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SAZETAK

Hipertenzivni poremecaji trudnoe predstavijaju znacCajan uzrok morbiditeta i
mortaliteta majki i novorodencadi. Kromogranin A je neuroendokrini protein koji
proteolitiCkim cijepanjem stvara brojne aktivhe peptide, ukljuCujucéi katestatin, koji
inhibira oslobadanje katekolamina i pokazuje vazodilatacijska svojstva.

Cilj je bio istraziti dinamiku promjena koncentracija kromogranina A i katestatina
tijekom porodaja, moguce razlike u koncentracijama kod gestacijske hipertenzije te
njihovu povezanost s ishodima trudnocée buduci da kromogranin A i katestatin pokazuju

dijagnosticki potencijal u hipertenzivnim poremecajima trudnoce.

Ovo prospektivno istrazivanje provedeno je na Zavodu za porodnistvo Klini¢kog
bolnickog centra Sestre milosrdnice. Uklju€ivalo je 40 trudnica: 20 s gestacijskom
hipertenzijom lijecenih metildopom i 20 zdravih kontrola. Uzorci krvi prikupljeni su prije
(prije poCetka trudova) i poslije (2 sata nakon) porodaja. |1z uzorka prije porodaja
izmjerene su koncentracije opcih biokemijskih i endokrinolo$kih parametara. U obje
vremenske toCke izmjerene su koncentracije kromogranina A i katestatina. Zabiljezene

su klinicke i antropometrijske karakteristike trudnica i novorodencadi.

Koncentracija kromogranina A znacajno se smanijila nakon porodaja u obje skupine,
dok koncentracije katestatina nisu pokazale statistiCki znacajnu promjenu. Nisu
pronadene razlike u koncentracijama kromogranina A i katestatina izmedu skupina ni
prije ni poslije porodaja. Kod trudnica s fetusima Zenskog spola izmjerene su nize
koncentracije katestatina u skupini s gestacijskom hipertenzijom. Nije pronadena
povezanost s Apgarovim indeksom ni s percentilima porodajne mase novorodencadi.
Samo u kontrolnoj skupini koncentracija katestatina bila je povezana s vrijednostima
krvnog tlaka. Regresijska analiza pokazala je da indeks tjelesne mase predstavlja
najvazniji prediktor gestacijske hipertenzije i povisenog krvnog tlaka, dok kromogranin

A i katestatin nemaiju klini¢ku vrijednost.

Rezultati ovog istrazivanja upucuju da kromogranin A i katestatin trenutano nemaju
kliniCku vrijednost u predvidanju gestacijske hipertenzije. Indeks tjelesne mase ostaje
kljuCni prediktor, Sto naglasava vaznost savjetovanja o tjelesnoj masi prije i tijekom

trudnoce.

Kljune rijeci: kromogranin A, katestatin, gestacijska hipertenzija, trudnoca



SUMMARY

Background: Hypertensive disorders in pregnancy represent one of the leading
causes of maternal and neonatal morbidity and mortality worldwide, affecting
approximately 5-10 % of all pregnancies. Gestational hypertension, defined as new-
onset hypertension after 20 weeks of gestation without proteinuria, poses substantial
risks to both maternal and foetal health. Chromogranin A is an acidic glycoprotein
belonging to the granin family, stored in secretory granules of neuroendocrine cells
throughout the body, including the adrenal medulla, sympathetic nervous system, and
placental tissues. Chromogranin A contributes to the regulation of catecholamine
storage and release. It also acts as a precursor for bioactive peptides with multiple
functions, including catestatin. Catestatin acts as an endogenous nicotinic cholinergic
antagonist, inhibiting catecholamine release. Apart from modulating sympathetic
activity, catestatin exhibits direct vasodilatory properties through nitric oxide-
dependent and independent mechanisms, suggesting involvement in blood pressure
regulation. The placenta is an important source of chromogranin A and its related
peptides. In complicated pregnancies, these levels may be altered, potentially
contributing to or reflecting the processes behind hypertensive disorders.

Aim: The primary hypothesis of this study was that pregnant women with gestational
hypertension exhibit higher chromogranin A and lower catestatin concentrations before
delivery compared to the postpartum period. The study’s aims were to investigate
longitudinal changes in these markers, compare concentrations between women with
gestational hypertension and healthy controls, assess associations with clinical

parameters and neonatal outcomes, and evaluate their predictive value.

Participants and Methods: This prospective cohort study enrolled 40 pregnant
women: 20 with gestational hypertension treated with methyldopa and 20 healthy
controls. Venous blood was collected before delivery and postpartum (2 hours after
delivery). Clinical and anthropometric data were collected, including age, parity, height,
pre-delivery weight, and body mass index (BMI). Blood pressure was measured using
standardised protocols. Neonatal outcomes included birth weight, length, sex, Apgar
scores, and birth weight centiles. Statistical analyses employed non-parametric tests
due to the small sample size. Continuous variables were presented as median with
interquartile range. Spearman's rank correlation analysis was used to assess

relationships between biomarkers and clinical parameters. Logistic regression



evaluated predictors of gestational hypertension, and multiple linear regression

examined associations with blood pressure. Statistical significance was set at P < 0.05.

Results: Chromogranin A concentrations before delivery showed a median of 58.7
ng/mL (47.0-67.8) in controls, decreasing significantly to 42.1 ng/mL (35.8-53.4) after
delivery (P < 0.001). In the gestational hypertension group, pre-delivery chromogranin
A measured 46.1 ng/mL (40.0-65.1), decreasing significantly to 35.2 ng/mL (30.5—
45.5) postpartum (P < 0.001). This represented a 23 % reduction in both groups,
indicating a consistent physiological response independent of hypertensive status.
Catestatin concentrations remained stable in both groups, with median values of 4.5
(3.7-6.1) ng/mL before and 5.2 (3.9-6.7) ng/mL after delivery in controls, and 3.9 (3.2—
5.1) ng/mL before and 3.9 (3.3-5.7) ng/mL after delivery in the gestational
hypertension group (both P > 0.05). Comparisons between groups revealed no
statistically significant differences in chromogranin A or catestatin concentrations at
either time point. In gestational hypertension, catestatin showed significant sex-
dependent patterns. Women with gestational hypertension carrying female foetuses
had significantly lower catestatin than control women carrying female foetuses (P =
0.046), whereas no difference existed for male foetuses. Chromogranin A and
catestatin showed no significant correlation with each other in either group. In controls,
catestatin demonstrated significant positive correlations with systolic blood pressure
(rho = 0.536, P = 0.015) and diastolic blood pressure (rho = 0.470, P = 0.036). These
correlations between catestatin and blood pressure were absent in gestational
hypertension. Chromogranin A showed no significant correlations with blood pressure
in either group. Neither biomarker demonstrated significant associations with neonatal
birth weight centiles. Methyldopa dose showed no significant correlations with
chromogranin A, catestatin, or blood pressure values. Logistic regression analysis
revealed that the overall model was statistically significant (P = 0.001) and explained
approximately 49.5 % of the variance. BMI was the only statistically significant predictor
with an odds ratio of 1.458 (P = 0.007). Neither chromogranin A nor catestatin showed
significant predictive value. Multiple linear regression for systolic blood pressure
showed that only BMI was significant (P = 0.038), with each unit increase associated
with a 1.444 mmHg increase. Chromogranin A and catestatin showed no significant
associations. For diastolic blood pressure, the overall model was not statistically

significant, and none of the predictors showed a significant association.



Conclusions: This study investigated chromogranin A and catestatin as potential
biomarkers in gestational hypertension, yielding results that partially support the
hypothesis. Chromogranin A concentrations decreased significantly following delivery
in both groups, confirming the first part of the hypothesis. However, catestatin levels
remained stable throughout the peripartum period, contradicting the hypothesis of
decreased postpartum concentrations. The consistent decrease in chromogranin A
following delivery in both normotensive and hypertensive women suggests a
physiological response regardless of hypertensive status, possibly reflecting the
removal of placental sources. Catestatin stability despite marked chromogranin A
changes indicates distinct regulatory mechanisms, potentially involving differences in
production, degradation, or clearance. The absence of significant differences in
chromogranin A or catestatin between gestational hypertension and controls indicates
that neither biomarker provides diagnostic utility for identifying gestational
hypertension. The sex-specific catestatin finding, with significantly lower levels in
women with gestational hypertension carrying female foetuses, suggests foetal sex
may modulate peptide production or metabolism in hypertensive pregnancy, aligning
with evidence that foetal sex influences pregnancy physiology and pathology. The loss
of catestatin-blood pressure correlation in gestational hypertension, despite significant
positive correlations in controls, represents an important finding. In a healthy
pregnancy, this correlation may reflect a compensatory mechanism whereby higher
blood pressure stimulates increased catestatin production to limit further elevation.
Disruption in gestational hypertension could indicate exhausted compensatory
mechanisms or methyldopa effects. Regression analyses identified BMI as the most
important predictor of gestational hypertension, explaining nearly 50 % of the variance.
This reinforces the well-established relationship between maternal obesity and
hypertensive disorders. Neither chromogranin A nor catestatin demonstrated
predictive value when clinical factors were considered. In conclusion, although
chromogranin A undergoes significant peripartum changes and catestatin exhibits sex-
specific patterns, neither biomarker currently provides clinical utility for the diagnosis,
prediction, or monitoring of gestational hypertension. BMI remains a significant risk
factor, underscoring the continued need for weight counselling in prenatal care. The
loss of catestatin-blood pressure correlation and sex-specific findings warrant further

investigation.
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1.1 FizioloSke promjene u trudnoéi

TrudnocCa predstavlja razdoblje brojnih promjena s ciliem prilagodbe na
novonastalo stanje (1,2). Cilj prilagodbe jest osigurati dovoljan protok krvi kroz
posteljicu potreban za razvoj ploda te pripremu majcinog tijela za porodaj (3,4). Gotovo
svi organski sustavi zahvaceni su ovom prilagodbom, pri €emu se javljaju fizioloSke
promjene u funkciji kardiovaskularnog sustava, bubrega, metabolizma ugljikohidrata i

masti, promjene u sustavu koagulacije te brojne endokrinoloske promjene (1,2).
1.1.1 Kardiovaskularne prilagodbe

Kardiovaskularne promjene tijekom trudno¢e dovode do povecanja minutnog
volumena srca i preraspodjele protoka krvi prema maternici, uz regulaciju porasta
arterijskog tlaka (3,5). Navedene promjene zapoc€inju rano u trudnocCi, a dosezu

vrhunac u sredini i kasnoj trudnodi (2,5).

Dolazi do znacajnog povecéanja ukupnog volumena Kkrvi, pri ¢emu se volumen
plazme povecéava za priblizno 40 — 50 % iznad razina prije trudnoée (6). Povecanje
volumena plazme proporcionalno je vec¢e od povecCanja mase eritrocita, Sto rezultira
fizioloSkom anemijom (5). Povecanje volumena krvi osigurava potrebnu perfuziju i
oksigenaciju maternice, posteljice, ploda i ostalih maj€inih tkiva te se na taj nacin
dopremaju nuzni nutrijenti za razvoj samog ploda. Takoder, trudnica se S§titi od

hipovolemicnih epizoda tijekom porodaja (1,5).

Minutni volumen srca tijekom trudnoée povecava se za priblizno 30 — 50 %
iznad vrijednosti prije trudnoce (4,5). Poveéanje minutnog volumena rezultat je
kombinacije povec¢anog udarnog volumena i povec¢ane frekvencije srca (5). Promjene
su posredovane neurohormonalnim signalima, ukljuCujuci aktivaciju simpatickog

Ziv€anog sustava i utjecaj hormona posteljice kao Sto su estrogen i progesteron (2,5).

Usporedno s poveéanjem minutnog volumena, dolazi do smanjenja sistemskog
vaskularnog otpora, koje zapoc€inje u ranoj trudnoéi i nastavlja se tijekom cijele
trudnoce (2,5). Vazodilatacija je posredovana razliCitim cCimbenicima, ukljuCujuci
povecanu proizvodnju duSikovog oksida, promjene u vaskularnom tonusu

posredovane progesteronom, te vazodilatatorima koje proizvodi posteljica. Smanjeni
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vaskularni otpor olakSava povecani protok krvi prema posteljici i omogucuje optimalnu

razmjenu hranjivih tvari i kisika izmedu majke i fetusa (5,7).
1.1.2 BubrezZne prilagodbe

Bubrezni sustav dozivljava promjene kako bi podrzao povecani metaboliCki
klirens te retenciju natrija i vode potrebnu za povecéanje volumena krvi (1,2). Jedna od
najizrazenijih bubreznih prilagodbi je poveéanje bubreznog protoka krvi i brzine
glomerularne filtracije (GFR). GFR se povec¢ava za priblizno 40 — 50 % iznad bazalnih
vrijednosti (5). Kao rezultat povecanog GFR-a, serumske koncentracije kreatinina i

ureje nize su u trudnoci nego prije trudnoce (1,2).

Renin-angiotenzin-aldosteron sustav (RAAS) aktivira se tijekom trudnoce, s
poveéanim koncentracijama renina, angiotenzina Il i aldosterona (1,5). Ova je
aktivacija bitna u regulaciji volumena krvi i elektrolita tijekom trudnoce (2). PovecCana
aktivnost RAAS-a potiCe retenciju natrija i vode u bubrezima, $to doprinosi povec¢anju
volumena plazme (1,6). Unato¢ povecanim koncentracijama angiotenzina Il, trudnice
obi¢no ne razvijaju hipertenziju zbog smanjene vaskularne osjetljivosti na angiotenzin
Il, Sto je posredovano razliitim mehanizmima ukljuCujuéi povecanu proizvodnju

vazodilatacijskih prostaglandina i duSikovog oksida (5).
1.1.3 Promjene u sustavu koagulacije

Tijekom trudnoce, ravnoteza sustava koagulacije (hemostaze) pomaknuta je u
smjeru hiperkoagulabilnog stanja kao rezultat pojaCane aktivacije sustava zgruSavanja
i smanjenja fibrinolitiCke aktivnosti (2). Glavni cilj promjena je zasStita majke od
krvarenja tijekom porodaja (8). Medutim, ove promjene takoder povecéavaju rizik od
tromboembolijskih dogadaja tijekom trudnoce i postporodajnog razdoblja (5). Dolazi do
znaCajnog povecanja koncentracija vecCine Cimbenika zgruSavanja i fibrinogena.
Navedene promjene zapoc€inju u ranom drugom tromjeseCju i progresivho se
povecéavaju tijekom trudnocée i dosezu vrhunac neposredno pred porodaj. Usporedno
s povecanjem prokoagulantnih ¢imbenika, dolazi do fizioloSkog smanjenja inhibitora
koagulacije proteina S i smanjene fibrinoliticke aktivnosti. Broj trombocita blago pada
zbog povecane potrosnje i razrjedenja uslijed povecanja volumena plazme, ali obi¢no
ostaje u referentnom rasponu. Medutim, trombociti pokazuju povecCanu aktivnost i

sposobnost agregacije, $to dodatno doprinosi prokoagulantnom stanju (2).
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1.1.4 Promjene u metabolizmu glukoze i masti

Glavni energetski izvor fetusa je glukoza, dok se metabolizam majke
preusmjerava na koriStenje masti i proteina (9,10). U prvom tromjesecju pocinje
stimulacija i hipertrofija B-stanica gusterace, koja se dodatno poti¢e u drugom i treCem
tromjesecju zbog fizioloSke inzulinske rezistencije (11,12). Svrha je odrzati optimalnu
koncentraciju glukoze u krvi majke i osigurati dovoljnu opskrbu fetusa glukozom
(13,14). Koncentracije triglicerida se znacajno povecéavaju i dosezu vrhunac u tre¢em
tromjesecju. Ukupni kolesterol i lipoprotein niske gustoce (LDL-kolesterol, engl. low
density lipoprotein) takoder rastu, dok lipoprotein visoke gustoce (HDL-kolesterol, engl.
high density lipoprotein) blago pada (15,16). Ove promjene omogucuju pohranu
majCinih masnih zaliha u ranoj trudnodi i pruzaju alternativhe energetske izvore u

kasnoj trudnoci te Cuvaju glukozu za potrebe fetusa (17,18).
1.1.5 Promjene u endokrinoloSkom sustavu

Posteljica djeluje kao glavna endokrina Zlijezda tijekom trudnoce te proizvodi
brojne hormone koji utjeCu na majcin metabolizam (19,20). Humani placentalni
laktogen (hPL, engl. human placental lactogen) potiCe inzulinsku rezistenciju, lipolizu i
glukoneogenezu Cime preusmjerava majCine metabolicke supstrate prema fetusu
(21,22). Humani korionski gonadotropin (hCG, engl. human chorionic gonadotropin),
estrogen, progesteron, relaksin i placentalni Cimbenik rasta takoder doprinose
metaboliCkim prilagodbama (23-25). Dolazi do promjene brojnih drugih hormona, a
sama promjena ovisi o tjednu trudnoce (19). Oko 10. tjedna trudnocCe javlja se vrSna
koncentracija hCG-a koja, zbog strukturne homologije s tireotropnim hormonom,
dovodi do blagoga smanjenja koncentracije tog hormona (26). Koncentracija prolaktina
kontinuirano raste tijekom trudnocCe kao priprema za laktaciju (27). Svrha svih tih
promjena je odrzavanje trudnoce, prilagodba metabolizma majke i priprema za

porodajno i postporodajno doba (19,23).

