"%7 te su imale histoloske znadajke
korioamnionitisa uz prijevremeno prsnuce plodnih ovoja, vrijednost CRP u perifernoj krvi bila
je 25,13+£16,71, u skupini koja je imala kasni spontani prijevremeni porod uz znakove
histoloskog korioamnionitisa CRP je bio 28,46+13,29, dok je u skupini koja je imala kasni
spontani prijevremeni porod bez znakova histoloSkog korioamnionitisa CRP bio 8,21+6,04.
Uporabom ANOVA testa pronasli smo statisticki znacajnu razliku u vrijednosti CRP u perifernoj

krvi izmedu promatranih skupina (p<0,05; F=10,09).
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4.2.  Ekspresija interleukina 6 1 RECK proteina u ispitivanim skupinama

U Tablici 2. prikazali smo imunohistokemijsku izrazajnost IL-6 te RECK proteina u skupini

697, imale histoloske znadajke korioamnionitisa

trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-3
te prijevremeno prsnuce plodnih ovoja i1 skupine koja je imala kasni spontani prijevremeni
porodaj bez korioamnionitisa. U Tablici 3. prikazali smo imunohistokemijsku ekspresiju IL-6 i
RECK proteina u plodovim ovojima kasnih spontanih prijevremenih poroda s i bez
korioamnionitisa, a u Tablici 4. imunohistokemijsku ekspresiju IL-6 i RECK u plodovim

ovojima spontanih kasnih prijevremenih poroda s korioamnionitisom i PPPPO uz histoloski

korioamnionitis

Tablica 2. Imunohistokemijska izraZajnost IL-6 1 RECK proteina u plodovim ovojima kasnih

prijevremenih poroda uz korioamnionitis i PPPPO te SPP bez korioamnionitisa

PPPPO uz SPP bez *p-vrijednost
korioamnionitis korioamnionitisa
(n=30) (n=30)
IL-6
Slaba ili  nikakva 3 1
ekspresija *p>0,05
Jaka ekspresija 27 29
RECK
Slaba ili  nikakva 18 10
ekspresija **p=0,04
Jaka ekspresija 12 20

*Fischerov egzaktni test , **Hi kvadrat test

Kratice:

SPP - spontani prijevremeni porod

PPPPO - predterminsko prijevremeno prsnuce plodovih ovoja
RECK = Reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs

IL-6 = Interleukin-6

U skupini trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-36%7 te su imale histoloke znacajke
korioamnionitisa te prijevremeno prsnuce plodnih ovoja, tri je imalo slabu ili nikakvu ekspresiju
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Interleukina 6, a 27 jaku ekspresiju. U skupini onih koje su imale kasni spontani prijevremeni
porod jedna je imala slabu ili nikakvu, a 29 jaku ekspresiju. Uporabom Fischerovog egzaktnog
testa nismo pronasli statitisticki znacajnu razliku u izrazajnosti interleukina 6 izmedu
promatranih skupina (Fischer test=0.612; p>0,05).

U skupini trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-36"7 te su imale histoloske znacajke
korioamnionitisa i prijevremeno prsnuce plodnih ovoja, 18 je imalo slabu ili nikakvu, a 12 jaku
ekspresiju RECK proteina. U skupini onih koje su imale kasni spontani prijevremeni porod, 10
je imalo slabu ili nikakvu, a 20 jaku ekspresiju. KoriStenjem hi kvadrat testa pronasli smo

statisticki zna¢ajnu razliku u izrazajnosti RECK proteina (x*=4,28; p=0,04).

35
29
30 27
25
20
20 18
15 12
10
10
5 3
M.
0 | ]
IL-6 SLABA ILI IL-6 JAKA RECK SLABA ILI RECK JAKA
NIKAKVA EKSPRESIJA NIKAKVA EKSPRESIJA
EKSPRESIJA EKSPRESIJA

B PPPPO uz korioamnionitis

B Spontani prijevremeni porod bez korioamnionitisa

Dijagram 1. Imunohistokemijska ekspresija IL-6 1 RECK proteina u plodovim ovojima kasnih

spontanih prijevremenih poroda bez korioamnionitisa i PPPPO uz korioamnionitis.
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Tablica 3. Imunohistokemijska ekspresija IL-6 i RECK proteina u plodovim ovojima kasnih

spontanih prijevremenih poroda s i bez korioamnionitisa

SPP bez SPP uz *p-vrijednost
korioamnionitisa korioamnionitis
(n=30) (n=30)
IL-6
Slaba ili  nikakva 1 2
ekspresija *p>0,05
Jaka ekspresija 29 28
RECK
Slaba ili  nikakva 10 21
ekspresija **p= 0,004
Jaka ekspresija 20 9

*Fischerov egzaktni test , **Hi kvadrat test

Kratice:

RECK = Reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs
IL-6 = Interleukin-6

SPP - Spontani prijevremeni porodaj

U skupini trudnica koje su rodile spontano u gestacijskoj dobi 34-36+6/7 te su imale histoloSke
znacajke korioamnionitisa, dvije su imale slabu ili nikakvu ekspresiju interleukina 6, a 28 jaku
ekspresiju. U skupini onih koje su imale kasni spontani prijevremeni porod bez histoloSkih
znacCajki korioamnionitisa, jedna je imala slabu ili nikakvu, a 29 jaku ekspresiju. Uporabom
Fischerovog egzaktnog testa nismo pronasli statitisticCki znacajnu razliku u izrazajnosti
interleukina 6 izmedu promatranih skupina (Fischer test=1; p>0,05)

U skupini trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-36"%7 te su imale histoloske znacajke
korioamnionitisa, 20 je imalo imale slabu ili nikakvu ekspresiju RECK proteina, a 8 jaku
ekspresiju. U skupini koja je imala kasni spontani prijevremeni porod bez histoloSkih znacajki
korioamnionitisa, 10 je imalo slabu ili nikakvu, a 20 jaku ekspresiju. KoriStenjem hi kvadrat
testa pronasli smo statisticki znacajnu razliku u izrazajnosti RECK proteina u toj skupini