1.1.6 Utjecaj promjena na krvni tlak

Vrijednosti arterijskog tlaka mijenjaju se tijekom trudnoce kao rezultat postupnih
promjena u kardiovaskularnom, bubreznom i endokrinolo§kom sustavu (Slika 1). U
prvom tromjesecju dolazi do pada krvnog tlaka, sto je osobito vidljivo u vrijednostima

dijastolickog krvnog tlaka (28). Navedeni pad je rezultat sistemske vazodilatacije

3
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uzrokovane hormonalnim promjenama, ukljuCujuéi povecCanje koncentracija
estrogena, progesterona i relaksina, koji posreduju u otpustanju dusikovog oksida
(24,29). I1zmedu 20. i 24. tjedna trudnoce vrijednosti krvnog tlaka dosezu najnize
vrijednosti (30). Prosje€no smanjenje srednjeg arterijskog tlaka moze iznositi oko 8
mmHg u odnosu na pocetne vrijednosti (31). U treCem tromjesecju sistoliCki i
dijastoli¢ki krvni tlak postupno rastu, u prosjeku za oko 8 mmHg, sve do porodaja
(32,33). Neposredno nakon porodaja krvni tlak pada, a zatim ponovno raste, uz vrSne
vrijednosti sistolickog tlaka izmedu 3. i 5. dana te dijastolickog tlaka izmedu 5.1 7. dana
nakon porodaja. Porast krvnog tlaka odmah nakon porodaja i uklanjanja posteljice
posljedica je smanjene koncentracije vazodilatacijskih hormona podrijetlom iz
posteljice. Dodatno, dolazi do nagle preraspodjele tjelesnih tekucina. Krvni tlak se

obi€no normalizira unutar dva tjedna nakon porodaja (34).

Porodaj

Zacece

Krvni tlak \\\

Volumen krvi

Prvo tromjesedje  Drugo tromjeselje  Trece tromjesedje Rano Kasno

Trudnoca Postporodajno doba

Slika 1. Promjene krvnog tlaka tijekom trudnoce.
Slika prikazuje fizioloSke promjene krvnog tlaka, sistemskog vaskularnog otpora i volumena krvi po
tromjesecjima trudnoce te u ranom (do 2 tjedna poslije porodaja) i kasnom (2 do 12 tijedana poslije

porodaja) postporodajnom dobu. Prilagodeno prema Countouris i suradnici (32).
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1.2 Trudnoéa i porodaj

TrudnocCa prosje€no traje 40 tjedana raCunajuéi od prvog dana posljednje
menstruacije (35). Dijeli se na tromjesecja (trimestra) koja predstavljaju razliCite faze
fetalnog razvoja i majCine prilagodbe. Prvo tromjesecje obuhvaca razdoblje od zaCeca
do kraja 13. tjedna trudnoce, u kojem se stvaraju svi glavni organski sustavi fetusa. U
drugom tromjesecju (14. — 27. tjedan trudnoce) nastavlja se ubrzani rast fetusa. U
treCem tromjesecju (od 28. tjedna trudnoce do porodaja) usporava se fetalni rast,
dovrSava se sazrijevanje organa, a majCin organizam se priprema za porodaj putem

hormonalnih i strukturnih promjena maternice i vrata maternice (cerviksa) (36).

Pojam terminski porodaj odnosi se na porodaj koji se odvija izmedu 37+0 i 41+6
tiedana trudnoce. Terminski porodaj se dodatno dijeli na rani (37+0 — 38+6 tjedana),
puni (39+0 — 40+6 tjedana) i kasni termin (41+0 — 41+6 tjedana). Porodaji u punom
terminu (39. — 40. tjedan) povezani su s najboljim ishodima za majku i dijete (35).
Normalan porodaj je koordinirani fizioloSki proces kojim se fetus izbacuje iz maternice
uz redovite kontrakcije maternice, a zavrSava izbacivanjem posteljice i postupnom
involucijom maternice (37,38). Porodaj je slozen proces koji zahtijeva uskladenu
koordinaciju izmedu majke, fetusa i posteljice, uz brojne hormonalne, mehanicke i

imunoloske signale (37).

Porodaj moze biti vaginalni ili zavrSen kirur§kim zahvatom (carskim rezom) (38).
Vaginalni porodaj moze zapoceti spontano ili indukcijom (37). Indukcija porodaja je
medicinski postupak kojim se umjetno pokre¢u kontrakcije maternice. Postoje
farmakoloSke i mehaniCke metode indukcije porodaja (39). FarmakoloSke metode
uklju€uju primjenu prostaglandina, oksitocina ili njihovu kombinaciju. Prostaglandini su
hormoni koji potiCu sazrijevanje vrata maternice i kontrakcije maternice te se
primjenjuju lokalno ili sistemski. Oksitocin se primjenjuje intravenskom infuzijom uz
postupno povecanje doze do postizanja adekvatnih kontrakcija (39,40). Mehanicke
metode uklju€uju postupke koiji fiziCki potiCu otvaranje vrata maternice i oslobadanje
endogenih prostaglandina (39). NajceS¢a mehanicka metoda je amniotomija, odnosno
umjetna ruptura plodovih ovojnica (vodenjaka), koja poti¢e oslobadanje prostaglandina
i pojaCava kontrakcije maternice. Kombinacija farmakoloskih i mehanickih metoda
skra¢uje vrijeme od indukcije do porodaja te povecCava vjerojatnost vaginalnog

porodaja unutar 24 sata u usporedbi s primjenom pojedina¢nih metoda.
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Vaginalni porodaj se tradicionalno dijeli na Cetiri faze, pri ¢emu prve tri
obuhvacaju sam proces radanja djeteta i posteljice, dok se €etvrta faza odnosi na rano

postporodajno razdoblje i neposredni oporavak majke (41—-43).

Prva faza porodaja (otvaranje) pocCinje s pojavom redovitih i progresivnih kontrakcija

maternice i zavrSava kada je vrat maternice potpuno dilatiran oko 10 cm.

Druga faza porodaja (izgon ploda) pocinje potpunom dilatacijom vrata maternice (10

cm) i zavrSava rodenjem djeteta.

Treéa faza porodaja (izgon posteljice) poCinje odmah nakon rodenja djeteta i
zavrSava izbacivanjem posteljice i ovoja posteljice. Kontrakcije maternice se
nastavljaju kako bi se posteljica odvojila od stijenke maternice i izbacila, naj¢eSce

unutar 5 do 15 minuta nakon rodenja djeteta.

Cetvrta faza porodaja pocinje neposredno nakon izbacivanja posteljice i obiéno traje
do dva sata. U ovom razdoblju majka se intenzivnho nadzire zbog mogucih pojava
komplikacija, osobito postporodajnog krvarenja. Glavni cilj je stabilizacija majcinog

stanja i osiguranje dobrobiti majke i novorodenceta nakon porodaja.
1.3 Hipertenzivni poremecaji u trudnoci

Hipertenzivni poremecaji u trudnoCi predstavljaju ozbiljan javnozdravstveni
problem (44). Na svjetskoj razini, ubrajaju se medu tri glavna uzroka majcinskog
morbiditeta i mortaliteta. Navedeni poremecaji zahvacaju priblizno 5 — 10 % svih
trudnoca, iako se procjene u razli€itim populacijama kre¢u i do 10 — 22 % (45-47).
lzmedu 1990. i 2021. godine, globalna incidencija hipertenzivnih poremecaja u

trudnodi porasla je za 15,24 %, dok se prevalencija povecala gotovo Sest puta (46).

Hipertenzivni poremecaji znacajno doprinose majcinskom i perinatalnom
morbiditetu i mortalitetu. Hipertenzija, ovisno o stupnju i tipu, moZe biti povezana s
intrauternim  zastojem rasta (IUGR, engl. intrauterine growth restriction) i
prijevremenim porodajem, a moze dovesti i do smrti majke i novorodenceta (44). Zene
koje su razvile hipertenzivne poremecaje u trudnocéi imaju povecan rizik od razvoja
kroni¢ne hipertenzije, kardiovaskularnih bolesti i metabolickih poremecaja nakon
trudnocCe. Djeca rodena iz takvih trudnoc¢a takoder mogu imati veci rizik od
kardiovaskularnih bolesti i metabolickih poremecaja u odrasloj dobi (35,48).
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Dijagnosticki kriteriji za hipertenziju u trudnoci temelje se na sistolicCkom krvnom
tlaku = 140 mmHg i/ili dijastolickom krvnom tlaku = 90 mmHg. PoviSene vrijednosti
moraju biti potvrdene u najmanje dva mjerenja u razmaku od najmanje Cetiri sata.
Prema tezini, hipertenzija se dijeli na blagu do srednje tesku (sistolicki tlak 140 — 159
mmHg i/ili dijastolicki 90 — 109 mmHg) i teSku hipertenziju (sistolicki tlak = 160 mmHg
i/ili dijastolic¢ki tlak = 110 mmHg) (35).

1.3.1 Podjela hipertenzivnih poremecaja u trudnoci

Hipertenzivni poremecaji u trudnoCi dijele se na Cetiri glavne kategorije i
ukljuCuju gestacijsku hipertenziju, preeklampsiju, kroni€nu hipertenziju i kroniCnu

hipertenziju sa superponiranom preeklampsijom (35).

Gestacijska hipertenzija definira se kao novonastala hipertenzija koja se
razvija nakon 20. tjedna trudnoce, bez prisutnosti proteinurije ili drugih znakova

oStecenja organa (35).

Preeklampsija je multisistemski poremecaj karakteriziran novonastalom
hipertenzijom nakon 20. tjedna trudnocée, uz prisutnost proteinurije ili, u odsutnosti
proteinurije, s drugim znakovima oStecenja ciljnih organa. Proteinurija se definira kao
izluCivanje = 300 mg proteina u 24-satnom uzorku mokrace, omjer protein/kreatinin 2
30 mg/mmol ili omjer albumin/kreatinin = 8 mg/mmol. Ako kvantitativho odredivanje
proteina u mokraci nije dostupno, proteinurija se dokazuje o€itanjem na test-trakici od
2+ ili viSe. U odsutnosti proteinurije, dijagnoza preeklampsije moze se postaviti u
prisutnosti novonastale hipertenzije udruzene s trombocitopenijom, oSteCenjem
jetrene funkcije, bubreznom insuficijencijom, pluénim edemom te pojavom terapijski
rezistentne glavobolje koja se ne moze objasniti drugim uzrocima ili prisutnos¢u
vizualnih simptoma (35,44). Eklampsija se definira kao pojava novih, generaliziranih
tonicko-klonickih napadaja u trudnice koja ima preeklampsiju, a u odsutnosti drugih
stanja poput epilepsije, mozdane ishemije, intrakranijalnog krvarenja ili zlouporabe
droga (35).

Kroni€na hipertenzija definira se kao arterijska hipertenzija prisutna prije
trudnoce ili dijagnosticirana prije 20. tjiedna gestacije ili ako se zadrzava dulje od 12
tiedana postporodajno (35).
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Kroni€na hipertenzija sa superponiranom preeklampsijom odnosi se na
razvoj preeklampsije u trudnice s prethodno dijagnosticiranom kroni¢nom
hipertenzijom. Dijagnosticki kriteriji ukljuCuju pogor$anje prethodno prisutne
hipertenzije, pojavu novonastale proteinurije ili nagli porast prethodne proteinurije te
razvoj znakova ostecCenja funkcije ciljnin organa karakteristicnin za preeklampsiju
(trombocitopenija, osteéenje jetrene funkcije, bubrezna insuficijencija, plucni edem i
glavobolja koja ne reagira na primijenjenu terapiju i ne moze se objasniti drugim

uzrocima ili je pracena vizualnim simptomima) (35).

HELLP sindrom (engl. Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelet count)
se moze pojaviti i bez prisutnosti hipertenzije ili proteinurije, $to su uobi¢ajeni znakovi
preeklampsije. Karakteriziran je hemolizom, povisenim jetrenim enzimima i
trombocitopenijom. Dijagnoza se postavlja na temelju sljedecih kriterija: koncentracija
laktat-dehidrogenaze (LDH) = 600 IU/L, aktivhost aspartat-aminotransferaze (AST) i
alanin-aminotransferaze (ALT) viSe od dvostruko iznad gornje granice normale te broj
trombocita < 100 x 109/L. Do 15 % trudnica s HELLP sindromom ne pokazuje klasi¢ne
znakove hipertenzije ili proteinurije. KliniCki se moze manifestirati i simptomima teske
preeklampsije, ukljuCujuci nagli porast krvnog tlaka (sistolicki 2 160 mmHg ili dijastolicki
= 110 mmHg), bubreznu insuficijenciju, pluéni edem, jaku glavobolju te vizualne

poremecaje (35).
1.3.2 Etiologija novonastale hipertenzije u trudnoéi

Patofiziologija gestacijske hipertenzije je slozena i dalje nije u potpunosti
razjasnjena, a brojne postavljene hipoteze obuhvacéaju gotovo sve majcine i fetalne
organe (49,50). Mnogi mehanizmi gestacijske hipertenzije preklapaju se s onima kod
preeklampsije (48,51). PostojeCi majcini komorbiditeti, reproduktivha povijest te
genetski i imunoloski ¢imbenici zna€ajno povecavaju rizik od razvoja hipertenzivnih

poremecaja u trudnodi (46,52).

Kljuénu ulogu u patogenezi imaju poremecaji u razvoju posteljice (53). U
normalnoj trudnodi, dolazi do invazije trofoblasta posteljice u spiralne arterije maternice
tijekom prvog i ranog drugog tromjesecja, Cime se transformiraju iz uskih zila visokog
otpora u Siroke Zile niskog otpora, sposobne za velik protok (54). Ova fizioloSka
pregradnja spiralnih arterija osigurava odgovarajuéu perfuziju maternice i posteljice

nuznu za razvoj fetusa (4,55). Kod gestacijske hipertenzije i preeklampsije, invazija
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trofoblasta je neadekvatna, Sto dovodi do nedovoljne pregradnje spiralnih arterija
(54,56). Zbog toga te arterije ostaju uske i s visokim otporom. Kao posljedica, javlja se
hipoperfuzija posteljice, koja pokre¢e kaskadu dogadaja (57,58). Mehanizmi koji
dovode do neadekvatne invazije trofoblasta nisu u potpunosti razjasnjeni, ali mogu
ukljuCivati imunoloske Cimbenike, genetske predispozicije, upalne procese i vel

postojece vaskularne bolesti majke (59).

Nastala ishemija i hipoksija posteljice dovode do oksidacijskog stresa $to za
posljedicu ima oslobadanje razliCitih Cimbenika u maj€inu cirkulaciju, ukljuCujuci
proupalne citokine, antiangiogene €imbenike, slobodne radikale i druge vazoaktivne
supstance (60,61). Ishemi¢na posteljica proizvodi povecane koncentracije
antiangiogenih ¢imbenika. Jedan takav Cimbenik je topljivi fms-sli¢ni tirozin-kinazni
receptor 1 (sFlt-1, engl. soluble fms-like tyrosine kinase-1) koji veze endotelni Cimbenik
vaskularnog rasta (VEGF, engl. vascular endothelial growth factor) i placentalni
Cimbenik rasta (PIGF, engl. placental growth factor), €¢ime ih sprjeCava da se vezu na
svoje endotelne receptore i obavljaju svoje angiogene i vazoprotekcijske funkcije (62).
Istodobno dolazi do smanjenja koncentracije angiogenih ¢imbenika poput VEGF-a i
PIGF-a (63). Nastala neravnoteza izmedu proangiogenih i antiangiogenih ¢imbenika
pridonosi ukupnoj disfunkciji endotela (64). Endotelna disfunkcija dovodi do
ekstravaskularnog nakupljanja tekuéine (edema), proteinurije, smanjene proizvodnje
vazodilatacijskih Cimbenika, povecane proizvodnje vazokonstrikcijskih Cimbenika,
aktivacije sustava zgruSavanja i oslobadanja proupalnih citokina (5,65). Konacno,
disfunkcija endotela dovodi do sistemskih manifestacija, ukljuCujuci hipertenziju te
potencijalno ostecenje ciljnih organa. Gestacijska hipertenzija je u nekim aspektima
odvojena od preeklampsije, ali zajedniCki patofizioloSki putevi i rizik od progresije iz
jedne u drugu Cine etiologiju ovih stanja usko povezanom (5,48).

KliniCka slika gestacijske hipertenzije i preeklampsije Cesto se preklapa (51).
Oko 10 — 50 % Zena s gestacijskom hipertenzijom u konacCnici razvije preeklampsiju
(35). 1z tog razloga, gestacijska hipertenzija Cesto se smatra privremenom dijagnozom
kod trudnica s hipertenzijom koje joS ne ispunjavaju sve dijagnostiCke kriterije za
preeklampsiju (5). Unato€ Cestom povoljnom ishodu kod blaZe gestacijske hipertenzije,
oba poremecaja mogu dovesti do nepovoljnih ishoda trudnoce te dugoroénih
komplikacija, uklju€ujuci razvoj kroni¢ne hipertenzije (5,48). Gestacijska hipertenzija

znacajno povecava rizik od nezeljenih ishoda za majku i novorodence, ukljuCujuci
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prijevremeni porodaj, novorodencad s malom porodajpom masom te prerano

odvajanje (abrupciju) posteljice (66).
1.3.3 Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj hipertenzije

Rizi¢ni Cimbenici za novonastale hipertenzivne poremecaje u trudnoci ukljuuju
demografska, zdravstvena i anamnesticka obiljezja majke. Ovi ¢imbenici pomazu u
ranom prepoznavanju trudnica s poveéanim rizikom i omogucuju pravovremene

preventivne mjere uz pojacan nadzor tijekom trudnoce.

Visok indeks tjelesne mase (ITM) smatra se vaznim rizicnim Cimbenikom jer
viSak masnog tkiva potice kroniCnu upalu i razvoj inzulinske rezistencije. Takvo
metaboliCko okruZenje postupno naru$ava funkciju endotela, $to otezava njihovu

prilagodbu na poveéane zahtjeve u trudnoci (67,68).

Starija dob majke (= 40 godina) takoder povecava rizik. S godinama krvne Zile
postaju manje elastiCne, izrazeniji je oksidacijski stres, a sposobnost krvozilnog

sustava da se prilagodi fizioloSkim promjenama u trudnodi slabi (69,70).

Kod prvorotkinja ili Zena kod kojih je razmak izmedu dviju trudnoca dulji od 10
godina, vecCa ucestalost poremecaja povezuje se s imunoloskim cCimbenicima.
Organizam majke prvi put (ili nakon dugog razdoblja) dolazi u kontakt s fetalnim i
oCinskim antigenima, $to moZe rezultirati neadekvatnom invazijom trofoblasta i

nepotpunom pregradnjom spiralnih arterija u posteljici (69,71).

Sli¢ni obrasci ostecenja krvnih Zila prisutni su i kod kroni¢nih bolesti. Dijabetes
dovodi do osteCenja malih krvnih Zila, ¢ime se smanjuje protok krvi kroz posteljicu
(69,71). Prethodna preeklampsija, bilo u osobnoj ili obiteljskoj anamnezi, upucuje na
genetsku sklonost ili na trajno narusenu funkciju endotela koja se ponovno o ituje u

sljedecoj trudnoci (69,71).

Potpomognuta oplodnja takoder je povezana s povecanim rizikom,
djelomi¢no zbog primjene hormona u postupcima oplodnje koji mogu utjecati na ranu
fazu razvoja posteljice, ali i zbog €e&c¢e prisutnih komorbiditeta kod Zena koje se

podvrgavaju tim postupcima (72,73).

Autoimune bolesti, osobito antifosfolipidni sindrom, stvaraju protromboticko
okruZenje i kroni¢ni upalni odgovor, Sto dodatno oStecCuje krvne zile posteljice i

povecéava vjerojatnost razvoja tezih oblika hipertenzije (69,74).

10
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1.3.4 Lijecenje hipertenzije u trudnoéi

Lije€enje hipertenzije u trudnodi uklju€uje nefarmakolo$ke mjere i farmakoloSku
terapiju, s ciliem kontrole krvnog tlaka i sprie€avanja komplikacija za majku i fetus (75).
NefarmakolosSke preporuke obuhvacaju savjetovanje o zdravoj prehrani, odrZzavanje
optimalnog ITM-a, prestanak puSenja i redovitu tjelesnu aktivnhost (44). Cilj
farmakoloskog lije€enja je odrzavanje krvnog tlaka unutar sigurnog raspona. Izbor
antihipertenziva u trudnodi je ograni¢en zbog potencijalnih negativnih u€inaka na fetus.
Antihipertenzivi koji se koriste u trudnoci ukljuCuju labetalol (beta-blokator), nifedipin
(blokator kalcijevih kanala) i metildopu (agonist a-2 adrenoreceptora) (5,35,44). U Zena
s visokim rizikom za razvoj preeklampsije primjenjuje se niska doza acetilsalicilne
kiseline (aspirin), a za prevenciju eklampsije propisuje se magnezijev sulfat (35,75—
77).

Porodaj je najucCinkovitiji naCin za razrjeSenje hipertenzivnih poremecaja u
trudno€i i uklanjanje negativnih posljedica za majku i dijete. Optimalno vrijeme
porodaja odreduje se na temelju gestacijske dobi, tezine stanja i procjene rizika. Kod
gestacijske hipertenzije ili preeklampsije bez teSkih znacajki, porodaj se preporucuje
nakon 37. tjedna gestacije. U tom slu€aju, indukcija porodaja nakon 37. tjedna
povezana je s povoljnijom prognozom. Kod tezih oblika poremecaja, porodaj se

provodi u ranijim tjednima gestacije prema preporukama (35,44,75,77).
1.3.4.1 Metildopa u lije¢enju hipertenzije u trudnoéi

Metildopa (a-metildopa) je centralno djelujuéi antihipertenziv koji se
metabolizira u a-metilnoradrenalin, agonist a2-adrenergikih receptora u mozdanom
deblu (78). Djeluje aktivacijom a2-receptora u rostralnom ventrolateralnom
medularnom podrucju tako S$to smanjuje aktivnost simpatikusa, Sto dovodi do
smanjenja otpustanja noradrenalina iz zavrSetaka simpatickih Zivaca (79). Posljedi¢no
dolazi do smanjenja perifernog vaskularnog otpora i krvnog tlaka te smanjenja

stimulacije nadbubrezne Zlijezde i simpatikusa.

11
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Metabolicki put metildope:

Metildopa — a-metildopamin — a-metilnoradrenalin

l

a2-adrenergicki receptori
!

| Simpati¢ka aktivnost

l

| Krvni tlak

Metildopa se koristi od 60-ih godina proslog stoljeca u lije€enju svih oblika
hipertenzivnih poremecaja (5,30). Farmakoloskim napretkom smanjena je ucCestalost
njezina propisivanja, buduc¢i da noviji antihipertenzivi s alternativnim mehanizmima
djelovanja ucinkovitije reguliraju krvni tlak uz manje nuspojava (30,32). No, u trudnica
je izbor lijekova ograni¢en zbog potencijalnih negativnih uCinaka na fetus (80).
Smjernice medunarodnih struCnih druStava navode razliCite antihipertenzive kao
lijekove prvog izbora u lije€enju hipertenzije u trudnoci (75). lako pojedine smjernice
navode labetalol kao lijek prvog izbora, metildopa i dalje ostaje Cesto preporucivan i
propisivan lijek zbog dugogodisnje primjene i dokazane sigurnosti u trudnodi. Propisuje
se u pocetnoj dozi od 250 mg oralno dvaput dnevno, uz povecéanje prema potrebi do
maksimalno 3000 mg/dan (48).

1.4 Kromogranin A

Kromogranin A je kiseli, hidrofilni glikoprotein iz obitelji granina. Gen za
kromogranin A Kkodira prekursorski protein od 457 aminokiselina, iz kojeg
odcjepljenjem signalnog peptida nastaje zreli protein od 439 aminokiselina molekulske
mase 48 kDa (81,82). Kromogranin A dijeli strukturne karakteristike s drugim
pripadnicima obitelji granina, ali se izdvaja svojom raSirenom ekspresijom u
neuroendokrinom sustavu i sloZzenom proteolitiCkom obradom kojom nastaje niz
bioloSki aktivnih peptida (Slika 2) (82,83).

12
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Pre-CgA .

1 457

CgA
1 439

Peptidi . .

kromofungin kromacin katestatin serpinin
CgAsres CoAe1e7 CgAss2-372 CgA411436
vazostatin-| pankreastatin parastatin
CgA176 CgA250-301 CgAss7-428
vazostatin-II WE-14  GE-25
CgAi-113 CgAs24-337 CgA375-399

Slika 2. Kromogranin A (CgA) i bioloski aktivni peptidni fragmenti

Sintetizira se u hrapavom endoplazmatskom retikulumu neuroendokrinih stanica,
a potom se prenosi u Golgijev aparat gdje se odvijaju post-translacijske modifikacije
koje utjeCu na njegovu stabilnost i funkcionalnost (84,85). Kromogranin A se
pohranjuje u nezrele sekrecijske granule zajedno s razli€itim hormonima,
neuropeptidima te enzimima odgovornima za njihovu obradu (83,84). Unutar granula
kromogranin A tvori komplekse s katekolaminima, adenozin trifosfatom (ATP) i
dvovalentnim kationima Cime nastaje izotoniCna otopina visoke koncentracije koja

omogucuje ucinkovito skladiStenje i sinkronizirano oslobadanje (84,86).

Najvece koncentracije kromogranina A se nalaze u kromafinim stanicama srzi
nadbubrezne Zlijezde, gdje se skladisti i otpuSta zajedno s katekolaminima
(adrenalinom i noradrenalinom) (84). U simpatiCkim Zzivcima, pohranjuje se u
vezikulama s gustom jezgrom zajedno s noradrenalinom i ATP-om (84). U endokrinom
sustavu prisutan je u hipofizi, StitnjaCi (u parafolikularnim C-stanicama zajedno s
kalcitoninom), paratireoidnoj Zlijezdi (u glavnim stanicama zajedno s paratireoidnim
hormonom) i gusteraci (u stanicama Langerhansovih otoCi¢a gdje se pohranjuje s
inzulinom, glukagonom i somatostatinom) (84,87). Enteroendokrine stanice probavnog
sustava proizvode kromogranin A, koji se ondje otpusta zajedno s razliCitim
gastrointestinalnim hormonima (gastrin, sekretin, kolecistokinin, serotonin) (84).
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Sr€ane misSi¢ne i endotelne stanice takoder proizvode kromogranin A, pri €emu njegovi
fragmenti sudjeluju u lokalnoj regulaciji sréane funkcije i vaskularnog tonusa (81,88).
U trudnodi trofoblastne stanice posteljice proizvode znatne koli€ine kromogranina A
(89,90).

Otpustanje kromogranina A iz neuroendokrinih stanica odvija se putem
egzocitoze (84,91). Male koliCine kontinuirano se oslobadaju bez specificne
stimulacije, dok se vecina oslobada kao odgovor na specificne podrazaje putem kalcij-
ovisne egzocitoze (91). Kada stanica primi signal, dolazi do porasta unutarstanicne
koncentracije kalcija $to signalizira sekrecijskim granulama da se spoje sa stani¢nom
membranom i izbace sadrzaj u vanstanicni prostor ili krvotok (91). Kromogranin A se
oslobada zajedno s hormonima ili neurotransmiterima specificnim za stanicu, zbog
Cega sluzi kao biljeg aktivnosti neuroendokrinog sustava (84). Kromogranin A se moze
proteolitiCki cijepati ve¢ unutar granula prije samog oslobadanja, ali i vanstani¢no
nakon oslobadanja (84,92).

Kromogranin A ima brojne unutarstani¢ne i vanstani¢ne funkcije (81,83). Unutar
stanice, klju€an je za stvaranje i sazrijevanje nezrelih sekrecijskih granula jer pomaze
u agregaciji i sortiranju peptida i neurotransmitera (84,91,93). Sudjeluje u skladistenju
hormona, neuropeptida i neurotransmitera i omogucuje njihovo zajednicko otpustanje
(84). Osim toga, stabilizira sekrecijske granule i veZe kalcij, Cime regulira protok kalcija
unutar stanice i utje€e na sazrijevanje i otpustanje granula (84). Sudjeluje u organizaciji
razliitih sekrecijskih produkata i omogucuje koagregaciju, $to rezultira koordiniranim
oslobadanjem kompleksnih signalnih kombinacija (91). Van stanice, intaktni
kromogranin A moze inhibirati rast tumora i angiogenezu te moze poboljSati funkciju
endotelne barijere i smanijiti vaskularnu propusnost (82,83). Zajedno s pojedinim

fragmentima, pokazuje antimikrobnu aktivnost protiv bakterija, gljivica i kvasaca (94).

Medutim, peptidi nastali proteolitickim cijepanjem imaju vlastite autokrine,
endokrine i parakrine funkcije (Slika 3) (81,83). Navedeni peptidi utjeCu na (i)
kardiovaskularnu funkciju modulirajuci sr€anu kontraktilnost, vaskularni tonus i krvni
tlak; (ii) neuroendokrinu sekreciju reguliraju¢i oslobadanje katekolamina, inzulina,
glukagona i drugih hormona; (iii) metabolizam glukoze, inzulinsku osjetljivost, lipolizu i
adipogenezu; (iv) imunolosku funkciju modulirajuéi upalne procese te (v) angiogenezu

inhibirajudi ili stimuliraju¢i vaskularni rast (82,85).
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Kardiovaskularna Imunoloska
funkcija funkcija

Vazostatin-1 y, | )
Vazostatin-2 y, |

Kromofungin ﬂ y_ |
Pankreastatin y, |
Katestatin 23 A"
WE-14 y |
Serpinin ¥

A stimulacijski uginak A inhibicijski uginak €= dvosmijemni uginak

Slika 3. Prikaz ucinaka fragmenata kromogranina A

Kromogranin A je prohormon jer sluzi kao prekursor za niz bioloski aktivnih
peptida (Slika 2) (81,83). Njegova struktura sadrzi brojna potencijalna mjesta za
proteolitiCku obradu endoproteazama (82). Proteoliza se odvija unutarstani¢no unutar
sekrecijskih granula putem prohormonskih konvertaza (85,95). Proces zapocinje
tijekom sazrijevanja granula i nastavlja se do egzocitoze, prilikom Cega se stvaraju
primarni fragmenti kromogranina A (81,92). Nakon oslobadanja, kromogranin A i
njegovi primarni fragmenti mogu biti dodatno razgradeni vanstani¢nim tkivno-
specificnim proteazama poput plazmina, trombina i katepsina (92,96). Vrsta i koli€ina
nastalih peptida ovise o vrsti i aktivhosti endoproteaza prisutnih u stanici i tkivu (84).

15



1 UVOD

1.4.1 Fragmenti kromogranina

1.4.1.1 Vazostatin-1 (CgA1-76)

Vazostatin-1 je N-terminalni fragment kromogranina A te predstavlja jedan od
prvih identificiranih bioaktivnih fragmenata (81,85). Vazostatin-1 ima vazodilatacijsko
djelovanje i suprotstavlja se vazokonstriktornom djelovanju katekolamina i endotelina-
1. Smanjuje kontraktilnost i relaksaciju srca, osobito tijekom simpatiCke
hiperstimulacije. Takoder pokazuje izrazene antiadrenergiCke ucCinke inhibicijom [3-
adrenergiCne stimulacije srca (81,96). Vazostatin-1 ima antiangiogena i
antiproliferativna svojstva jer inhibira proliferaciju endotelnih stanica, angiogenezu i
rast tumora putem modulacije VEGF signalizacije (88,97). Dodatno, pokazuje
protuupalne i antiaterogene ucCinke smanjenjem ekspresije adhezijskih molekula
VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion molecule-1) i ICAM-1 (engl. intercellular
adhesion molecule-1) te inhibira nastanak pjenastih stanica (95). Sudjeluje u
imunomodulaciji poticanjem aktivnosti neutrofila i pokazuje antimikrobno djelovanje
(81,94). Takoder, inhibira luCenje paratiroidnog hormona i sudjeluje u regulaciji
homeostaze kalcija (98).

1.4.1.2 Vazostatin-2 (CgA1-113)

Vazostatin-2 je dulji N-terminalni fragment kromogranina A koji ukljuCuje
vazostatin-1 i jo§ dodatnih 37 aminokiselina. Vazostatin-2 posjeduje vazorelaksacijska
i kardiosupresivna svojstva (81). Doprinosi prevenciji ateroskleroze (95). U modelima
ishemije i reperfuzije vazostatin-2 pokazuje kardioprotektivna djelovanja (95).

1.4.1.3 Kromofungin (CgAa7-66)

Kromofungin je kratki peptid od 20 aminokiselina. Pokazuje snazno
antimikrobno djelovanje protiv Sirokog spektra bakterija, gljivica i kvasaca (81,85,99).
Njegov antimikrobni mehanizam temelji se na naruSavanju integriteta mikrobne
membrane (99). U modelima ishemije-reperfuzije miokarda kromofungin djeluje
kardioprotektivno smanjenjem oksidacijskog stresa i apoptoze src¢anih misicnih stanica
(100). Takoder modulira aktivnost neutrofila i drugih stanica prirodene imunosti
(81,96).
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1.4.1.4 Kromostatin (CgA124-143)

Kromostatin je peptid od 20 aminokiselina koji nastaje cijepanjem srediSnjeg
dijela molekule kromogranina A (81). U gusteraci sudjeluje u regulaciji funkcije -
stanica moduliranjem lu€enja inzulina. Pretpostavlja se da kromostatin sudjeluje u
regulaciji metabolizma glukoze i energetske homeostaze, ali su za potpuno

razumijevanje tih uc€inaka potrebna dodatna istrazivanja (81,101).
1.4.1.5 Pankreastatin (CgA2s0-301)

Pankreastatin je peptid od 52 aminokiseline koji nastaje iz C-terminalnog dijela
kromogranina A i jedan je od najbolje prouCenih fragmenata (81,83). Inhibira lu€enje
inzulina stimulirano glukozom modulacijom unutarstani¢nih signalnih putova i
smanjenjem ulaska kalcija u B-stanice gusteraCe. Posljedi¢no, pankreastatin ima
hiperglikemijski u€inak jer smanjuje periferno preuzimanje glukoze i potiCe jetrenu
glikogenolizu. Takoder stimulira luCenje glukagona iz a-stanica gusterace. UtjeCe i na
lipidni metabolizam smanjujuéi preuzimanje glukoze u adipocitima i regulirajuci lipolizu
(101,102). Osim toga, pankreastatin poti¢e proupalne procese u metaboli¢kim tkivima
(102). PoviSsene koncentracije zabiljeZzene su u bolesnika s dijabetesom tipa 2 i
metabolickim sindromom. Takoder inhibira lu€enje paratiroidnog hormona (81).