(2=8.075, p=0.004).
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10
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IL6 slaba ekspresija IL6 jaka ekspresija RECK slaba

ekspresija
B Spontani prijevremeni porod uz korioamnionitis

B Spontani prijevremeni porod bez korioamnionitisa

20
J

RECK jaka
ekspresija

Dijagram 2. Imunohistokemijska ekspresija IL-6 i RECK proteina u plodovim ovojima kasnih

spontanih prijevremenih poroda s i bez korioamnionitisa.
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Tablica 4. Imunohistokemijska ekspresija IL-6 i RECK u plodovim ovojima spontanih kasnih

prijevremenih poroda s korioamnionitisom i PPPPO uz histoloski korioamnionitis

PPPPO uz SPP uz *p-vrijednost
korioamnionitis korioamnionitis
(n=30) (n=30)

IL-6
Slaba ili  nikakva 3 2
ekspresija *p>0,05
Jaka ekspresija 27 28 Fischer test=1
RECK
Slaba ili  nikakva 18 21
ekspresija **p>0,05
Jaka ekspresija 12 9 v*=0,416

*Fischerov egzaktni test , **Hi kvadrat test

Kratice:

SPP = spontani prijevremeni porod

PPPPO = predterminsko prijevremeno prsnuce plodovih ovoja

RECK = Reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs

IL-6 = Interleukin-6

U skupini trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-36%7 te su imale histologke znacajke

korioamnionitisa i prijevremeno prsnucée plodnih ovoja, tri je imalo slabu ili nikakvu ekspresiju

interleukina 6, a 27 jaku ekspresiju. U skupini onih koje su imale kasni spontani prijevremeni

porod uz histoloske znakove korioamnionitisa, dvije su imale slabu ili nikakvu, a 28 jaku

ekspresiju. Uporabom Fischerovog egzaktnog testa nismo pronasli statitisti¢ki znacajnu razliku

u izraZajnosti interleukina 6 izmedu promatranih skupina (Fischer test=1; p>0,05). U skupini

trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34-36"%7 te su imale histoloske znadajke

korioamnionitisa te prijevremeno prsnuce plodnih ovoja 18 je imalo slabu ili nikakvu, a 12 jaku

ekspresiju RECK proteina. U skupini koje su imale kasni spontani prijevremeni porodaj uz

histoloske znakove korioamnionitis 21 je imala slabu ili nikakvu, a 9 jaku ekspresiju.

Koristenjem hi kvadrat testa nismo pronasli statisticki znacajnu razliku u izrazajnosti RECK

proteina (y~=0,416; p>0,05).
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Imunohistokemijska ekspresija IL-6 1 RECK proteina u plodovim
ovojima spontanih kasnih prijevremenih poroda s korioamnionitisom 1
PPPPO uz korioamnionitis

30 27 28
25
21
20 18
15 12
10 9
. I ==
IL-6 SLABA ILI IL-6 JAKA RECK SLABA ILI RECK JAKA
NIKAKVA EKSPRESIJA NIKAKVA EKSPRESIJA
EKSPRESIJA EKSPRESIJA

H PPPPO uz korioamnionitis

B Spontani prijevremeni porod s korioamnionitisom

Dijagram 3. Imunohistokemijska ekspresija IL-6 1 RECK proteina u plodovim ovojima spontanih

kasnih prijevremenih poroda s korioamnionitisom te PPPPO uz korioamnionitis.
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5. RASPRAVA

Glavni rezultat naseg istrazivanja jest da u plodovim ovojima kasnih prijevremenih poroda
postoji imunohistokemijska izrazajnost RECK proteina i IL-6. Pojedina¢no, imunohistokemijska
ekspresija RECK proteina bila je slabije izrazena u skupini kasnih nedonoSenih trudnoca s
histoloski dokazanim korioamnionitisom, bez obzira na klini¢ki pojavni oblik prijevremenog
poroda tj. s oCuvanim plodovim ovojima ili preranim prsnu¢em plodovh ovoja u odnosu na
skupinu s kasnim spontanim prijevremenim porodom bez histoloskih znacajki korioamnionitisa.
Ovakav rezultat je nesto Sire tumacenje hipoteze iz prijave teme jer smo kroz istrazivanje dobili
dodatne podatke koje smo publicirali te smo smatrali da ih je poZeljno uklopiti u tekst dizertacije
(105,106). Naime u prijavi teme smo se fokusirali na dvije skupine; one s PPPPO uz dokazani
histolo8ki korioamnionitis te na trudnice sa SPP bez histoloskog korioamnionitisa. Budu¢i da
smo kroz istraZivanje u znatnom broju trudnica sa SPP pregledom posteljice dokazali
korioamnionitis, stvorili smo i treu skupinu trudnica. I u ovoj smo skupini proveli
imunohistokemijsko bojanje na RECK protein i IL-6.

Pojedina¢na usporedba skupina pokazala je da nismo pronasli razliku u imunohistokemijskoj
izrazajnosti RECK proteina izmedu skupina s PPPPO i kasnim spontanim prijevremenim
porodom te dokazanim korioamnionitisom u obje skupine.

Takoder nismo pronasli ni razliku u imunohistokemijskoj izrazajnosti IL-6 izmedu promatranih
skupina, ali za izdvojiti je da je u obje skupine ona bila u visokom postotku jaka.