1.4.1.6 WE-14 (CgAs24-337)

WE-14 je peptid od 14 aminokiselina smjeSten u C-terminalnom dijelu
kromogranina A, neposredno prije katestatina. Djeluje kao antigen za CD4" T limfocite.
Njegove posttranslacijske modifikacije poveéavaju imunogenost. Sudjeluje u
patogenezi autoimunog dijabetesa tipa 1 jer modificirani oblici ovog peptida poti¢u

autoreaktivne T stanice i razaranje (-stanica guSterace (85).

1.4.1.7 GE-25 (CgA375-399)

Aktivnost peptida GE-25 jo$ uvijek nije u potpunosti odredena, ali poznato je da
se izrazava u hipofizi, crijevima i gusteraci (81). Istrazivanja su takoder ispitivala

prisutnost i distribuciju GE-25 u o€ima Stakora (103).
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1.4.1.8 Serpinin (CgA402-439)

Serpinin je C-terminalni fragment kromogranina A koji obuhvaca 38
aminokiselina (81). Djeluje kao B-agonist miokarda i povecava kontraktilnost srca. Ovaj
ucinak sli¢an je djelovanju p-adrenergickih agonista (83,88). Povecava snagu sréane
kontrakcije, $to moze imati vaznu ulogu u kompenzatornim mehanizmima kod sréanog
zatajenja. Osim toga, serpinin sudjeluje u regulaciji stvaranja sekrecijskih granula kao
dio autokrine i parakrine povratne sprege. U kombinaciji s ostalim fragmentima,
serpinin doprinosi regulaciji kardiovaskularne funkcije (81,83,88).

1.4.1.9 Katestatin (CgAss2-372)

Katestatin je peptid od 21 aminokiseline i jedan od funkcionalno najvaznijih
fragmenata kromogranina A, sa Sirokim rasponom djelovanja koji obuhvaca
neuroendokrinu, kardiovaskularnu, metaboli¢ku i imunolo$ku regulaciju (81,82,104).
Zbog svoje strukture katestatin se ucinkovito veze na lipidnim membranama i

receptorima (82).

Djeluje kao endogeni inhibitor simpatickog Ziv€anog sustava blokirajudi
nikotinske kolinergiCke receptore i smanjujuci luCenje katekolamina. Time Stiti

kardiovaskularni sustav od posljedica kroni¢ne simpatiCke hiperstimulacije (82,104).

Njegovi vazodilatacijski ucinci, posredovani duSikovim oksidom i histaminom,
doprinose regulaciji krvnog tlaka (82,104,105). U miokardu katestatin smanjuje
kontraktilnost i istodobno pruza =zastitu od oSteCenja izazvanog ishemijom i

reperfuzijom (104).

Na metaboliCkoj razini katestatin smanjuje adipozitet, poboljSava inzulinsku
osjetljivost i inhibira lipolizu i oksidaciju masnih kiselina u masnom tkivu (102,104).

Dodatno, katestatin ima izrazena imunomodulatorna i protuupalna svojstva.
Inhibira aktivaciju i infiltraciju makrofaga u srce i nadbubreznu Zlijezdu, smanjuje
proizvodnju proupalnih citokina i kemokina te doprinosi smanjenju kroni¢ne upale
povezane s hipertenzijom i aterosklerozom. Pokazuje i antimikrobnu aktivnost protiv

razliitih patogena (85,104).

18



1 UVOD

1.4.2 Dijagnosticka uloga kromogranina A i katestatina

Glavna dijagnosti¢ka uloga kromogranina A je u dijagnozi, prognozi i pra¢enju
neuroendokrinih tumora (NET). PoviSene koncentracije mogu biti prisutne kod gotovo
svin oblika neuroendokrinih tumora gastrointestinalnog i pluénog sustava,
feokromocitoma, medularnog karcinoma stitnjace (81,106). NajviSa osjetljivost
zabiljeZena je kod gastrinoma, glukagonoma i neuroendokrinog tumora tankog crijeva
(107). Ipak, poviSsene koncentracije kromogranina A mogu se pojaviti i u drugim

fizioloSkim i patoloSkim stanjima.

PoviSene koncentracije javljaju se u kardiovaskularnim i bubreznim bolestima,
upalnim bolestima crijeva i jetrenoj cirozi. Inhibitori protonske pumpe smanjuju
Zelu€anu kiselost, $to dovodi do kompenzatorne hiperplazije enterokromafinih stanica
i povecanog luCenja kromogranina A. FiziCki i psiholoSki stres mogu privremeno
povecati kromogranin A putem aktivacije simpatoadrenalnog sustava (81,96).
Fragmenti kromogranina A jo$ nisu u klini¢koj primjeni, iako se ulaze velik trud u

istrazivanja njihovih sloZenih funkcija i medusobnih interakcija.
1.5 Kromogranin A i katestatin u hipertenziji

Regulacija arterijskog krvnog tlaka usko je povezana s aktivnoS¢u simpatickog
ziv€anog sustava koji modulira sr€anu funkciju, vaskularni tonus i bubreznu funkciju.
Osnovna kontrola simpatiCke aktivnosti povezane s kardiovaskularnom funkcijom
odvija se u rostralnom ventrolateralnom dijelu produljene mozdine, odakle se signali
prenose do simpatickih preganglijskih neurona u lednoj mozdini. Preganglijski neuroni
potom otpustaju acetilkolin koji aktivira nikotinske receptore na postganglijskim
neuronima i kromafinim stanicama nadbubrezne Zlijezde. Postganglijski neuroni i
kromafine stanice stvaraju katekolamine adrenalin i noradrenalin koji su pohranjeni u
granulama zajedno s kromograninom A i ATP-om (108,109). Stimulacija nikotinskih
receptora dovodi do ulaska Kkalcija i egzocitoze sadrzaja granule, Sto rezultira

otpustanjem katekolamina, kromogranina A i njegovih fragmenata.

Katekolamini ostvaruju svoje uCinke vezanjem na a- i B-adrenergicke receptore,

pri €emu njihovo djelovanje ovisi o podtipu receptora i mjestu na kojem se nalaze. U

Sy

dovodi do suzenja krvnih Zila. U srcu dominiraju B1-receptori, a njihova stimulacija

19



1 UVOD

povecava snagu sr¢ane kontrakcije i frekvenciju rada srca. a2-receptori pretezno su
smijesteni u srediSnjem ziv€anom sustavu, gdje njihova aktivacija rezultira snizavanjem

arterijskog krvnog tlaka (110).

Najveée koncentracije kromogranina A nalaze se u kromafinim stanicama
nadbubrezne Zlijezde i simpati¢kim Ziv€anim zavrSecima unutar sekrecijskih granula
(84). Kromogranin A ima funkcionalnu ulogu jer stvara izotoni¢nu otopinu visoke
koncentracije koja omogucuje skladiStenje visokih koncentracija katekolamina bez
osmotskog oStecCenja vezikule (84). Kromogranin A takoder veZe katekolamine, Sto

pomaze njihovom skladistenju (93).

Buduci da se kromogranin A oslobada zajedno s katekolaminima, poviSene
koncentracije kromogranina A u cirkulaciji koreliraju s povecanim otpustanjem
katekolamina, S&to rezultira nereguliranom simpatiCkom aktivnoS¢éu i posljedi¢no
razvojem hipertenzije (84). Medutim, potpuni nedostatak kromogranina A takoder
dovodi do povecanog stvaranja i oslobadanja katekolamina i posljedicno poviSenog
krvnog tlaka (111). Ova je povezanost slozena jer proteolitiCki fragmenti kromogranina
A imaju suprotne ucinke, poput katestatina, koji inhibira lu€enje katekolamina i snizava
krvni tlak (96).

Katestatin ostvaruje svoje ucinke na krvni tlak izravnim i posrednim
mehanizmima. Primarni mehanizam djelovanja katestatina je inhibicija nikotinskih
kolinergickih receptora (nNnAChR) na kromafinim stanicama nadbubrezne Zlijezde i
simpatickim ziv€anim zavrSecima (81,104,112). Vezanjem na ili blizu nikotinskog
receptora, katestatin inhibira kalcij-ovisnu egzocitozu katekolamina, smanjujuci njihovo
oslobadanje kao odgovor na acetilkolin (91,113). Ovaj mehanizam predstavlja
autokrinu i parakrinu povratnu spregu jer oslobodeni katestatin inhibira daljnje
oslobadanje katekolamina iz iste ili susjednih stanica, sprjeCavajuci prekomjernu

simpaticku aktivaciju.

Na razini vaskularnog sustava katestatin inducira vazodilataciju (81,96,105). lako
pokazuje afinitet za [2-adrenergiCke receptore, na njima djeluje antagonisticki
(88,112). Neovisno o tome, katestatin je povezan s vazodilatacijom ovisnom o
dusikovom oksidu (88). Uz to, potiCe oslobadanje histamina iz mastocita (88,104). Svi

ovi mehanizmi dovode do vazorelaksacije i snizenja krvnog tlaka (104,112). Katestatin
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takoder inhibira aktivnosti posredovane endotelinom-1, ukljuujuc¢i endotelinom-1
potaknuto povecanje snage sr€ane kontrakcije (pozitivnu inotropiju) te suzenje
koronarnih arterija (112,114).

U srcu, katestatin smanjuje snagu sréane kontrakcije (negativni inotropni ucinak)
i usporava brzinu relaksacije (negativni lusitropni ucinak), posebno u uvjetima
prekomjerne simpatiCke stimulacije (82,88,96,112). Osim toga, katestatin pokazuje
snazna kardioprotektivna svojstva. Ovi su ucinci ovisni o duSikovom oksidu i dovode
do smanjenja nekroze i apoptoze src¢anih misicnih stanica te poboljSanja funkcionalnog

oporavka srca.

Nadalje, katestatin djeluje i na srediSnji ziv€ani sustav, gdje poboljSava

barorefleksnu osjetljivost i povecava varijabilnost sréane frekvencije (104).

Esencijalna hipertenzija je heterogeno stanje i koncentracije kromogranina A i
katestatina mogu varirati ovisno o dominantnom patogenetskom mehanizmu.
Pretpostavlja se da su koncentracije katestatina snizene u fazi prehipertenzije (113).
S napredovanjem hipertenzije raste aktivnost simpati¢kog ziv€anog sustava, $to moze
dovesti do kompenzacijskog porasta katestatina (115). Hipertenzija se potom razvija u
trenutku kada ni poviSene razine katestatina viSe ne mogu ucinkovito inhibirati
prekomjerno lu¢enje katekolamina. Dodatno, razli€ita aktivnost proteaza mozZe dovesti
do smanjene konverzije kromogranina A u katestatin. Genetski polimorfizmi u genu za
kromogranin A mogu utjecati na ekspresiju kromogranina A i u€inkovitost proteolitiCke
obrade (104,113,116).

1.5.1 Kromogranin A i katestatin u hipertenzivnim poremecajima trudnoce

Posteljica kao aktivni endokrini organ sudjeluje u proizvodnji i oslobadanju
kromogranina A i katestatina. Osim posteljice, i druga intrauterina tkiva sintetiziraju
glasniCku ribonukleinsku kiselinu (mMRNA, engl. messenger ribonucleic acid) i protein
kromogranina A, doprinoseci tako njegovoj prisutnosti u bioloskim teku¢inama trudnice
(45,89). Studija Syversen i suradnika iz 1996. godine predstavlja prvo istrazivanje koje
je mjerilo koncentracije kromogranina A kod trudnica i pruzilo dokaze o njegovoj
prisutnosti u trudnoci (90). Pokazalo se da je posteljica izvor kromogranina A te da se
nalazi u istim dijelovima stanice kao i hormoni hCG i hPL (90).
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Na temelju objavljenih studija na Zzivotinjskim i ljudskim eksperimentalnim
modelima te klini¢kim studijama na ispitanicima s hipertenzijom u opcoj populaciji,
moze se pretpostaviti da kromogranin A, a posebice katestatin, utje€u na regulaciju
krvnog tlaka u trudnodi. Kromogranin A i katestatin mogu utjecati na vazodilataciju i
vazokonstrikciju. Jedan od kljuénih mehanizama je inhibicija otpustanja katekolamina
iz kromafinih stanica i neurona. Katestatin izravno blokira nikotinske kolinergicke
receptore i sprieCava lu€enje katekolamina (82). lako trudno¢a dovodi do poveéane
simpatiCke aktivnosti, krvni tlak obiCno ostaje stabilan, a katestatin moze doprinijeti

ovom kompenzatornom mehanizmu.

Kromogranin A i katestatin takoder utjeCu na oksidacijski stres i upalne procese
u tijelu (81,82). S obzirom na to da je trudnocCa upalno stanje, imunomodulatorna
svojstva kromogranina A i katestatina mogu dodatno pogorsati upalu u hipertenzivnim
poremecajima (117). Postojanje ovih novih izvora kromogranina A i katestatina u
trudno¢i znaci da promjene u njihovoj koncentraciji mogu imati izravan utjecaj na
vrijednosti krvnog tlaka (117). Kromogranin A i katestatin imaju potencijal kao biljezi za
rano otkrivanje hipertenzivnih poremecaja u trudnoci (118,119). S obzirom na njihovu
ulogu u regulaciji krvnog tlaka i upalnih procesa, kromogranin A i katestatin mogu

predstavljati ciline mete za lijeCenje kako bi se sprijeCili nezeljeni ishodi.

Unato€ ovim dokazima i pretpostavkama, specificna uloga i mehanizmi djelovanja
kromogranina A i katestatina u normalnoj trudnoCi te u razvoju i progresiji

hipertenzivnih poremecaja jo$ su uvijek predmet intenzivnih istrazivanja.
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2 CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

2.1 Hipoteza istraZivanja

Trudnice s gestacijskom hipertenzijom imaju viSe koncentracije kromogranina A i nize

koncentracije katestatina prije porodaja u odnosu na razdoblje nakon porodaja.
2.2 Specificni ciljevi istraZivanja
1. Ispitati postoji li razlika u koncentraciji kromogranina A i katestatina prije i nakon

porodaja u trudnica s gestacijskom hipertenzijom.

2. |Ispitati postoji li razlika u koncentraciji kromogranina A i katestatina prije i nakon
porodaja u kontrolnoj skupini trudnica.

3. lIspitati imaju li trudnice s gestacijskom hipertenzijom viSe koncentracije

kromogranina A prije porodaja u odnosu na kontrolnu skupinu.

4. Ispitati imaju li trudnice s gestacijskom hipertenzijom nize koncentracije

kromogranina A i katestatina prije porodaja u odnosu na kontrolnu skupinu.

5. Ustanoviti povezanost koncentracije kromogranina A i katestatina s Apgarovim

indeksom vitalnosti i percentilima porodajne mase.
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3 ISPITANICI | METODE
3.1 Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na Zavodu za porodnistvo, Klinike za Zenske bolesti i
porodnistvo, Klinickog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice, Hrvatska u razdoblju od
2023. — 2025. godine. Obuhvatilo je ukupno 40 trudnica: 20 trudnica s gestacijskom
hipertenzijom lije€enih metildopom te 20 zdravih trudnica koje predstavljaju kontrolnu
skupinu. S obzirom na to da nema poznatih podataka o koncentraciji kromogranina A
i katestatina u skupini s gestacijskom hipertenzijom, veliina uzorka procijenjena je
prema koncentraciji kromogranina A u zdravih trudnica prije poCetka i 2 sata nakon
porodaja prema High levels of human chromogranin a in umbilical cord plasma and
amniotic fluid at parturition (120). Prema statistickom programu MedCalc, za postizanje
snage testa od 80 % (B =0,2) uz 5 % razinu znacajnosti (a = 0,05) potrebno je najmanje
19 trudnica po skupini. U ovom istrazivanju prilagodeni broj je 20 u svakoj ispitivanoj

skupini, tj. ukupni broj trudnica u istrazivanju je 40.

Kriteriji iskljuCivanja za obje skupine obuhvacaju prvorotkinje, trudnice s
viseplodnom trudno¢om, prisutnost trudova prilikom hospitalizacije, kroni¢ne upalne ili
autoimune bolesti, koronarne bolesti, bubreznu insuficijenciju, tumore, primjena
inhibitora protonske pumpe ili lijekova koji utje€u na krvni tlak (osim metildope),
poznate fetalne anomalije i IUGR. Kako bi se iskljuio HELLP sindrom, isklju¢ene su
trudnice s koncentracijama kreatinina > 100 pymol/L, mokraéne kiseline (urata) > 310
umol/L, aktivnosti aspartat-aminotransferaze i alanin-aminotransferaze > 70 IU/L,
laktat-dehidrogenaze > 600 IU/L i brojem trombocita < 100x109/L.

Gestacijska hipertenzija definirana je prema kriterijima Americkog drustva
opstetricara i ginekologa (ACOG, engl. American College of Obstetricians and
Gynecologists) kao sistolicki tlak = 140 mmHg i/ili dijastolicki tlak =2 90 mmHg u dva
odvojena navrata s razmakom od najmanje 4 sata, nakon 20. tjedna gestacije kod zena
s prethodno normalnim krvnim tlakom (35). Trudnice s gestacijskom hipertenzijom bile
su lijeCene metildopom, primjenjivanom dva ili tri puta dnevno, u minimalnoj dozi 500

mg na dan.