Znacajna karakteristika naSe studije strogo je poStivanje kriterija ukljucenja i isklju¢enja. Nakon
toga trudnice smo grupirali u tri skupine: PPPPO uz histoloski dokazani korioamnionitis te dvije
skupine sa spontanim prijevremenim porodom: s 1 bez histoloSki dokazanog korioamnionitisa.
Medu njima temeljem promatranih sociodemografskih znacajki za koje smo smatrali da bi mogle
imati utjecaj na istraZivane varijable, nije bilo razlike. Kako je prijevremeni porod u svim svojim
klini¢kim pojavnim oblicima povezan s razli¢itim ina¢icama hipertenzivne bolesti u trudno¢i, a
najviSe preeklampsijom, mislimo da je narocito znacajno to $to smo u kriterije iskljucenja stavili
10vaj poremecaj trudnoce. Dokazano je da aktivnost RECK proteina i MMP regulira invazivnost
trofoblasta te razvoj posteljice u ranoj trudno¢i (107). Kako je poremecaj invazije trofoblasta
povezan s etiopatogenezom rane preeklampsije (eng. early onset preeclampsia), ali i drugih
poremecaja trudnoc¢e poput usporenja rasta ploda, smatrali smo vaznim ovo stanje postaviti kao
kriterij iskljucenja. Takoder smo iskljucili sve bolesnice koje su tijekom trudnoce primale
kortikosteroidnu profilaksu. Dosada$nja istrazivanja pokazala su da kortikosteroidi imaju utjecaj

na aktivnost matriksmetaloproteinaza, prvenstveno MMP9, ali ne i RECK proteina (108).
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Nismo pronasli podatke o tome postoji li specifi¢an utjecaj kortikosteroida na uc¢inak i aktivnost
MMP2 koja takoder ostvaruje medudjelovanje s RECK proteinom.

Za ostale promatrane kriterije iskljuenja nismo u literaturi nasli potvrdu imaju li utjecaja na
aktivnost RECK proteina, ali smo ih temeljem sli¢nih studija iz literature smatrali neophodnim.
Postoje istrazivanja u kojima prije navedena patoloska stanja trudno¢e takoder imaju utjecaja
na aktivnost IL-6 (109).

Istrazivanje ima nekoliko nedostataka. Prvi se nedostatak odnosi na broj ispitanica u istrazivanim
skupinama koji je relativno malen. Sigurno je da bi uvecanje broja ispitanica povecalo snagu
istrazivanja. ObrazloZenje ovog nedostatka je dosljedno posStivanje kriterija ukljucenja i
iskljucenja ispitanica u studiju te smatramo da se temeljem toga ovaj nedostatak moze prihvatiti.
Druga zamjerka odnosi se na koriStenje imunohistokemije koja je semikvantitativna metoda
procjene 1 koja je podlozna subjektivnosti istrazivaca. Stupanj objektiviziranosti je postignut na
nacin da je istraZivanje bilo slijepo za patologe. Svako stakalce pregledano je dva puta te se u
slu¢aju nepodudarnosti stupnja izrazajnosti preparat iskljucio iz studije. Jo§ jedna moguca
zamjerka jest da je stupanj izrazajnosti proucavan nakon $to su zapoceli trudovi, a u dostupnoj
literaturi nema pouzdanih istraZivanja o tome imaju li kontrakcije maternice utjecaja na
izrazajnost RECK 1 IL-6 u plodovim ovojima. Ve¢ smo naveli da je imunohistokemijska
ekspresija RECK proteina bila slabije izraZena u skupini kasnih nedonoSenih trudnoca s
histoloski dokazanim korioamnionitisom te preranim prsnu¢em plodovih ovoja u odnosu na
skupinu s kasnim spontanim prijevremenim porodom bez korioamnionitisa.

Dosada$nje su studije potvrdile, u slucaju korioamnionitisa i predterminskog prijevremenog
prsnuca plodovih ovoja, da je aktivnost MMP2 i MMP9 pojacana, $to dovodi do razgradnje
sastavnica izvanstani¢nog matriksa, prvenstveno kolagena u plodovim ovojima te njihova
pucanja. Takoder se pojacano razgraduju i ostale sastavnice plodovih ovoja poput elastina,
hijalurona i proteoglikana koje su takoder dio izvanstani¢nog matriksa (20,110).

Nekoliko je mogucih objasnjenja prikazane razlike u imunohistokemijskoj izrazajnosti RECK
proteina izmedu promatranih skupina. Na osnovu dosadasnjih spoznaja najvjerojatnije je da u
slu¢aju korioamnionitisa i SIAI dolazi do stvaranja Citavog niza proupalnih citokina, kemokina i
drugih metabolicki aktivnih spojeva koji djeluju autokrino i parakrino. Oni razli¢itim putovima
mozda smanjuju aktivnost RECK proteina, §to s druge strane omogucava aktivnost raznih MMP
koje razgraduju kolagen, a to dovodi do slabljenja i pucanja plodovih ovoja. Nacin na koji bi
korioamnionitis 1 SIAI mogli utjecati na RECK ekspresiju nije jasan, ali je moguce da je rijeC o

pojacanoj proizvodnji raznih upalnih citokina poput IL-6. U literaturi se jo§ navode i drugi
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intreleukini poputa interleukina 1B (IL-1 B), interleukina 8 (IL-8), ¢imbenika tumorske nekroze
alfa (TNFa), kao 1 monocitnog keemoatraktantnog proteina 1 (MCP-1) (46,62,87).

Protein RECK ima sposobnost endogene inhibicije djelovanja nekih MMP, a njegova glasnicka
RNK nalazi se u nizu ljudskih organa, kao i kulturama stanica proizaslih iz njih, medutim u
stanicama raka nije ih moguce otkriti. Glavni u¢inak RECK proteina je inhibicija djelovanja
gelatinaza (MMP2 i MMP9) kao i MT-MMP1 (eng. Membrane type MMP-1). Njegovo
djelovanje povezano je i s angiogenezom te metastaziranjem tumora, a razina izrazajnosti RECK
gena obrnuto je razmjerna invazivnosti tumora. Produkt RECK gena direktno se veze na MMP2
1 MMP9 te smanjuje njihovu proteoliticku aktivnost. Do sada se zna da RECK moze
onemogucavati djelovanje gelatinaza inhibicijom otpustanja inaktivnog (pro-MMP9) i aktivnog
MMP?Y iz stanica, umanjivanjem njihove proteoliticke aktivnosti i odvajanjem MMP od stani¢ne
stijenke. Smatra se da RECK inhibira djelovanje MMP2 na posttranskiripcijskoj razini. Zbog
svojih strukturnih osobitosti RECK kontrolira aktivnost gelatinaza u uskom podru¢ju oko
stanicne membrane, a ima i jedinstvenu ulogu medudjelovanja s matriksmetaloproteinazama
povezanim sa stani¢nom stijenkom. Zaklju¢no, ovo pokazuje da je RECK protein znacajan
regulator pregradnje izvanstani¢nog matriksa, kao i da njegova umanjena aktivnost dovodi do
pojacane aktivnosti nekih MMP, a najviSe MMP2 1 MMPO. U slu¢ajevima korioamnionitisa
moguce je da bilo kojim prije navedenim poremetnjama njegove aktivnosti moze do¢i do
pojacane ucinkovitosti gelatinaza (MMP2 1 MMP9) te posljedi¢no razgradnje kolagena, slabljena
mehanicke uloge plodovih ovoja i njihova preranog pucanja (22,24-26,111).