Istrazivanje je ukljuCilo viSerotkinje s jednoplodnim trudno¢ama uz urednu

koli€inu plodove vode koje su zaprimljene bez trudova izmedu 39. i 41. tjedna trudnoce,
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gdje je porodaj dovrSen vaginalnim putom bez koristenja epiduralne analgezije. Kod
svih trudnica indukcija porodaja provedena je kombinacijom umjetne rupture
vodenjaka (amniotomije) i postupne titracije intravenski primijenjenog oksitocina.
Amniotomija je izvedena nakon postizanja odgovaraju¢eg stupnja dilatacije vrata
maternice. Nakon toga zapocCeta je kontinuirana intravenska infuzija oksitocina, uz
postupno povecanje doze u pravilnim intervalima od 15 minuta, sve do uspostave
adekvatnih i redovitih kontrakcija maternice. PoCetna brzina infuzije iznosila je 24 mL/h
(~4 mlU/min) te se prema potrebi postupno povecavala do maksimalno 90 mL/h (~15

miU/min).
3.2 Eticko odobrenje

Istrazivanje je odobrilo EtiCko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Sestre
milosrdnice (Klasa: 003-06/20-03/004; Ur. broj 251-29-11-20-01-1 od 13. veljace 2020.
godine) i Povjerenstvo za etiCnost eksperimentalnog rada Sveucilista u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta (Klasa: 643-02/20-01/02; Ur. broj: 251-62-03-
20-24 od 4. srpnja 2023. godine).

Trudnice su u potpunosti upoznate s ispitivanjem te su pristanak potvrdile
potpisivanjem Informiranog pristanka. Informirani pristanak sadrzi informacije o
cilievima istrazivanja, zdravstvenim rizicima i dobrobitima te ostalim korisnim

aspektima sudjelovanja uz opis cjelokupnog ispitivanja.
3.3 Kiini¢ki i antropometrijski parametri

ZabiljeZene su kliniCke i antropometrijske karakteristike majke i novorodencadi:

i. dob, krvni tlak, visina, masa, dobitak tjelesne mase tijekom trudnoée, ITM,
pusacki status, broj prethodnih porodaja i trudno¢a potpomognutom oplodnjom

i. tjedan gestacije pri porodaju, porodajna masa i duljina, spol novorodenceta,
percentili porodajne mase i Apgar indeks vitalnosti

Mijerenje sistoli¢kog i dijastolickog krvnog tlaka provedeno je u sjede¢em polozaju,
s rukom poduprtom u razini srca koristenjem tlakomjera (boso novasS,
BOSCH + SOHN GmbH u. Co. KG, Jungingen, Njemacka). Mjerenje je obavljeno dva
puta zaredom, s razmakom od 1 do 2 minute. Zabiljezen je prosjek dobivenih
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vrijednosti, a ako je razlika izmedu prva dva mjerenja bila ve¢a od 10 mmHg, obavljeno

je treCe mjerenje te se racunao prosjek svih triju mjerenja.

Dobitak tjelesne mase tijekom trudnoce izracunat je kao razlika tjelesne mase na kraju

trudnoce i tjelesne mase prije trudnoce. ITM izraCunat je prema formuli:

tjelesna masa (kg)

ITM (kg/m®) = ———— (m)2

Za mjerenje mase novorodenceta odmah nakon porodaja koriStena je vaga za
dojencad (Sauter, Bizerba-Wien, Austrija). Duljina se mjerila pomoéu mjerne ploce,
postavljanjem novorodenCeta u lezeCi polozaj s glavom uz fiksirani oslonac i

ispruzenim nogama (Emplex, Lopatinec, Hrvatska).

Percentili porodajne mase izraCunavaju se na temelju velikih populacijskih studija
koje prikupljaju podatke o masi novorodencadi pri rodenju u odnosu na gestacijsku dob
i spol kako bi se dobila reprezentativna distribucija porodajnih masa unutar odredene
populacije (percentilne krivulje). Percentilne krivulje porodajne mase osmisljene su
tako da se masa novorodenCeta usporeduje s referentnom populacijom iste
gestacijske dobi i spola. Drugim rije¢ima, one normaliziraju masu novorodenceta za
gestacijsku dob, tj. pomazu u standardiziranoj procjeni veli€ine novorodenceta pri
rodenju i omogucuju usporedbu. Za izraCun percentila porodajne mase u ovom
ispitivanju koristeni su populacijski podaci prema Nicolaidesu i suradnicima pomocu
prikupljenih podataka o spolu i porodajnoj masi novorodenc¢adi koriStenjem The Fetal

Medicine Foundation online kalkulatora (121,122).

Apgar indeks (Apgar ocjena, Apgar test ili Apgar score) je brza i jednostavna
metoda za procjenu vitalnosti novorodenceta neposredno nakon rodenja. Sluzi za
standardiziranu procjenu stanja novorodenceta u svrhu procjene prilagodbe na
izvanmaternicni Zivot i potrebe za hithom medicinskom intervencijom. Sastoji se od pet
klinickih znakova, a svaki se ocjenjuje s 0, 1 ili 2 boda uz maksimalni moguci zbroj 10

(Tablica 1). Rezultat se tumaci u tri kategorije:
I. 0 — 3: znacajno smanjena vitalnost, potrebna hitna reanimacija,
ii. 4 — 6: blago smanjena vitalnost, moze zahtijevati potporu,

iii. 7 —10: normalno stanje, dobra prilagodba na Zivot izvan maternice.
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Provodi se u prvoj i petoj minuti nakon porodaja. Ako je rezultat u 5. minuti manji od 7,

procjena se ponavlja svakih 5 minuta do 20. minute (123).

Tablica 1. Komponente i bodovanje Apgar indeksa

Pokazatelj Broj bodova
2 1 0
Boja koze ruzicasta trup ruzicast, modra ili blijeda
okrajine modre
S pravilno, snazan grCevito hvatanje o N
Disanje . o N ne diSe, ne place
pla¢ zraka ili slab pla¢

dobra, vrlo zivahno oslabljena, spori i

Napetost misi¢a mlohavo, ne mice se

se miCe rijetki pokreti
Odgovor na N . blaga grimasa, slab  bez odgovora na
g pla€, pokret, brani se e
podrazaj pokret, slaba obrana podrazaj
Puls viSe od 100 otkucaja manje od 100 nema pulsa, ne ¢uje
u minuti otkucaja u minuti se srcana akcija
3.4 Uzorci

Uzorci su dobiveni venepunkcijom iz povrSinske antekubitalne vene u epruvete s
mikroniziranim silikatnim aktivatorom zgruSavanja (6 mL Vacuette, Greiner Bio-One
GmbH, Kremsmunster, Austrija) (124). Odmah nakon vadenja, uzorci su dopremljeni
u Klini¢ki zavod za kemiju KBC Sestre milosrdnice. Nakon zgruSavanja, uzorci su
centrifugirani 10 minuta pri 2200 x g, serum je odvojen u viSekratne alikvote te

pohranjen na —80 °C do analize.
Uzorci krvi prikupljeni su u dvije vremenske tocke:

e prije poCetka trudova (prije porodaja)

e dva sata nakon porodaja (poslije porodaja)
|z uzorka prije porodaja odredene su:

e opce biokemijske i endokrinolo$ke pretrage

¢ koncentracije kromogranina A i katestatina
|z uzorka poslije porodaja odredene su:

e koncentracije kromogranina A i katestatina
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Biokemijski parametri obuhvacCaju odredivanje koncentracije glukoze, C-
reaktivnog proteina (CRP-a), triglicerida, ukupnog kolesterola, HDL-kolesterola i LDL-
kolesterola. Endokrinolo$ki parametri obuhvacaju sljedece analize: tireotropni hormon,

slobodni tiroksin, inzulin, hormon rasta, kortizol i prolaktin.
3.5 Metode
3.5.1 Biokemijski parametri

Koncentracije biokemijskih analita odredene su pomoc¢u Abbott Alinity ¢c8000
analizatora (Abbott Laboratories, Chicago, SAD) koriStenjem originalnih Abbott
reagensa prema specifikacijama proizvodaca. Tijekom mjerenja poStivani su
uobiCajeni postupci kontrole kvalitete koji se primjenjuju u rutinskom laboratorijskom

radu.

Reagensi koristeni u skladu s katalogom proizvodaca:

Analit Naziv reagensa Kataloski broj reagensa
e (glukoza Abbott Alinity ¢ Glucose REF 07P5530;
e C-reaktivni protein Abbott Alinity c CRP REF 07P5620;
o trigliceridi Abbott Alinity ¢ Trig2 REF 04U0620;
e ukupni kolesterol  Abbott Alinity ¢ Chol2 REF 04T8830;

e HDL-kolesterol Abbott Alinity ¢ Ultra HDL REF 07P7530;
e LDL-kolesterol Abbott Alinity ¢ Direct LDL REF 07P7120.

Koncentracija glukoze odredena je enzimatskom metodom koristenjem
heksokinaze. Glukoza iz uzorka fosforilirana je djelovanjem heksokinaze, pri ¢emu
nastaje glukoza-6-fosfat koji se potom oksidira djelovanjem glukoza-6-fosfat
dehidrogenaze uz stvaranje reduciranog koenzima NADH (nikotinamid adenin
dinukleotid). Porast apsorbancije pri 340nm, koji odgovara nastanku NADH,
proporcionalan je koncentraciji glukoze u uzorku. Kalibracija glukoze je sljediva prema
NIST SRM 965 standardu koriste¢i ID-GC/MS referentnu metodu. Mjerni raspon
metode za serum iznosi 0,12 — 44,4 mmol/L.

Odredivanje CRP-a temelji se na imunoturbidimetrijskoj metodi. Uzorak se
mijeSa s reagensom Koji sadrzi Cestice lateksa s adsorbiranim anti-CRP protutijelima,

pri Cemu dolazi do aglutinacije i promjene apsorbancije pri 572 nm. Brzina i intenzitet
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promjene apsorbancije proporcionalni su koncentraciji CRP-a u uzorku. Odredivanje
CRP-a je sljedivo prema medunarodnom referentnom materijalu ERM-DA472/IFCC.

Mijerni raspon metode iznosi 1,0 — 480,0 mg/L.

Odredivanje triglicerida zapoc€inje enzimskom hidrolizom djelovanjem lipaze
uz nastanak glicerola i slobodnih masnih kiselina. Glicerol sudjeluje u nizu enzimski
kataliziranih reakcija koje dovode do stvaranja obojenog produkta. Apsorbancija
nastalog produkta, mjerena pri 604 nm, proporcionalna je koncentraciji triglicerida.
Metoda je kalibrirana pomoéu ACS Grade Glycerol standarda. Mjerni raspon metode
iznosi 0,02 — 17,01 mmol/L.

Odredivanje ukupnog kolesterola temelji se na enzimskoj metodi gdje se
esteri kolesterola hidroliziraju kolesterol-esterazom do slobodnog kolesterola i masnih
kiselina. Slobodni kolesterol se zatim oksidira kolesterol-oksidazom uz stvaranje
vodikova peroksida koji sudjeluje u daljnjim enzimskim reakcijama koje rezultiraju
obojenim produktom. Apsorbancija produkta pri 604 nm proporcionalna je koncentraciji
ukupnog kolesterola. Metoda je sljediva do Nacionalnog referentnog sustava za
kolesterol, u skladu s Abell-Kendall referentnom metodom, u okviru CDC-Certified
Cholesterol Reference Method Laboratory Network. Mjerni raspon metode iznosi 0,1
— 77 mmol/L.

Metoda za odredivanje HDL-kolesterola temelji se na homogenoj enzimskoj
dvokomponentnoj metodi bez prethodne separacije lipoproteina. U prvoj fazi reakcije
dodatkom reagensa R1 dolazi do selektivhog otapanja i enzimske razgradnje ne-HDL
lipoproteina, pri ¢emu nastaje bezbojni produkt. U drugoj fazi reakcije dodatkom
reagensa R2 odreduje se HDL-kolesterol selektivnim otapanjem pomocu specificnog
deterdZenta i nastankom obojenog produkta. Apsorbancija nastalog obojenog
produkta proporcionalna je koncentraciji HDL-kolesterola u uzorku. Reagens je sljediv
do HDL-kolesterola prema NCEP-odredenoj usporednoj metodi, u okviru
CDC-Certified Cholesterol Reference Method Laboratory Network. Mjerni raspon
metode iznosi 0,13 — 4,66 mmol/L.

Za uzorke s koncentracijom triglicerida <4,2 mmol/L, LDL-kolesterol se izraCunava

prema Friedewaldovoj jednadzbi:

. ... mmol
mmol mmol trigliceridi ( I )
) = ukupni kolesterol (T) — HDL-kolesterol( I ) — %

mmol
LDL-kolesterol ( I
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Za uzorke s trigliceridima =4,2mmol/L primjenjuje se direktha homogena
metoda. U prvoj fazi reakcije dodatkom reagensa R1 dolazi do selektivhog otapanja
ne-LDL lipoproteina, koji zatim reagiraju s kolesterol-esterazom i kolesterol-oksidazom
uz nastanak bezbojnog produkta. U drugoj fazi dodatkom reagensa R2 LDL-kolesterol
se selektivno otapa pomocu specificnog deterdZenta te u enzimskoj reakciji nastaje
obojeni produkt. Apsorbancija nastalog obojenog produkta proporcionalna je
koncentraciji LDL-kolesterola u uzorku. Kalibracija LDL-kolesterola je sljediva prema
CDC Abell-Kendall referentnoj metodi, u okviru Certified Cholesterol Reference
Method Laboratory Network (CRMLN). Mjerni raspon metode iznosi 0,03 — 76,97

mmol/L.
3.5.2 Endokrinoloski parametri

Mjerenja su provedena na automatiziranim imunokemijskim analizatorima
Roche cobas €801 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Njemacka) primjenom
elektrokemiluminiscentne metode (ECLIA, engl. electrochemiluminescence
immunoassay) te na sustavu IDS-iISYS Multi-Discipline Automated System
(Immunodiagnostic  Systems, Boldon, Ujedinjeno Kraljevstvo) primjenom
kemiluminiscentne metode (CLIA, engl. chemiluminescence immunoassay). Tijekom
svih mjerenja primjenjivani su standardni postupci unutarnje kontrole kvalitete koji se

rutinski provode u laboratoriju.

Reagensi su koristeni u skladu s uputama i katalozima proizvodaca:

Analit Naziv reagensa Kataloski broj reagensa
e tireotropni hormon Elecsys TSH 8443432190;
¢ slobodni tiroksin Elecsys FT4 IV 9043284190;
e prolaktin Elecsys Prolactin Il 09755764190;
e Kortizol Elecsys Cortisol I 07027150190;
e inzulin Elecsys Insulin 07027559190;
e hormon rasta IDS hGH IDS 1S-3700.
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Prilikom odredivanja koncentracije analita ECLIA metodom primijenjena su dva

analitiCka principa: sandwich i kompetitivni.

U ECLIA sandwich metodi, u prvoj inkubaciji dolazi do stvaranja
imunokompleksa izmedu ispitivanog analita i dvaju monoklonskih protutijela specificnih
za taj analit, usmjerenih na razliCite epitope, od kojih je jedno obiljezeno rutenijevim
kompleksom, a drugo biotinom. U drugoj inkubaciji, nastali kompleks veze se putem
biotina za paramagnetske Cestice obloZzene streptavidinom. Primjenom elektri€nog
napona na povrsini elektrode inducira se elektrokemiluminiscentna reakcija izmedu
rutenijevog kompleksa i tripropilamina. Intenzitet emitirane svjetlosti izravno je
proporcionalan koncentraciji analita u uzorku, a koncentracija se automatski

izraCunava na temelju kalibracije i unaprijed definirane master krivulje.

U kompetitivnoj ECLIA metodi, u prvoj inkubaciji dolazi do kompeticije izmedu
analita iz uzorka i analognog derivata obiljezenog rutenijevim kompleksom za vezanje
na ograniceni broj biotinom obiljezenih protutijela. Nakon vezanja na paramagnetske
Cestice obloZene streptavidinom i magnetske separacije, primjenom napona inducira
se elektrokemiluminiscentna reakcija. Intenzitet emitirane svjetlosti obrnuto je
proporcionalan koncentraciji analita u uzorku, a rezultat se automatski izraCunava

primjenom kalibracije i master krivulje.

Prilikom odredivanja koncentracije analita CLIA metodom koriSten je sandwich
princip. Uzorak se inkubira s biotinom obiljezenim primarnim protutijelom i
paramagnetskim Cesticama obloZzenima streptavidinom, ¢ime se formira
imunokompleks. Nakon magnetske separacije i ispiranja dodaje se sekundarno
protutijelo obiljezeno akridinijevim esterom. Nakon dodatne inkubacije i ispiranja,
dodaju se reagensi koji induciraju kemiluminiscentnu reakciju. Intenzitet emitirane
svjetlosti izravno je proporcionalan koncentraciji hormona rasta u uzorku, a rezultat se

automatski izraCunava na temelju provedene kalibracije.

Koncentracija tireotropnog hormona odredena je automatiziranom ECLIA
sandwich metodom. Metoda koristi dva monoklonska protutijela specificna za razliCite
epitope molekule tireotropnog hormona. Kalibracija metode sljediva je prema drugom
medunarodnom referentnom standardu Svjetske zdravstvene organizacije (WHO IRP
80/558). Mjerni raspon metode iznosi 0,005 — 100 mIU/L.
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Koncentracija prolaktina odredena je automatiziranom ECLIA sandwich
metodom. Metoda koristi dva monoklonska protutijela usmjerena na razliCite epitope
molekule prolaktina. Metoda je sljediva prema trecem medunarodnom referentnom
standardu Svjetske zdravstvene organizacije (WHO IRP 84/500). Mjerni raspon
metode iznosi 1 — 10 000 mIU/L.

Koncentracija inzulina odredena je automatiziranom ECLIA sandwich
metodom. Analiza koristi specificna monoklonska protutijela usmjerena na razliCite
epitope molekule inzulina. Metoda je standardizirana prema prvom medunarodnom
referentnom standardu Svjetske zdravstvene organizacije (WHO IRP 66/304, NIBSC).

Mijerni raspon metode iznosi 7 — 6945 pmol/L.

Koncentracija kortizola odredena je kompetitivnom ECLIA metodom, pri Eemu
se kortizol iz uzorka natjeCe s obiljezenim analogom za vezanje na specificha
protutijela. Metoda je sljediva prema IRMM/IFCC-451, temeljenom na referentnoj
metodi ID-GC/MS (engl. isotope dilution-gas chromatography/mass spectrometry).

Mijerni raspon metode iznosi 3 — 1750 nmol/L.

Koncentracija slobodnog tiroksina odredena je kompetitivnom ECLIA
metodom. Metoda koristi specificna protutijela za tiroksin, a dobiveni rezultat odrazava
koncentraciju bioloski aktivhe, nevezane frakcije hormona. Metoda je sljediva do
metode Enzymun Test FT4, standardizirane metodom ravnotezne dijalize (engl.

equilibrium dialysis). Mjerni raspon metode iznosi 1,3 — 100 pmol/L.

Odredivanje koncentracije hormona rasta provedeno je CLIA sandwich
metodom. Metoda je standardizirana prema medunarodnom referentnom standardu
Svjetske zdravstvene organizacije (WHO IS 98/574, NIBSC). Mjerni raspon metode
iznosi 0,05 — 100 pg/L.

3.5.3 Odredivanje koncentracije kromogranina A i katestatina

U svim uzorcima prije i poslije porodaja, odredene su koncentracije
kromogranina A i katestatina enzimskim imunoadsorpcijskim testom (ELISA, engl.

enzyme-linked immunosorbent assay).

Koncentracije kromogranina A odredene su koriStenjem komercijalnog
Chromogranin A ELISA kita (kataloski broj TM E-9000, LDN Labor Diagnostika Nord

GmbH & Co. KG, Nordhorn, Njemacka) temeljenog na sandwich principu. U prvom
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koraku dodaje se 50 pL razrijedenog uzorka seruma (omjer 1:21 s puferom), te 50 L
kontrola i standarda pri ¢emu se kromogranin A veZe na fiksirana kromogranin A-
specificna protutijela na mikrotitarskoj plo€ici. Nakon inkubacije od jednog sata na
sobnoj temperaturi uz mijeSanje na 600 rpm i ispiranja Cetiri puta po 300 uL dodaje se
50 pL konjugata koji sadrzi kromogranin A-specificna protutijela obiljezena
peroksidazom. Slijedi joS jedna inkubacija od jednog sata na sobnoj temperaturi,
takoder uz mijeSanje na 600 rpm, i ponovno ispiranje Cetiri puta po 300 pL. Nakon toga
dodaje se 100 yL TMB supstrata (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin i vodikov peroksid) te se
smjesa inkubira 20 minuta uz mijeSanje na 600 rpm, Sto dovodi do razvoja boje Ciji je
intenzitet proporcionalan koncentraciji kromogranina A u uzorku. Reakcija se
zaustavlja dodatkom 100 yL sumporne kiseline, a apsorbancija se mjeri na 450 nm uz

koriStenje korekcijskog filtera od 650 nm.

Za izradu kalibracijske krivulje koriSteni su standardi u koncentracijama od 0,
30, 110, 450 i 900 ng/mL sljedivi do B'R'A'H'M'S Kryptor Cga Il uz proSirenu mjerenu
nesigurnost od 16,5 %. Svaki je kalibrator testiran u duplikatu te je kalibracijska krivulja
izradena nanoSenjem srednje vrijednosti kalibratora na y-os, koncentracije standarda

na x-0s, a za njihov odnos koristena je 4-parametrijska logistiCka krivulja.

Kontrola kvalitete osigurana je analizom dva kontrolna uzorka poznatih
koncentracija, Cije su izmjerene vrijednosti bile unutar dozvoljenih raspona ciljnih
koncentracija 80+ 16,4 i 660 £ 132 ng/mL. Mjerni raspon metode iznosi 2,3 — 900
ng/mL, s koeficijentom varijacije unutar serije (engl. intra-assay coefficient of
variability) manjim od 6,3 % i koeficijentom varijacije izmedu serija (engl. inter-assay

coefficient of variability) manjim od 5,3 %.

Koncentracije katestatina odredene su koriStenjem komercijalno dostupnog kita
za humani katestatin (kataloski broj EK-053-27CE, EIA kit, extraction free, CE Mark
Certified, Phoenix Pharmaceuticals Inc., Burlingame, SAD). Metoda se temelji na
kompeticiji izmedu katestatina i biotinom obiljezenog katestatina za specificna
protutijela fiksirana na mikrotitarskoj plocici. U prvom koraku dodaje se 50 pyL uzorka
seruma, kontrole i standarda te se u svaku jazZicu dodaje 50 pL biotinom obiljezenog
katestatina. Nakon inkubacije od dva sata na sobnoj temperaturi uz mijeSanje na 400
rom i ispiranja Cetiri puta po 350 uL, dodaje se 100 uL streptavidina obiljeZzenog
peroksidazom koji se veZe na biotinom obiljezeni katestatin na ploc€ici. Slijedi jos jedna

inkubacija od jednog sata na sobnoj temperaturi uz mijeSanje na 400 rpm, nakon ¢ega
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se plocCica ponovno ispire Cetiri puta po 350 L. Zatim se dodaje 100 yL TMB supstrata
(3,3,5,5'-tetrametilbenzidin i vodikov peroksid) i inkubira se jedan sat na sobnoj
temperaturi uz mijeSanje na 400 rpm. Razvija se boja Ciji je intenzitet obrnuto
proporcionalan koncentraciji katestatina u uzorku. Reakcija se zaustavlja dodatkom
100 pL klorovodicne kiseline, a apsorbancija se mjeri pri 450 nm uz KkoriStenje

korekcijskog filtera od 650 nm.

Za izradu kalibracijske krivulje koristen je originalni standard od 1000 ng/mL
pomocu kojeg su uzastopnim razrjedenjima dobiveni radni standardi u
koncentracijama od 100, 10, 0,1 i 0,01 ng/mL. Svaki je kalibrator testiran u duplikatu
te je kalibracijska krivulja izradena nanoSenjem srednje vrijednosti kalibratora na y-os,
koncentracije standarda na x-os, a za njihov odnos koristena je 4-parametrijska

logistiCka krivulja.

Analiziran je komercijalni kontrolni uzorak €ija je izmjerena koncentracija bila
unutar dozvoljenog raspona vrijednosti (0,15 — 0,45 ng/mL). Mjerni raspon iznosi od 0
do 100 ng/mL uz limit detekcije od 0,5 ng/mL. Koeficijent varijacije unutar serije je maniji
od 10 %, a koeficijent varijacije izmedu serija je manji od 15 %. Prema podacima
proizvodacCa, krizna reaktivnost s ljudskim katestatinom iznosi 100 %, a s

kromograninom A 0 %.
3.6 Statisticka analiza i prikaz podataka

S obzirom na mali broj uzoraka po skupini u ovom istrazivanju (N = 20 u svakoj
skupini), odabrani su neparametrijski statisticki testovi (125). Mann—Whitney U test
koristen je za usporedbu dviju nezavisnih skupina za kontinuirane ili ordinalne
varijable, dok je Wilcoxonov parni test primijenjen za usporedbu dviju povezanih
varijabli, primjerice kod usporedbe parametara dobivenih za istu ispitanicu prije i poslije
porodaja. Rezultati Mann—Whitney U testa i Wilcoxonova testa prikazani su kao
medijan s interkvartilnim rasponom. Fisherov egzaktni test primijenjen je za usporedbu
kategorijskih varijabli u 2x2 tablicama kontingencije, a rezultati su izrazeni kao

apsolutni broj (N) i pripadajuci postotak (%) u zagradi.

Spearmanova korelacija koriStena je za procjenu jaCine i smjera odnosa izmedu
dviju kontinuiranih ili ordinalnih varijabli. Rezultati su prikazani kao Spearmanov rho
koeficijent s pripadajuéim 95 % intervalom pouzdanosti. Ako je P-vrijednost pokazala

statisticku znacajnost, Spearmanov rho koeficijent tumacen je prema Tablici 2 (126).

34



3 ISPITANICI | METODE

LogistiCka regresija koriStena je za ispitivanje odnosa izmedu zavisne varijable i
jedne ili vise nezavisnih varijabli. Rezultati su prikazani kao omjer izgleda (OR, engl.
odds ratio) s pripadaju¢éim 95 % intervalom pouzdanosti te P-vrijednostima. Omijer
izgleda smatran je statistiCki znacajnim ako je P-vrijednost < 0,05 i interval pouzdanosti
nije sadrzavao broj 1 (127).

Za procjenu povezanosti sistolickog i dijastolickog tlaka s koncentracijama
kromogranina A i katestatina provedena je viSestruka linearna regresijska analiza.
Sistolicki i dijastolicki tlak tretirani su kao kontinuirane zavisne varijable, dok su
kromogranin A i katestatin ukljuCeni kao nezavisne varijable. ITM i dob majke ukljuceni
su kao zbunjujuée varijable (engl. confounding). Rezultati su prikazani uz
nestandardizirane koeficijente regresije (B) sa 95 % intervalom pouzdanosti,
pripadajucim P-vrijednostima te mjerama prilagodbe modela, ukljuCuju¢i R* i F-
statistiku.

Za statistiCku analizu podataka i grafiCke prikaze koristeni su programi MedCalc
Statistical Software, verzija 23.3.7 (MedCalc Software Ltd., Ostend, Belgija) i RStudio
(RStudio: Integrated Development Environment for R, Posit Software, PBC, Boston,
SAD). Razina statistiCke znacajnosti definirana je kao P < 0,05.

Tablica 2. Interpretacija koeficijenta korelacije

Povezanost Spearmanov rho koeficijent (apsolutni)
Nema povezanosti 0-0,25

Slaba 0,26 — 0,50

Umjerena do dobra 0,50-0,75

Vrlo dobra do izvrsna 0,76 -1,0
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4 REZULTATI

4.1 Demografske i klinicke karakteristike trudnica i novorodencadi

Analiza demografskih i kliniCkih podataka trudnica i neonatalnih ishoda prikazana
je u Tablici 3, te pokazuje razlike izmedu kontrolne skupine i skupine trudnica s
gestacijskom hipertenzijom (GH skupina).

Trudnice su u GH skupini ranije rodile (39. vs. 40. tjedan trudnoée, P < 0,001),
bile su znacajno nize (P = 0,004), imale su vecu tjelesnu masu (P = 0,003) i visi ITM
(P < 0,001) u usporedbi s kontrolnom skupinom. Sukladno oc€ekivanjima, sistolicki
(sBP) i dijastolicki (dBP) krvni tlak bili su znac¢ajno viSi u GH skupini (oba P < 0,001),

potvrdujuéi hipertenziju.

Nisu zabiljeZzene znacajne razlike u dobi te promijeni tjelesne mase tijekom
trudnoce. Samo je kod jedne trudnice u kontrolnoj skupini zabiljezeno pusenje. Sve su
trudno¢e ostvarene prirodnim putem bez primjene postupaka medicinski

potpomognute oplodnje.

Nisu utvrdene statistiCki znacajne razlike u porodajnoj masi (P = 0,163), duljini (P
= 0,351) ili percentilima porodajne mase (P = 0,655) novorodencadi izmedu dviju
skupina. Apgar indeksi u prvoj minuti iznosili su 9 bodova za 2/20 novorodencadi i
maksimalnih 10 bodova za ostalih 18/20 novorodencadi u kontrolnoj skupini te 10
bodova za 20/20 novorodenc¢adi u GH skupini. Apgar indeks u petoj minuti iznosio je
maksimalnih 10 bodova za svu novorodencad obje skupine. S obzirom na to da su svi
rezultati u obje skupine za Apgar indeks u prvoj i petoj minuti bili u rasponu od 7 do 10,

sva se novorodencad dobro prilagodila na zivot izvan maternice.

Trudnice s gestacijskom hipertenzijom bile su lijeCene metildopom,
primjenjivanom dva ili tri puta dnevno. Medijan ukupne dnevne doze iznosio je 625 mg
uz interkvartilni raspon od 500 — 750 mg. NajniZa primijenjena dnevna doza iznosila je
500 mg (250 + 250 mg), dok je najviSa iznosila 1750 mg dnevno (1000 + 250 + 500

mgq).
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Tablica 3. Demografske i klini¢ke karakteristike trudnica i novorodencadi

Parametar (jedinice) g\loztggl)a &H: 20) P
Dob (godine) 35 (30 — 38) 32 (30 -38) 0,786
Broj prethodnih porodaja 2(2-3) 2(1-3) 0,242
Visina (cm) 170 (167 — 176) 165 (162 — 168) 0,004
Tjelesna masa (kg) 82 (76 — 88) 90 (84 — 100) 0,003
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 27,1 (26,4 — 28,2) 32,0 (29,7 — 37,4) < 0,001
E‘t’zjgankoﬂf'(ek;')‘e mase 13 (9—17) 12 (11 - 14) 0,693
Sistoli¢ki tlak (mmHg) 110 (110 — 120) 143 (135 — 158) < 0,001
Dijastolicki tlak (mmHg) 70 (65 — 80) 88 (80 — 90) < 0,001
Tjedan gestacije 40 (39 —41) 39 (39 -39) < 0,001
Tjelesna masa novorodenceta (g) 3645 (3320 — 3990) 3375 (3210 — 3835) 0,163
Duljina novorodenceta (cm) 51 (50 — 52) 50 (49 — 52) 0,351
Spol novorodenceta, M 11 (55%) 12 (60%) 1,000
Percentili porodajne mase 69 (48 — 88) 72 (52 —92) 0,655

Za usporedbu kontinuiranih varijabli izmedu dvije skupine koristen je neparametrijski Mann—Whitney U

test te su vrijednosti prikazane kao medijan (interkvartilni raspon). Za usporedbu kategorijskih varijabli

koristen je Fisherov egzaktni test te su vrijednosti prikazane kao broj i pripadajuci postotak. Statisticka

znacajnost postavijena je na P < 0,05. GH — trudnice s gestacijskom hipertenzijom.
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4.2 Biokemijske i endokrinoloske pretrage

Provedena je usporedba opcih biokemijskih i endokrinoloskih pretraga. Rezultati
usporedbe kontrolne i GH skupine navedeni su u Tablici 4. Vecina biokemijskih
pretraga pokazuje da nema razlike u koncentracijama izmedu kontrole i GH skupine.
Iznimke su niZze koncentracije glukoze u GH skupini (P = 0,039), te viSe koncentracije
triglicerida (P = 0,033). Takoder, vecina endokrinoloskih pretraga ne razlikuje se
izmedu skupina, osim hormona rasta koji je pokazao statistiCki znacajno nizu
koncentraciju u GH skupini (P < 0,001).

Tablica 4. Usporedba biokemijskih i endokrinoloskih pretraga izmedu kontrolne skupine i skupine s

gestacijskom hipertenzijom prije porodaja

Kontrola

GH

Analit (jedinice) (N = 20) (N = 20) P
Glukoza (mmol/L) 4,4 (4,0-4,8) 3,7 (3,3-4,6) 0,039
C-reaktivni protein (mg/L) 3,8 (2,0 -8,4) 5,0(2,0-8,2) 0,481
Kolesterol (mmol/L) 7,1(6,3-7,6) 6,7 (6,0 — 8,2) 0,828
HDL-kolesterol (mmol/L) 1,8 (1,6 —2,2) 1,6 (1,2-2,1) 0,103
LDL-kolesterol (mmol/L) 3,8(3,5-4,4) 4,2 (2,8-4,9) 0,578
Trigliceridi (mmol/L) 2,4 (2,1-3,6) 3,3(2,5-4,4) 0,033
Tireotropni hormon (mIU/L) 1,286 (0,848 —1,907) 1,373 (0,946 — 2,251) 0,583
Tiroksin, slobodni (pmol/L) 11,3 (10,5 —12,2) 11,5 (10,1 = 12,1) 0,645
Prolaktin (mIU/L) 5205 (3542 — 6578) 5965 (4209 — 6957) 0,429
Kortizol (nmol/L) 860 (736 — 1164) 788 (612 — 1124) 0,413
Inzulin (pmol/L) 78 (61 —168) 101 (52 — 143) 0,946
Hormon rasta (ug/L) 0,30 (0,24 — 0,56) 0,11 (0,01 —0,20) < 0,001

Rezultati su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). Za usporedbu je koriSten neparametrijski
Mann—Whitney U test. Statisticka znacajnost postavijena je na P < 0,05. GH — trudnice s gestacijskom

hipertenzijom; HDL-kolesterol — lipoprotein visoke gustoce; LDL-kolesterol — lipoprotein niske gustoce.
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4.3 Longitudinalna promjena koncentracije kromogranina A i katestatina

Koncentracije kromogranina A i katestatina prije i poslije porodaja prikazane su
u Tablici 5 i na Slici 4. Koncentracija kromogranina A statistiCki se znaajno smanijila
nakon porodaja u obje skupine uz P < 0,001. Koncentracije katestatina nisu pokazale
statisticki zna€ajnu promjenu prije i poslije porodaja unutar kontrolne (P = 0,571) i GH
skupine (P = 0,911).