Druga hipoteza bila je da ¢emo u skupini s histoloSki dokazanim korioamnionitisom i preranim
prsnuc¢em plodovih ovoja prije termina dokazati pojac¢anu imunohistokemijsku ekspresiju IL-6 u
odnosu na skupinu sa spontanim prijevremenim porodajem bez dokazanog korioamnionitisa
Nismo dokazali razliku u imunohistokemijskoj uzrazajnosti IL-6 izmedu ispitivanih skupina.
Ocekivali smo razliku u izrazajnosti IL-6 izmedu istraZivanih skupina jer se u literaturi najcesce
ovaj interleukin spominje kao medijator upale 1 infekcije u slucaju korioamnionitisa (34,82,112).
Nekoliko je mogucih objasnjenja zasto tu razliku nismo dokazali. Prva je da aktivnost RECK
proteina u plodovim ovojima ne kontrolira IL-6 nego moguce neki od drugih proupalnih
¢imbenika poput IL-1p, IL-8, monocitnog kemoatraktantnog proteina 1 (MCP-1) ili ¢imbenika
tumorske nekroze a. Dokazano je da je ljudski porod (ro¢ni i prijevremeni) povezan s nizom
promjena u proizvodnji parakrinih i autokrinih faktora u plodovim ovojima te posteljici koji su
ve¢ prije navedeni (IL-6, IL-1B, IL-8 1 ¢imbenik tumorske nekroze alfa (36,82,85). Iako je
njihova proizvodnja dokazana u zadnjem tromjesecju fizioloskih trudnoca koje zavrSe

terminskim porodom, najcesce je proucavana u etiopatogenezi prijevremenog poroda, bez obzira
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na njegov pojavni oblik 1 stupanj nedonoSenosti (36). Kad se govori o pojacanoj produkciji prije
spomenutih auto i parakrinih faktora, neka pitanja u slu¢aju prijevremenog poroda jos uvijek nisu
dobila kona¢an odgovor. Jos uvijek nije sigurno je li porast u proizvodnji auto i parakrinih faktora
uzrok ili posljedica aktiviranja zajednickog puta poroda (30,36). Takoder, jos nije odgovoreno
na pitanje omjera u koli€ini proizvodnje ovih ¢imbenika. Isto tako ne zna se jesu li razliciti oblici
prijevremnog poroda povezani s razli¢itim kombinacijama citokina. Ne znamo ni mijenja li se
omjer produkcije razli¢itih proupalnih citokina u razli¢itim trajanjima nedonosenih trudnoca, t;.
ima li neka gestacijska dob svoj biomarker u smislu proupalnih citokina. Kona¢no, postoje li
raznolikosti u proupalnom citokinskom odgovoru s obzirom na druge demografske i socijalne
znacajke. Posebno je intrigantno pitanje ima li svaka trudnoéa i trudnica vlastiti biomarkerski
proupalni citokinski profil? Menon i suradnici su tako dokazali da su za indukciju prijevremenog
poroda kod ¢ovjekolikih majmuna, za razliku od ljudi, odgovorni IL-1p i TNF-a, ali ne i IL-6 ili
IL-8 (46). Drugo objasnjenje krije se u mogucoj dvostrukoj ulozi IL-6. Postoje radovi koji
pokazuju dvostruko lice IL-6, tj. da u nekim situacijama upala i infekcija ne rezultiraju
povecanjem njegove proizvodnje i/ili uc¢inka (29,30). Interleukin 6 je pleiotropni citokin koji je
ukljucen u mnostvo bioloskih funkcija, ukljucujuéi razvoj 1 aktivaciju urodene i ste€ene imunosti,
regenerativnih procesa, metabolizma, zastite srca i krvozilja te funkciju Ziv€anog sustava u
cijelosti. Tijekom upale 1 infekcije IL-6 poti¢e hepatocite da stvaraju proteine akutne faze poput
CRP, serumskog amiloida A, fibrinogena i al-antikimotripsina, dok je proizvodnja fibronektina,
albumina i transferina smanjena (29,30,34,96). Ovaj citokin svoje raznolike aktivnosti ostvaruje
putem dva signalna puta. To su klasi¢ni 1 trans signalni put. Kod klasi¢nog puta, IL-6 se veze za
transmembranske, istoimene, (IL-6) receptore, dok se u slucaju trans signalnog puta veze za
topivu inacicu ovog receptora (eng. soluble interleukin-6 receptor IL-R6). Kod klasi¢nog puta,
vezanje IL-6 za istoimeni transmembranski receptor izaziva homodimerizaciju bjelancevine
gp130. To dovodi do aktiviranja signalne unutarstani¢ne kaskade tj. puta, koji ukljucuje janus
kinazu (JAK), aktiviranje STAT3 (eng. signal transducer and activator of transcription factor
3) 1 JAK SHP mitogen aktiviranu protein kinazu. Aktiviranje ovog puta rezultira u poticanju
ekspresije gena osjetljivih na IL-6 i njihovih bioloskih u¢inaka. Trans signalni put je drugi nacin
kojim IL-6 ostvaruje svoj ucinak. Kod ovog puta IL-6 se veze za topivu inacicu IL6 receptora
(IL-R6) koja se nalazi u ljudskom serumu. Ova forma IL-6 receptora nema transmembranski i
citoplazmatski dio Sto mu onemogucuje aktiviranje klasicng signalnog puta (29,37,113).

Po dosada$njim spoznajama vezanje IL-6 za transmembranske receptore i aktivacija klasicnog
signalnog puta povezani su s protuupalnim aktivnostima i u¢incima IL-6, dok je aktivacija trans

signalnog puta povezana s proupalnim akcijama ovog citokina (29,30).
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Temeljem navedenog, jedno od moguc¢ih objasnjenja rezultata zaSto nema razlike u
imunohistokemijskoj ekspresiji IL-6 izmedu promatranih skupina jest da se u svakom
promatranom podtipu kasnog prijevremenog poroda aktivira drugi signalni put. Moguce je da se
u slucaju korioamnionitisa, s i bez PPPPO, aktivira trans signalni put (proupalni ucinak), a u
slucaju spontanog prijevremenog poroda bez znacajki korioamnionitisa mozda se aktivira
klasi¢ni signalni put (protuupalni ucinak). Ovako hrabra hipoteza zahtijeva citav niz dodatnih
prospektivnih studija s ve¢im brojem ispitanica te pouzdanijim metodama dokazivanja aktivnosti
IL-6 u usporedbi s imunohistokemijom. Ako bi hipoteza bila potvrdena, otvarale bi se mozda
neke nove farmakoloske mogucénosti spreavanja prijevremenog poroda. Takoder bi bilo
zanimljivo prouciti imaju li ova klinicka stanja utjecaja na glikozilaciju osnovnog produkta gena
odgovornog za sintezu ljudskog IL-6 koji je mapiran na kromosomu 7p21 (29).

Sljedece objaSnjenje mozda se nalazi u €injenici da postoji razli€itost u citokinskom odgovoru
na infekciju razli¢itim mikroorganzimima. Ve¢ je dokazano da postoji drugaciji citokinski
odgovor plodovih ovoja na podrazaj lipopolisaharida iz gram negativnih bakterija od onog na
poticanje peptidoglikanskih polisaharida podrijetla gram pozitivnih bakterija (46,114). Postoje
literaturni navodi koji pokazuju da svi citokini, nastali u plodovim ovojima nakon poticanja
lipopolisaharidima 1 peptidoglikanskim polisaharidima, nuZno ne aktiviraju zajednicki put
(prijevremenog) poroda (46). Stoga bi jedno od moguc¢ih objaSnjenja nepostojanja razlike u
imunohistokemijskoj ekspresiji IL-6 izmedu promatranih skupina moglo biti 1 to da je u skupini
s histoloski dokazanim korioamnionitisom 1 prijevremenim prsnu¢em plodovih ovoja infekcija
bila prouzro¢ena mikroroganizmima koji dominantno potic¢u aktivnost IL-6, a ne drugih citokina
(46).

Prijevremeni porod najznacajniji je Cinitelj perinatalnog morbiditeta 1 mortaliteta. NajceSce se u
literaturi, s obzirom na klini¢ku sliku, navodi podjela na spontani, jatrogeni te onaj s preranim
prsnu¢em plodovih ovoja. Iako je rije¢ o jednistvenom nozoloskom entitetu, lako je moguce da
je rije¢ o potpuno razli¢itim etiopatogenetskim mehanizmima nastanka ovog stanja (47).
Dosadasnja istrazivanja potvrdila su da stres, prekomjerno rastezanje uterusa, prestanak
imunoloske tolerancije fetusa kao semialografta, infekcija (lokalna ili sistemska), starenje
decidue kao i1 bolesti materni¢nog vrata mogu biti aktivatori promjena koje dovode do
zajednickog puta poroda (76).

Zajednicki put poroda obuhvaca promjene u plodovim ovojima, miometriju te materni¢nom vratu
koje trebaju biti istovremene i uskladene kako bi rezultirale uspjesnim i funkcionalnim trudovima
(47). Prerano prsnuce plodovih ovoja, kao jedan od klinickih oblika, javlja se u 4-5% svih te u
40-50% prijevremenih poroda (47).
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Najznacajnija uloga plodovih ovoja je da Stite fetus tijekom rasta i razvoja. Tu ulogu ostvaruju
putem imunoloske, gradevne, endokrine i mehanicke funkcije. Plodovi ovoji sastoje se od pet
slojeva stanica amnija i tri sloja stanica korija. Povezuje ih izvanstani¢ni matriks koji je bogat
razli¢itim vrstama kolagena koje daju strukturalnu potporu amniju i koriju. Amnij je u stalnom
kontaktu s plodovom vodom 1 prvi reagira na promjene u njenom sastavu i/ili metabolickoj i
biokemijskoj aktivnosti. S druge strane, korij je u kontaktu s deciduom i smatra se da je barem
dijelom odgovoran za ocuvanje imunoloske tolerancije fetusa koji je semialogeni graft.

Amnij je graden od pet slojeva stanica avaskularnog amnija; amnijskog epitela, bazalne
membrane, kompaktnog i spuzvastog sloja te sloja stanica fibroblasta. Iako je korion deblji, amnij
se smatra odgovornim za ¢vrstoéu plodovih ovoja (5,115). Amnijske epitelijalne stanice ¢ini
jedan red kuboidnih stanica koje su medusobno povezane s gap junctions. Ove stanice imaju
sposobnost stvaranja i lu¢enja kolagena tipa III 1 IV, te drugih glikoproteina koji zajedno tvore
bazalnu membranu s njihove bazalne strane. Fibroblasti u stromalnom dijelu stvaraju kolagen
tipa I 1 III koji ¢ini kompaktni sloj. Fibroblasti i kompaktni sloj najve¢im su dijelom odgovorni
za stvaranje fibroznog skeleta koji daje ¢vrsto¢u amniju. Ispod stromalnog dijela nalazi se
spuzvasti dio koji je graden od proteoglikana, glikoproteina i kolagena tipa III. Retikularni sloj
je graden od fibrilarnog kolagena te je veza izmedu spuZvastog sloja i korija. Korij je sastavljen
od epitelnih stanica. Vezu izmedu korija 1 amnija €ini 1 izvanstani¢ni matriks u kojem se nalaze
mezenhimalne stromalne stanice. One imaju sposobnost razgradnje kolagena te omogucavaju
komunikaciju izmedu korija i amnija (5,115).