Tablica 5. Koncentracija kromogranina A i katestatina prije i poslije porodaja

Analit

(jedinice) Prije porodaja Poslije porodaja P* Prije vs. Poslije
CgA Kontrola (N=20) 58,7 (47,0 - 67,8) 42,1 (35,8 —53,4) < 0,001
(ng/mL) GH (N = 20) 46,1 (40,0 —65,1) 35,2 (30,5 — 45,5) < 0,001

P2 Kontrola vs. GH 0,126 0,056 -
CST Kontrola (N=20) 4,5(3,7-6,1) 5,2(3,9-6,7) 0,571
(ng/mL) GH (N = 20) 3,9(3,2-5,1) 3,9(3,3-5,7) 0,911

P? Kontrola vs. GH 0,168 0,127 -

Rezultati su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). Statisticka znac¢ajnost postavijena je na P <
0,05. CgA — kromogranin A; CST — katestatin; GH — trudnice s gestacijskom hipertenzijom; P' —
Wilcoxonov test (Prije vs. Poslije porodaja unutar iste skupine); P? — Mann—Whitney U test (Kontrola vs.

GH unutar iste tocke).
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Slika 4. Koncentracije kromogranina A i katestatina prije i poslije porodaja.

Koncentracije kromogranina A (A) i katestatina (B) prije i poslije porodaja za kontrolnu skupinu (tirkizna

boja) i skupinu s gestacijskom hipertenzijom (naranc¢asta boja). Kutijasti dijagram (engl. boxplot)

prikazuje medijan i interkvartilni raspon. Rucice (engl. whiskers) oznaCavaju granice podataka unutar

1,6 x interkvartilnog raspona, dok su vrijednosti izvan tog raspona prikazane pojedinacno. Sive linije

predstavijaju koncentraciju prije i poslije porodaja za jednu trudnicu. Trokut predstavija vrijednost van

slikovnog prikaza. Za usporedbu je koristen Wilcoxonov test uz statisticku znacajnost P < 0,05. Broj

uzoraka po skupini N = 20. CgA — kromogranin A; CST — katestatin; GH — trudnice s gestacijskom

hipertenzijom

40



4 REZULTATI

4.3.1 Razlike u apsolutnim i relativnim promjenama koncentracije

Mann-Whitney U testom ispitana je razlika u apsolutnim i relativnim
promjenama koncentracija kromogranina A i katestatina izmedu dviju to€aka vadenja.
Apsolutna je razlika izraCunata kao razlika koncentracija poslije porodaja i
koncentracija prije porodaja te izrazena kao ng/mL. Relativna je razlika izraCunata kao
(koncentracija poslije porodaja - koncentracija prije porodaja)/koncentracija prije

porodaja te je izrazena u postocima.

Kada se promjena izrazava kao apsolutna razlika u ng/mL, uo€eno je prosje¢no
smanjenje kromogranina A od -13,6 ng/mL (-18,4 — -7,8 ng/mL) u kontrolnoj skupini
i —=8,3 ng/mL (-18,1 — -5,9 ng/mL) u GH skupini. Nije utvrdena statisti¢ki znaCajna
razlika izmedu ispitivanih skupina (P = 0,570). Samo 4 para uzoraka (2/20 u svakoj
skupini) pokazala su porast koncentracije nakon porodaja u rasponu od 1,2 do 6,6
ng/mL. U kontrolnoj skupini uo¢eno je smanjenje od —-0,1 ng/mL (-0,9 — +1,6 ng/mL),
a u GH skupini smanjenje od -0,3 ng/mL (-0,7 — +1,0 ng/mL) koncentracije
katestatina. Ni za promjenu koncentracije katestatina nije utvrdena statisticki znacajna

razlika izmedu ispitivanih skupina (P = 0,766).

Kada se promjena izrazava kao postotna promjena, kromogranin A je pokazao
smanjenje od —23 % (-31 — =14 %) u kontrolnoj skupini i sli€no smanjenje od -23 %
(-36 — =11 %) u GH skupini. Postotna promjena katestatina iznosila je -1 % (-20 —
+37 %) u kontrolnoj skupini i =8 % (=17 — +23 %) u GH skupini. Nisu zabiljezene
statistiCki znaCajne razlike u relativnoj promjeni koncentracija za kromogranin A (P =

0,903) i katestatin (P = 0,735). Delta vrijednosti prikazane su grafi¢ki na Slici 5.
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Slika 5. Relativna promjena koncentracije kromogranina A i katestatina prije i poslije porodaja

Relativna promjena koncentracija kromogranina A (A) i katestatina (B) prije i poslije porodaja za
kontrolnu skupinu (tirkizna boja) i skupinu s gestacijskom hipertenzijom (narancasta boja). Y-os
predstavija razliku u izmjerenoj koncentraciji analita prema formuli Delta = (koncentracija poslije
porodaja - koncentracija prije porodaja)/koncentracija prije porodaja. Svaka to¢ka predstavija razliku za
Jjedan par mjerenja. Kutijasti dijagram (engl. boxplot) prikazuje medijan i interkvartilni raspon. Rucice
(engl. whiskers) oznacavaju granice podataka unutar 1,5 % interkvartilnog raspona, dok su vrijednosti
izvan tog raspona prikazane trokutom. Za usporedbu je koristen Mann—Whitney U test uz statistiCku
znacajnost P < 0,05. Broj uzoraka po skupini N = 20. CgA — kromogranin A; CST — katestatin; GH —

trudnice s gestacijskom hipertenzijom.
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4.4 Usporedba koncentracija kromogranina A i katestatina izmedu skupina

prije porodaja

Koncentracije kromogranina A i katestatina u uzorku prije porodaja u kontrolnoj i
GH skupini prikazane su u Tablici 5. Usporedbom izmedu skupina nije utvrdena
statistiCki zna€ajna razlika u koncentracijama kromogranina A (kontrola: 58,7 (47,0 —
67,8) ng/mL vs. GH: 46,1 (40,0 — 65,1) ng/mL; P = 0,126) i katestatina (kontrola: 4,5
(3,7-6,1) ng/mL vs. GH: 3,9 (3,2 -5,1) ng/mL; P = 0,168).

4.5 Usporedba koncentracija kromogranina A i katestatina izmedu skupina

poslije porodaja

Koncentracije kromogranina A i katestatina poslije porodaja u kontrolnoj i GH
skupini prikazane su u Tablici 5. Nije utvrdena statistiCki zna€ajna razlika izmedu
kontrolne i GH skupine u koncentracijama kromogranina A (kontrola: 42,1 (35,8 — 53,4)
ng/mL vs. GH: 35,2 (30,5 — 45,5) ng/mL; P = 0,056) i katestatina (kontrola: 5,2 (3,9 —
6,7) ng/mL vs. GH: 3,9 (3,3 -5,7) ng/mL; P = 0,127).

4.6 Utjecaj spola fetusa na koncentracije kromogranina A i katestatina

Koncentracije kromogranina A i katestatina u uzorcima prije porodaja
usporedene su uz dodatnu stratifikaciju prema spolu fetusa (muski i Zenski; Tablica 6).

Utvrdeno je da ni u kontrolnoj skupini (P = 0,370) ni u GH skupini (P = 0,054)
nema statistiCki znaCajne razlike u koncentracijama kromogranina A ovisno o spolu
fetusa. Usporedba koncentracija kromogranina A izmedu kontrolne i GH skupine,
unutar iste podskupine po spolu, pokazala je da nema statistiCki znacajnih razlika ni
za muske (P = 0,853) ni za Zenske fetuse (P = 0,075).

Sto se tie koncentracija katestatina, u kontrolnoj skupini nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike izmedu muskih i Zenskih fetusa (P = 0,648). U GH skupini takoder nije
pronadena statisticki znaCajna razlika ovisno o spolu (P = 0,083). Medutim,
usporedbom koncentracija katestatina izmedu kontrolne i GH skupine unutar istog
spola fetusa, nije bilo statistiCki znac¢ajne razlike za muske fetuse (P = 0,976), ali je

utvrdena statistiCki znaCajna razlika za Zzenske fetuse (P = 0,046).
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Tablica 6. Utjecaj spola fetusa na koncentraciju kromogranina A i katestatina

Analit Muski Zenski P' Muski vs. Zenski
(jedinice)
CgA Kontrola (N=11/9) 55,0 (40,9 -65,7) 59,1 (55,1 —69,9) 0,370
(ng/mL) GH (N = 12/8) 51,7 (44,9 -65,1) 38,8 (34,3 — 56,5) 0,054

P? Kontrola vs. GH 0,853 0,075 -
CST Kontrola (N=11/9) 4,5 (3,8 - 5,6) 4,6 (3,5-7,6) 0,648
(ng/mL) GH (N = 12/8) 4,0 (3,7-5,8) 3,3(2,6 —4,6) 0,083

P? Kontrola vs. GH 0,976 0,046 -

Rezultati su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). Statisticka znac¢ajnost postavijena je na P <
0,05. CgA — kromogranin A; CST — katestatin; GH — trudnice s gestacijskom hipertenzijom; P" — Mann—
Whitney U test (Muski vs. Zenski spol unutar iste skupine); P2 — Mann-Whitney U test (Kontrola vs. GH

unutar istog spola).
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4.7 Korelacijska analiza kromogranina A i katestatina s klinickim parametrima

Provedena je korelacijska analiza kako bi se procijenile povezanosti izmedu
koncentracija kromogranina A i katestatina prije porodaja s kliniCkim parametrima
odvojeno za kontrolnu i GH skupinu. Za GH skupinu dodatno je ispitana korelacija doze
metildope s koncentracijama biljega i krvnim tlakom (Tablica 7).

|z prikazanih rezultata vidljivo je da ne postoji statistiCki znacajna korelacija

izmedu kromogranina A i katestatina ni u kontrolnoj ni u GH skupini.

U kontrolnoj skupini zabiljezene su statistiCcki znaCajne umjerene pozitivhe
korelacije katestatina sa sistolickim krvnim tlakom (rho = 0,536, P = 0,015) i
dijastoli¢kim krvnim tlakom (rho = 0,470, P = 0,036). U obje skupine, kromogranin A
nije pokazao statistiCki znacajne korelacije ni s jednim od ispitivanih klini¢kih
parametara. Takoder, nijedan od testiranih biljega nije pokazao znacajnu korelaciju s
percentilima porodajne mase niti u jednoj ispitivanoj skupini. Korelacija s Apgar
indeksom u prvoj i petoj minuti nije provedena s obzirom na to da su svi rezultati u obje
skupine unutar raspona 7 — 10 $to se klasificira kao normalno stanje novorodencadi

(dobra prilagodba na Zivot izvan maternice).

Dodatno, u GH skupini ispitana je korelacija dnevne doze metildope s
koncentracijama biljega i krvnim tlakom. Nije utvrdena statistiCki zna¢ajna korelacija
doze metildope s koncentraciama kromogranina A, katestatina, sistolickim ili

dijastoli¢kim tlakom.
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Tablica 7. Spearmanova korelacija u kontrolnoj skupini i skupini s gestacijskom hipertenzijom prije

porodaja

Kontrola GH

(N =20) (N =20)
Korelacije Spearman rho (95%Cl) P Spearman rho (95%Cl) P
CgA vs. CST 0,184 (-0,282 - 0,579) 0,439 -0,210 (0,597 — 0,256) 0,375
CgA vs. sBP -0,183 (-0,579 — 0,283) 0,440 0,051 (-0,400 — 0,483) 0,830
CgA vs. dBP -0,349 (-0,686 — 0,111) 0,132 0,317 (-0,146 — 0,666) 0,173
CgA vs. percentili  -0,074 (-0,500 — 0,381) 0,757  -0,186 (-0,581 — 0,280) 0,433
CST vs. sBP 0,536 (0,122 - 0,791) 0,015 0,090 (-0,367 — 0,512) 0,705
CST vs. dBP 0,470 (0,035 - 0,756) 0,036 0,306 (-0,158 — 0,659) 0,190
CST vs. percentili  -0,010 (-0,451 — 0,434) 0,966 0,301 (-0,163 — 0,656) 0,197
Doza vs. CgA - - -0,132 (0,543 — 0,330) 0,580
Doza vs. CST - - 0,066 (-0,388 — 0,494) 0,783
Doza vs. sBP - - 0,013 (-0,432 - 0,453) 0,958
Doza vs. dBP - - -0,153 (-0,557 — 0,311) 0,521

StatistiCka znacCajnost postavijena je na P < 0,05. GH — trudnice s gestacijskom hipertenzijom; CgA —

kromogranin A; CST — katestatin; sBP — sistoliCki krvni tlak; dBP — dijastoliCki krvni tlak; Doza — dnevna

doza metildope; Spearman rho — Spearmanov koeficijent korelacije; 95%Cl — 95 % interval

pouzdanosti.
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4.8 Predvidanje gestacijske hipertenzije

LogistiCkom regresijom ispitani su kromogranin A i katestatin prije porodaja kao
potencijalni prediktori gestacijske hipertenzije. Klini¢ki ¢imbenici, ITM i dob, uzeti su
kao zbunjujuce varijable. Rezultati su prikazani u Tablici 8. Model logistiCke regresije
za predvidanje gestacijske hipertenzije bio je statistiCki znacajan (P = 0,001), Sto
ukazuje na to da prediktori, promatrani zajedno, zna¢ajno doprinose predvidanju rizika.
Model objasnjava priblizno 49,5 % varijance u ishodu gestacijske hipertenzije, na
temelju Nagelkerke R?=0,495. Jedini statisti¢ki znac¢ajan prediktor je ITM (OR = 1,458,
P = 0,007). Koncentracije kromogranina A, katestatina i dob majke nisu pokazale
statistiCki znaCajan utjecaj na izglede za razvoj gestacijske hipertenzije. Njihove P-
vrijednosti su vece od 0,05, a intervali pouzdanosti za OR uklju€uju 1, $to ukazuje na

nedostatak statistiCcke znaCajnosti.

Tablica 8. Rezultati logistiCke regresije za koncentracije kromogranina A i katestatina u predikciji
gestacijske hipertenzije

Varijabla o

(N = 40) OR 95%ClI B SE P
Prediktori CgA 0,985 0,942 - 1,029 -0,015 0,022 0,496

CST 0,776 0,492 —1,224 -0,254 0,232 0,275
Zbunjujuce ™ 1,458 1,111-1,912 0,377 0,138 0,007
varijable Dob majke 0,976 0,828 -1,150 -0,025 0,084 0,767
Model Fit P 0,001

Nagelkerke R? 0,495

Rezultati su prikazani kao omjer izgleda uz 95 % interval pouzdanosti, koeficijent regresije i njegovu
standardnu pogre$ku. Statisticka znac¢ajnost postavijena je na P < 0,05. CgA — kromogranin A; CST —
katestatin; ITM — indeks tjelesne mase; OR — omjer izgleda; 95%CI — 95 % interval pouzdanosti; B —

koeficijent regresije; SE — standardna pogreska.
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4.9 Povezanost kromogranina A i katestatina s krvnim tlakom

ViSestruka linearna regresijska analiza provedena je kako bi se istraZila
povezanost sistolickog i dijastolickog tlaka s koncentracijama kromogranina A i
katestatina, uz ITM i dob majke kao zbunjujuce varijable. Rezultati regresijskih modela
prikazani su u Tablici 9.

Ukupni model za sistoli¢ki krvni tlak nije bio statisti¢ki zna€ajan (F = 1,449, P =
0,239). Model objasnjava 14,2 % varijance (R? = 0,142, R? prilagodeni = 0,044). Od
svih prediktora, samo je ITM bio statisticki znaCajan (B = 1,444, P = 0,038), Sto znacCi
da povecanje ITM-a za jednu jedinicu predvida porast sistolickog krvnog tlaka za 1,444
mmHg, pri ¢emu su ostale varijable kontrolirane. Koncentracije kromogranina A,

katestatina i dob majke nisu pokazale statistiCki znacajan utjecaj na sistoli¢ki krvni tlak.