Plodovi ovoji omogucavaju mehanicku i imunolosku zaStitu te ¢ine zapreku uzlaznom putu
bakterija. Ova uloga osnaZena je proizvodnjom razlicitih citokina tijekom trudnoce 1 porodaja.
Slabljenje imunoloske i/ili mehanicke uloge plodovih ovoja stvara povoljno okruzenje za ulazak
mikroorganizama u plodovu Supljinu, aktivaciju upalnog odgovora domacina i stvaranje
proupalnih citokina koji dovode do razgradnje kolagena u izvanstani¢cnom matriksu i PPPPO (5).
Oni, osim u razgradnji plodovih ovoja, sudjeluju u nizu procesa koji su povezani mehanizmom
poroda kao §to su sazrijevanje cerviksa putem poticanja sinteze duSikovog oksida, prostaglandina
1 matriksmetaloproteinaza (20). Sli¢no se vidi i kod prijevremenog odljustenja posteljice s
pojacanim stvaranjem trombina (116). Poremec¢ena funkcija plodovih ovoja jasnije je izraZena u
PPPPO nego u spontanim prijevremenim porodima (5). Postoji i niz sli¢nosti, ali i razlika izmedu
PPPPO i spontanog prijevremenog poroda. Tako je aktivnost MMP/TIMP u PPPPO pojacana,
dok je duljina telomeraza u spontanom prijevremenom porodu veca. S druge strane imaju
najvjerojatnije sli¢nu etiologiju i povezanost kolonizacije plodne vode i1 cervikovaginalne

teku¢ine mikoplazmom (5). Razgradnja izvanstanicnog matriksa bogatog kolagenom koji
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povezuje amnij i korij jedan je od najvaznijih dogadaja koji dovodi do PPPPO. Ovaj proces, uz
proupalne citokine, posredovan je s nekoliko razli¢itih MMP koje razgraduju pojedini kolagen.
Aktivnost MMP u plodovim ovojima precizno je regulirana transkripcijom, translacijom te post-
translacijskim modifikacijama MMP i njihovih endogenih inhibitora tkivno specificnih MMP
(eng. Tissue specific inhibitors of metalloproteinases-TIMP). Cini se da je ravnoteza u aktivnosti
MMP i TIMP u plodovim ovojima neophodna za ocuvanje njihova integriteta. lako znanstvenih
potvrda jo§ nema, jasno je da proteaze, koje nastaju kao posljedica infekcije 1/ili upale, mogu
aktivirati endogeni MMP u plodovim ovojima, dovode¢i do razgradnje kolagena i slabljenja
membrana (20,62,114).

Brojni su ¢initelji rizika za PPPPO osim unutarmaterni¢ne infekcije. Poznato je nekoliko procesa
koji mogu biti okida¢ zajedni¢kog puta u mehanizmu prijevremenog poroda. Patoloski procesi
ukljuceni u aktivaciju zajednickog puta, u sindromu prijevremenog poroda, su unutarmaterni¢na
i/ili sistemska infekcija, prekomjerno rastezanje maternice, ishemija uterusa i posteljice te
decidualno krvarenje, neprimjerena reakcija majcinog imunoloskog sustava na alograft, uzroci
povezani s alergijom, insuficijencija materni¢nog vrata kao i endokrini poremecaji (7).
Unutarmaterni¢na infekcija povezana je sa znacajnim nakupljanjem upalnih stanica u plodovim
ovojima kao i1 proizvodnjom proupalnih citokina. Ti citokini imaju utjecaj na niz procesa
povezanih s porodom pa tako i prijevremenim prsnuc¢em plodovih ovoja (6,7,117).

Ipak joS nije jasno je li bakterijska infekcija uzrok ili posljedica PPPPO. Nekoliko je ¢injenica
koje su poznate o povezanosti PPPPO i unutarmaterni¢ne infekcije. One se odnose na prisutnost
razli¢itih mikroorganizama u plodovoj vodi, stvaranje toksina koji se povezuju s PPPPO, kao 1
njihovoj koncentraciji koja je neophodna za nastanak ove komplikacije (5). Danas znamo da u
plodovoj vodi moraju biti specificni mikroorganizmi koji stvaraju odredene toksine da bi
nastupio PPPPO. To znaci da nije svaki mikroorganizam u stanju stvoriti toksine koji se povezuju
s PPPPO. Za prsnuce plodnih ovoja u in vitro uvjetima neophodna je i odredena koncentracija
bakterijskih toksina u plodovoj vodi (118—-120). PPPPO se vida i1 u trudnica sa SIAI u kojih su
dokazani mikroorganizmi za koje nije utvrdeno da imaju sposobnost stvaranja spojeva koji mogu
dovesti do razgradnje plodovih ovoja (118,120).

Najveci broj bakterijskih enzima nema sposobnost razgradnje izvanstani¢nog matriksa. U niza
trudnica koje su imale uspjeSnu antibiotsku terapiju radi periodontalne bolesti i bakterijske
vaginoze takoder se pojavljuje PPPPO. Postoje izvjes¢a da se PPPPO moze javiti i u slucajevima
sterilne upale u plodovim ovojima (stanje u kojem postoje pokazatelji upalne reakcije, a bez
dokazanih mikroorganizama, bilo molekularnim istrazivanjem, bilo metodama kultiviranja)
(5,62,77).
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PPPPO je krajnji dogadaj koji ishodiSte moze imati u ¢itavom nizu razli€itih procesa. Osim ve¢
prije spomenute infekcije spolnog sustava majke, navode se nacin zivota (puSenje cigareta,
koriStenje opijata, spolni odnosi tijekom trudnoce), razliciti poremecaji u trudno¢i ili pak
¢imbenici okolisa (77).

Jedan od patofizioloskih cinitelja PPPPO koji se zanemaruje je i oksidativni stres i stvaranje
slobodnih radikala kisika (eng. Reactive oxygen species-ROS). U urednim trudnocama postoji
ravnoteza izmedu stvaranja slobodnih radikala kisika i antioksidansa. U nekim trudno¢ama u
kojima postoji intrinzicna mikrovaskularna bolest (poremecaj placentacije) ili manjak
antioksidansa dolazi do neravnoteZe izmedu ROS 1 zaStitnih ¢imbenika. Sli¢no je i u onih Zena u
kojih postoje prije poznati rizici za PPPPO, kao S§to je pusenje cigareta. U tih trudnica dolazi do
pojacanog stvaranja superoksid aniona, vodikova peroksida, hidroksil iona te duSikova oksida
koji mogu ostetiti izvanstani¢ni matriks bogat kolagenom. Kolagen je bjelancevina koja je jako
podlozna djelovanju slobodnih radikala kisika. Superoksid anion u in vifro uvjetima potice
razgradnju kolagena u 4-hidroksiprolin (121). Sli¢no je i s kolagenoliti¢kim enzimima koji se
stvaraju tijekom sindroma intraamnijske infekcije. Oni su podlozni djelovanju slobodnih radikala
kisika (121). Superoksid dismutaze i glutation, prekursor N-acetilcisteina, poznati su
antioksidansi koji smanjuju aktivnost MMP9 (122). Lappas i suradnici dokazali su inhibiciju
MMP9 1 drugih proupalnih medijatora koriStenjem antioksidansa NAC 51 koji inhibira NF-kB
aktiviran put i posljedi¢no fosfolipidni metabolizam, oslobadanje proupalnih citokina 1 aktivnost
proteaza u plodovim ovojima ljudskih trudnoca (123). Sve navedeno pokazuje da je oksidativni
stres, uz upalu, jedan od glavnih fenomena povezanih uz PPPPO. Oba stanja (upala 1 oksidativni
stres) javljaju se kao reakcija na neki okidac koji u konacnici dovodi do prijevremenog prsnuca
plodovih ovoja (5). Istrazivanja u bolesnica s rakom dojke pokazala su da unutarstani¢no
nakupljanje ROS-a pojacava aktivnost MMP9, a smanjuje koli¢inu mRNA za RECK (109,124).
Sli¢nih istraZivanja o povezanosti ROS i RECK proteina u plodovim ovojima nema. Medutim
postoji istrazivanje o povezanosti ROS 1 IL-6 u razli¢itim tumorskim tkivima (31).

Poznata je veza izmedu duljine telomera 1 oksidativnog stresa (2—4). Telomere su strukture
smjeStene na vrhovima kromosoma, a njihova duljina postupno se smanjuje tijekom vremena
zbog diobe i starenja stanica. Stoga se mogu smatrati pokazateljem bioloSke dobi. Telomere se
skracuju kao posljedica oksidativnog stresa (2—4). Glavna gvanin ponavljaju¢a sekvenca
(TTAGGG) u telomerama osjetljiva je na oSte¢enje prouzroceno oksidativnim stresom.
Istrazivanja su pokazala da je u trudnica s PPPPO, u usporedbi s onima sa spontanim
prijevremenim porodom, duljina telomera u plodovim ovojima bila kra¢a. To bi navodilo na

zakljuCak da su one bile izlozene ve¢em oksidativnom stresu i brzem starenju. Zanimljivo je da

58



znacajne razlike u duljini telomera u plodovim ovojima izmedu PPPPO i terminskog poroda
nema, $to bi znacilo da je u oba sluc¢aja skracenje telomera posljedica oksidativnog stresa. Moglo
bi se zakljuciti da je starenje plodovih ovoja fizioloski proces koji je u slu¢aju PPPPO ubrzan
kao odgovor na oksidativni stres koji poti¢e ¢imbenike rizi ka za PPPPO (2,5). Sterilna upala
(eng. Sterile senescence associated secretory phenotype-SASP) znacajka je starenja stanice i
povezana je s prisutnoséu razliCitih upalnih biomarkera i enzima koji imaju sposobnost
razgradnje izvanstanicnog matriksa. Dokazano je u laboratorijskim uvjetima da ROS mogu
izazvati promjene u plodovim ovojima, identicne onima koje se vide kod starenja i SASP (6,97).
Markeri SASP u laboratorijskim uvjetima mogu izazvati uterotonicku aktivnost.

Znano je da u plodovim ovojima postoje i mikrofrakture koje su najvjerojatnije mjesta gdje se
tkivo remodelira. U plodovim ovojima nakon PPPO-a pronadeno je povecanje u broju i
morfometriji ovih mikrofraktura. One mogu djelovati kao kanali kroz koje mozZe istjecati plodova
voda, ali mogu sluziti i kao put za ulaz mikroorganizama te upalnih stanica (5).

Ova je studija pokazala da u plodovim ovojima kasnih nedonoSenih trudnoca postoji
imunohistokemijska izrazajnost RECK proteina. U skupini s histoloski dokazanim
korioamnionitisom 1 PPPPO izrazajnost RECK proteina bila je smanjena u odnosu na skupinu s
kasnim spontanim prijevremenim porodajem. RECK protein mogao bi biti jedan od markera
prijevremenog poroda, no za to bi bilo potrebno provesti opseznija istrazivanja na ve¢em broju
uzoraka kao 1 vjerojatno drugom metodom (PCR ili neka druga).

Misljenja smo da bi u buduénosti bilo korisno istraziti ulogu RECK proteina i ROS u mehanizmu
pocetka prijevremenog poroda jer bi, po dosadasnjim saznanjima o RECKu 1 ROSu, njihovo
medudjelovanje moglo biti medusobno ponistavajuce. Ako bi hipoteza bila potvrdena, otvarale
bi se mozda neke nove farmakoloSke moguénosti spreCavanja prijevremenog poroda.

Takoder bi se u pogledu uloge IL-6, ako bi ideja o trans i klasicnom putu signalizacije IL-6 bila
potvrdena, otvorile nove moguénosti za prevenciju, spreavanje i lijeCenje kasnog prijevremenog
poroda. Istrazivanja u buducnosti bi se, osim na ovu skupinu prijevremenih poroda, trebala
koncentrirati 1 na ekstremnu, tesku 1 umjerenu nedonosenost s obzirom na poznate epidemioloSke
podatke o njihovoj povezanosti s perinatalnim mortalitetom i1 morbiditetom. lako u ukupnom
broju oni ¢ine manji dio prijevremenih poroda, njihov sveukupni znacaj za kasniji razvoj djece

je veci.
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6. ZAKLJUCCI

1. U plodovim ovojima kasnih nedonoSenih trudnoca postoji imunohistokemijska
izrazajnost RECK proteina i IL-6.

2. U skupini trudnica s histoloski dokazanim korioamnionitisom i prijevremenim prsnu¢em
plodnih ovoja imunohistokemijska izrazajnost RECK proteina smanjena je u odnosu na skupinu
s kasnim spontanim prijevremenim porodom bez znakova histoloSkog korioamnionitisa.

3. U skupini trudnica s histoloski dokazanim korioamnionitisom 1 prijevremenim prsnu¢em
plodnih ovoja nema razlike u imunohistokemijskoj izrazajnosti IL-6 u odnosu na skupinu s
kasnim spontanim prijevremenim porodom bez znakova histoloskog korioamnionitisa.

4. U skupini trudnica s kasnim spontanim prijevremenim porodom i histoloski dokazanim
korioamnionitisom, imunohistokemijska izrazajnost RECK proteina smanjena je u odnosu na
skupinu s kasnim spontanim prijevremenim porodom bez histoloskih znakova korioamnionitisa.
5. U skupini trudnica s kasnim spontanim prijevremenim porodom i histoloski dokazanim
korioamnionitisom nema razlike u imunohistokemijskoj izrazajnosti IL-6 u odnosu na skupinu
s kasnim spontanim prijevremenim porodom bez histoloskih znakova korioamnionitisa.

6. U skupini trudnica s histoloski dokazanim korioamnionitisom i prijevremenim prsnu¢em
plodnih ovoja nema razlike u imunohistokemijskoj izraZzajnosti RECK proteina u odnosu na
skupinu s kasnim spontanim prijevremenim porodom uz znakove histoloskog korioamnionitisa.
7. U skupini trudnica s histoloski dokazanim korioamnionitisom 1 prijevremenim prsnu¢em
plodnih ovoja nema razlike u imunohistokemijskoj izrazajnosti IL-6 u odnosu na skupinu s

kasnim spontanim prijevremenim porodom uz znakove histoloskog korioamnionitisa.
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7. SAZETAK

Cilj istrazivanja je ispitati postoji li povezanost imunohistokemijske ekspresije interleukina 6 i
prisutnosti RECK proteina u plodovim ovojima trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34 -
36"%7 te su imale histoloske zna¢ajke korioamnionitisa i PPPPO i skupine onih koje su imale
spontani prijevremeni porod u istoj gestacijskoj dobi bez znakova korioamnionitisa.

Materijali i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 60 trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34
- 36"%7 trudnoée. Trudnice su grupirane u dvije skupine po 30 ispitanica. Prvu su ¢&inile one u
kojoj je histoloski dokazan korioamnionitis te koje su imale PPPPO. Drugu skupinu su ¢inile one
koje su imale spontani prijevremeni porod u istoj gestacijskoj dobi bez znakova korioamnionitisa.
Plodovi ovoji izuzimani su nakon poroda te je na njima, nakon obrade i pripreme, radena
imunohistokemijska ekspresija RECK proteina te IL-6. Imunohistokemijska izraZzajnost RECK 1
IL-6 je kategorizirana kao stupanj obojenosti citoplazme i to: 0 - nema obojanosti - ne detektira
se; 1 - slaba obojanost; 2 - jaka obojanost.

Rezultati: Nije nadena statisticki znacajna razlika u smislu zZivotne dobi rodilja, trajanja trudnoce,
pariteta 1 indeksa tjelesne mase izmedu rodilja iz istrazivanih skupina.

U skupini trudnica koje su rodile u gestacijskoj dobi 34 - 36" tjedana, te su imale histoloske
znaCajke korioamnionitisa uz PPPPO pronaSli smo statistiCki znacCajno slabiju
imunohistokemijsku izrazajnost RECK proteina u odnosu na one koje su imale spontani
prijevremeni porodaj (x*=4,29, p=0,04) bez znakova korioamnionitisa. U obje istraZivane
skupine imunohistokemijska izraZajnost IL-6 je bila jaka, ali nije bilo statisti¢ki znacajne razlike
(Fischer egzaktni test=0,61; p>0,05).

Zakljucak: U kasnim nedonoSenim trudno¢ama histoloski dokazani korioamnonitis povezan s
PPPPO ima utjecaja na smanjenu imunohistokemijsku izrazajnost RECK proteina u plodovim

ovojima, ali nema utjecaja na ekspresiju IL-6.
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8. SUMMARY
Objective of this research is to find out is there an association between immunohistochemical
expression of Interleukin 6 and presence of RECK protein in fetal membranes of women who

had late preterm delivery at 34-36"7

weeks and had histological features of chorioamnionitis
and PPROM and a group of women who had spontaneous premature birth at the same gestational
age without histological features of chorioamnionitis.

Materials and methods: There have been 60 women who gave birth at gestational age of 34-
36™7. They were divided into two groups (30 pregnant women in each group). In the first group
there were women with histological features of chorioamnionitis who also had PPROM. In the
second group were women who had spontaneous preterm delivery at the same gestational age
without histological features of chorioamnionitis.

Fetal membranes had been collected after delivery and after that immunohistochemistry was
preformed using monoclonal antibodies against RECK protein and IL-6. The intensity of anti
RECK and IL-6 cytoplasmic staining of placental membranes was categorized as: 0 -
undetectable; 1 - weak; 2 — strong; according to the protocol of Scheller et al. (104). SPSS version
17.0 was used for statistical analysis.

Results: No statistically significant difference has been found in the terms of the age of pregnant
women, duration of pregnancy, parity and body mass index between two research groups.

In the group of pregnant women who gave birth at gestational age of 34-36 and who had
histological characteristics of chorioamnionitis and PPROM we found statistically significant
weaker immunohistochemical expressiveness of RECK protein in comparison to those who gave
spontaneous premature birth (y>=4,29, p=0,04). In both research groups immunohistochemical
expressiveness of IL-6 was very strong, but with no statistically significant difference (Fischer
exact test= 0.61; p>0,05).

Conclusion: In fetal membranes of women who had late preterm delivery histologically proven
chorioamnionitis has impact on immunohistological expresiveness of RECK protein, but has no

impact on the expression of 1L-6.
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