Ukupni model za dijastoliCki krvni tlak takoder nije bio statistiCki znacajan (F
1,107, P = 0,369 ). Model objasnjava 11,2 % varijance (R? = 0,112, R? prilagodeni

0,011). Nijedan od prediktora (kromogranin A, katestatin, ITM i dob majke) nije imao

statistiCki znac€ajan utjecaj na dijastolicki krvni tlak u ovom modelu.
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Tablica 9. Rezultati visestruke linearne regresije za koncentracije kromogranina A i katestatina u

predikciji sistoliCkog i dijastolickog krvnog tlaka

Varijabla sBP dBP

(N =40) B 95%ClI P B 95%CI P
Prediktori CgA -0,112 -0,465-0,242 0,525 -0,028 -0,240-0,185 0,796

CST -0,089 -0,947-0,769 0,834 0,281 -0,235-0,797 0,276
Zbunjujuée ITM 1,444 0,084 — 2,803 0,038 0,602 -0,215-1,419 0,144
varijable  Dob majke 0,069 -1,284-1,402 0929 -0,357 -1,164-0,450 0,375
Model Fit F-statistika 1,449 0,239 1,107 0,369

R? 0,142 0,112

Prilagodeni

Re 0,044 0,011

Statisticka znacajnost postavijena je na P < 0,05. CgA — kromogranin A; CST — katestatin; ITM —

indeks tielesne mase; sBP — sistolicki krvni tlak; dBP — dijastoli¢ki krvni tlak; B — koeficijent regresije;

95%CI — 95 % interval pouzdanosti.
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U radu se ispitivala razlika u koncentracijama kromogranina A i katestatina kod
trudnica s gestacijskom hipertenzijom koje su lijeCene metildopom, u usporedbi sa
zdravim kontrolama, s posebnim naglaskom na promjene tijekom porodaja i moguce
korelacije s neonatalnim ishodima trudnoce. U skladu s glavhom hipotezom, trudnice
s gestacijskom hipertenzijom imale su statisticki znaCajno viSe koncentracije
kromogranina A prije porodaja u usporedbi s razdobljem nakon porodaja (P < 0,001).
Medutim, koncentracije katestatina prije porodaja nisu bile nize (P = 0,911) Sto je u

suprotnosti s glavnom hipotezom.
5.1 Biokemijski i klini¢ki parametri

Analiza demografskih i klini€kih karakteristika otkrila je znacajne razlike izmedu
kontrolne skupine i GH skupine koje potvrduju klinicku sliku gestacijske hipertenzije

vecC opisane u literaturi.

Najistaknutija razlika prisutna je u indeksu tjelesne mase, gdje GH skupina
pokazuje znacajno viSe vrijednosti u usporedbi s kontrolnom skupinom (P < 0,001). To
je u skladu s opseznim dosadasnjim istrazivanjima koja navode pretilost kao jedan od
najjacih riziCnih ¢imbenika za razvoj hipertenzivnih poremecaja u trudnoci. Osim viSeg
ITM-a, trudnice u GH skupini bile su znacajno teze (P = 0,003) i znacajno nize (P =
0,004). lako je manja visina pridonijela viS$em ITM-u u GH skupini, razlika u masi ostaje
zabiljeZena i nakon prilagodbe za visinu putem ITM-a. Dobitak tjelesne mase u trudnoci
nije se razlikovao izmedu skupina (P = 0,693), Sto sugerira da je ITM prije trudnoce
bitniji za razvoj GH nego dobitak tijekom same trudnoce. Oc&ekivano, sistoliCki i
dijastoli¢ki tlak bili su znacajno visi u GH skupini (P < 0,001 za oba), definirajuéi
patofizioloSku osnovu gestacijske hipertenzije i potvrdujuci ispravnu stratifikaciju
trudnica prema kliniCkim kriterijima. Gestacijska dob pri porodaju bila je znacajno niza
u GH skupini (P < 0,001). Buduci da su sve trudnice bile u punom terminu (izmedu 38.
i 41. tjedna trudnocde), ova se razlika ne smatra klinicki zna¢ajnom. Neonatalni ishodi
nisu pokazali statistiCki znaCajne razlike izmedu skupina. Porodajna masa, duljina,
percentili porodajne mase i Apgarov indeks novorodencadi bili su sli¢ni u obje skupine.
Suprotno tome, prethodna istrazivanja o preeklampsiji Cesto navode niZzu porodajnu

masu i vecu ucestalost novorodenc¢adi manijih za gestacijsku dob (SGA, engl. small for
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gestational age) (128). GH skupina u ovom istrazivanju predstavlja blaze oblike
hipertenzivnih poremecaja bez proteinurije, pri Cemu je IUGR bio kriterij iskljuenja, $to
moze objasniti oCuvanje fetalnog rasta u usporedbi s preeklampsijom. Sveukupno,
karakteristike trudnica u istrazivanju potvrduju povezanost pretilosti i gestacijske
hipertenzije, uz oCuvanje fetalnog rasta, Sto sugerira da ispitivana GH skupina

predstavlja blaZe oblike hipertenzije s manjim utjecajem na neonatalne ishode.

Analiza biokemijskih i endokrinoloskih pretraga ukazala je na povisene
koncentracije triglicerida u GH skupini u usporedbi s kontrolnom skupinom (P = 0,033),
Sto je u skladu s literaturom koja identificira hipertrigliceridemiju kao sastavnicu
patogeneze hipertenzivnih poremecaja u trudnodi (129). Znacajna opazanja su niza
koncentracija glukoze (P = 0,039) te hormona rasta u GH skupini (P < 0,001). Ostali
lipoproteini (kolesterol, HDL-kolesterol i LDL-kolesterol), CRP i ve€ina endokrinoloskih
pretraga (tireotropni hormon, slobodni tiroksin, prolaktin, kortizol, inzulin) nisu pokazali
znacajne razlike izmedu skupina. Medutim, uzorci prikupljeni prije poCetka porodaja
uzorkovani su neovisno o vremenu posljednjeg obroka. Za odredene analite pozeljno
je uzorkovanje nataste, kako bi se rezultati mogli usporediti s referentnim intervalima i
granicnim vrijednostima te kako bi se smanjio utjecaj hrane na koncentracije. U
idealnim uvjetima, standardizirano vrijeme vadenja krvi omogucilo bi bolju
usporedivost rezultata. S obzirom na dizajn ovog istraZivanja, uzorkovanje je
provedeno unutar kliniCki definiranog raspona, odnosno prije pocCetka trudova i

porodaja.
5.2 Kromogranin A i katestatin u gestacijskoj hipertenziji

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da trudnice s gestacijskom hipertenzijom
nemaju statisticki znacajno razliCite koncentracije kromogranina A i katestatina u
odnosu na zdrave kontrole prije porodaja. lako je uoCen trend nizih koncentracija
kromogranina A (P = 0,126) i katestatina (P = 0,168) u GH skupini, navedene razlike
nisu dosegnule statisticku znac€ajnost. Slic¢an obrazac zabiljezen je i u uzorcima nakon
porodaja, pri €emu su koncentracije kromogranina A (P = 0,056) i katestatina (P =
0,127) takoder bile nize u GH skupini, bez postizanja statisticke znaCajnosti.

Unato€ potencijalnoj vaznosti kromogranina A kao biljega i regulatora krvnog
tlaka, dostupni su ogranieni podaci o njegovim koncentraciama u trudnica s

hipertenzivnim poremecajima. Samo jedna studija otkrila je zna€ajno vecu ekspresiju
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gena za kromogranin A u posteljicama Zena oboljelih od preeklampsije, u usporedbi
sa zdravim kontrolama. lako je ekspresija gena za kromogranin A bila poviSena,
koncentracije proteina u posteljici nisu zna€ajno varirale (89). S obzirom na to da u
relevantnoj literaturi nedostaju podaci o koncentracijama kromogranina A u serumu
trudnica s dijagnosticiranom preeklampsijom ili gestacijskom hipertenzijom, otezana je

usporedba dobivenih rezultata s prethodnim istrazivanjima.

Studije s fokusom na katestatin u gestacijskoj hipertenziji su oskudne. Jedna
takva studija, autora Gunsel i suradnika, ispitivala je razliku u koncentraciji katestatina
izmedu normotenzivnih i hipertenzivnih trudnica u razliitim tjednima trudnoce.
Zaklju€no, viSe koncentracije katestatina zabiljeZene su u hipertenzivnoj skupini (31,61
vs. 48,46 pg/mL) (130). Vecina objavljenih studija bila je usmjerena na preeklampsiju,
a ne na gestacijsku hipertenziju, no rezultati ispitivanja daju oprecne rezultate. Tuten i
suradnici izvijestili su 0 zna€ajno poviSenim koncentracijama serumskog katestatina u
trudno¢ama s preeklampsijom u usporedbi s gestacijski uskladenim kontrolama (290,7
vs. 182,8 pg/mL) (119). Suprotno tome, Palmrich i suradnici pronasli su znacajno nize
koncentracije katestatina u preeklampsiji (3,03 vs. 4,82 ng/mL), sugeriraju¢i da
smanjeni katestatin moze biti povezan s prisutnos¢u preeklampsije (128). Bralewska i
suradnici takoder su izvijestili 0 nizim koncentracijama katestatina u posteljicama s
preeklampsijom, unato€ povisenoj genskoj ekspresiji kromogranina A, predlazuci da
smanjeni katestatin u posteljici moze pridonijeti hipertenziji u preeklampsiji (89). Sli¢no,
AlGhazali i suradnici izvijestili su o nizim koncentracijama katestatina u teskoj
preeklampsiji u usporedbi s kontrolama (29,01 vs. 59,96 ng/mL) (131). Ipak, dvije
studije nisu izvijestile o zna€ajnoj razlici izmedu preeklampsije i kontrola: Ozalp i
suradnici (5,20 vs. 5,23 ng/mL) te Owolabi i suradnici (3,9 vs. 3,3 ng/mL) (132,133).

Studije koje su ukljuCivale blagu i teSku preeklampsiju Cesto nisu pronalazile
razlike u koncentraciji katestatina izmedu ovih podskupina, sugerirajuci da tezina
hipertenzije sama po sebi vjerojatno nije glavna osnova promjena koncentracija
katestatina (119,131). Oprecno, Owolabi i suradnici ukazali su na znacajno viSe
koncentracije katestatina u teSkoj u odnosu na blagu preeklampsiju (4,5 vs. 3,3 ng/mL)
(134).

Nekoliko Cimbenika moze objasniti razlike u dobivenim rezultatima izmedu
objavljenih studija. Vecina prethodnih istrazivanja koja su pokazala razliCite

koncentracije kromogranina A i katestatina provedena su u populaciji trudnica s
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preeklampsijom, a ne gestacijskom hipertenzijom. Preeklampsija i gestacijska
hipertenzija, iako se obje ubrajaju u hipertenzivne poremecaje trudnoce, predstavljaju
razliCite klinicke entitete s moguce razli€itim patofizioloSkim mehanizmima (135).
Preeklampsija se karakterizira sistemskom endotelnom disfunkcijom, ishemijom
posteljice, povecanim stvaranjem antiangiogenih ¢imbenika te izrazenom aktivacijom
upalnih i oksidativnih mehanizama (136). S druge strane, gestacijska hipertenzija
predstavlja blazi oblik hipertenzivhog poremecaja, bez proteinurije i bez sistemske
endotelne disfunkcije. Stoga je moguce da neuroendokrini profil gestacijske
hipertenzije bitno odstupa od preeklampsije, i da kromogranin A i katestatin nisu

uklju€eni u patogenezu gestacijske hipertenzije na isti nacin kao u preeklampsiji.

Nadalje, sve trudnice s gestacijskom hipertenzijom bile su lijeCene metildopom,
centralnim a2-adrenergickim agonistom koji smanjuje aktivnost simpatickog ziv€anog
sustava (137). Moguce je da terapija metildopom dovodi do normalizacije
koncentracija kromogranina A i katestatina u GH skupini, prikrivajuéi razlike koje bi se
inaCe ocCitovale. U klini¢kim studijama koje su ispitivale mogucéu povezanost katestatina
i preeklampsije, primjena antihipertenzivne terapije nije bila detaljno navedena
(119,128,131,132). S obzirom na to da se lijekovi poput metildope, labetalola i
nifedipina standardno koriste za lije€enje hipertenzije u trudnoci, moguce je da su
trudnice u skupinama s preeklampsijom primale terapiju. Medutim, bez definiranog tipa
lijeka i doze u publikacijama, nije moguce izravno procijeniti potencijalan ucinak lijeka
na koncentracije kromogranina A i katestatina, Sto otezava usporedbu rezultata.
Iznimka je studija Owolabi i suradnika koja kao iskljucni kriterij navodi antihipertenzivnu
terapiju u obje skupine, a Ciji rezultati ukazuju da nema razlike u koncentracijama

katestatina izmedu skupina (133).

UoCava se i heterogenost u rasponu rezultata i jedinicama izvjeStavanja (pg/mL vs.
ng/mL) §to dodatno oteZava izravne usporedbe izmedu studija. Heterogenost rezultata
moze biti posliedica primjene nestandardiziranih ELISA metoda za mjerenje
kromogranina A i katestatina. Kromogranin A je prekursorski protein koji se proteoliticki
cijepa u brojne fragmente, ukljuCujuci katestatin. ELISA reagensi mogu mijeriti intaktni
kromogranin A, ukupni kromogranin A (intaktni zajedno s fragmentima) ili specificne
fragmente. Nedostatak standardizacije izmedu metoda moze objasniti zasto razliite
studije izvjestavaju o razli€itim apsolutnim vrijednostima pa €ak i suprotnim smjerovima

koncentracijskih promjena (89,119,128,133). Corti i suradnici naglasili su vaznost
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standardizacije metoda mjerenja i potrebu za razvojem referentnih materijala za

kromogranin A i njegove fragmente (96).

Rezultati istrazivanja upucéuju da kromogranin A i katestatin vjerojatno nemaju
primarnu vrijednost kao biljezi za razlikovanje gestacijske hipertenzije od zdrave
trudnoce, barem u kontekstu lijeCenih trudnica. Nedostatak razlika moze odrazavati
blazu patofiziologiju gestacijske hipertenzije u usporedbi s preeklampsijom,
potencijalni modulatorni ucinak antihipertenzivne terapije ili kombinaciju oba

Cimbenika.
5.3 Longitudinalne promjene kromogranina A i katestatina tijekom porodaja

Jedan od znacajnih rezultata ovog istrazivanja jest razliCit obrazac promjena
kromogranina A i katestatina tijekom porodaja. Kromogranin A je pokazao znacajan i
jednak pad od 23 % tijekom porodaja u obje skupine (oba P < 0,001), dok je katestatin
ostao stabilan bez znacajnih promjena u kontrolnoj (P = 0,571) i GH skupini (P =
0,911). Razlika u promjenama koncentracija kromogranina A i katestatina mogla bi se
objasniti razliitim izvorima sinteze, razlikama u kinetici otpustanja ili razli€itim

poluzivotom u cirkulaciji.

Jos prije tridesetak godina, Syversen i suradnici ustanovili su da je medijan
koncentracije kromogranina A u uzorcima pupkovine bio zna¢ajno viSi nego u serumu
trudnice, uz dodatno visoke vrijednosti u plodovoj vodi (90). Florio i suradnici takoder
su izvijestili o visokim koncentracijama kromogranina A u uzorcima pupkovine i
plodove vode, s koncentracijama znacajno viSim u novorodencadi nego u majke.
Dodatno, ukazali su na pad kromogranina A tijekom porodaja (120). Novija istrazivanja
potvrduju prisutnost kromogranina A i katestatina u tkivu posteljice te prikazuju
znacajno viSe koncentracije katestatina u trudnih zena u odnosu na ne-trudne kontrole
(89,118). Ovi rezultati podupiru teoriju da se kromogranin A stvara u posteljici i fetusu

tijekom trudnoce te da porodaj uklanja glavni izvor kromogranina A.

Nasuprot tome, stabilnost katestatina tijekom porodaja sugerira razli€itu kinetiku
u odnosu na kromogranin A. Katestatin moze imati duzi poluzivot u cirkulaciji nego
intaktni kromogranin A, S§to bi usporilo njegove promjene tijekom porodaja.
ProteolitiCka razgradnja kromogranina A u katestatin moze biti razliCito regulirana u
majc€inoj i fetalnoj cirkulaciji, $to dovodi do razli€itih obrazaca promjena. Moguce je da

su odabrane vremenske to¢ke uzorkovanja u ovom istrazivanju (prije porodaja i 2 sata
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nakon porodaja) bile nedovoljne za detektiranje promjena katestatina ako je njegov

poluzivot duzi od kromogranina A.

Pad kromogranina A koji je opazen tijekom porodaja u ovom istrazivanju,
vjerojatno je posljedica uklanjanja posteljice koja je njegov znacCajan izvor tijekom
trudnoce. Dodatno, moguce je da hemodinamske promjene tijekom porodaja,
ukljuCujuéi smanjenje volumena krvi i redistribuciju protoka krvi, utjeCu na
koncentracije kromogranina A. Nedostatak korelacije izmedu kromogranina A i
katestatina u obje skupine u uzorcima prije porodaja (kontrola rho = 0,183, P = 0,438;
GH rho = -0,209, P = 0,374) dodatno podupire teoriju da ove molekule imaju razliCite
izvore stvaranja ili razliCite obrasce kinetike. Navedeni rezultati u skladu su s
rezultatima Bralewske i suradnika koji takoder nisu otkrili statisti¢ki zna€ajnu korelaciju
izmedu kromogranina A i katestatina u uzorcima posteljice, ni u skupini s
preeklampsijom ni u kontrolnoj skupini (89). lako je katestatin derivat kromogranina A,
omjer izmedu prekursora i fragmenta moZe varirati ovisno o tkivno-specifi€noj

proteolitiCkoj razgradniji, brzini otpustanja i brzini klirensa (81,96).
5.4 Utjecaj spola fetusa na kromogranin A i katestatin

Provedeno istrazivanje upucuje da spol fetusa ne utjeCe znacCajno na
koncentracije kromogranina A unutar skupine (muski vs. Zenski spol) niti izmedu
(kontrola vs. GH) skupina, unato¢ primjetno nizoj koncentraciji u skupini trudnica s
Zenskim fetusom i gestacijskom hipertenzijom. Kod katestatina, primjeCuje se niza
koncentracija kod fetusa zenskog spola iz GH skupine u usporedbi s fetusima muskog
spola, ali bez statisticke znacajnosti (P = 0,083). Medutim, unutar skupine fetusa
Zzenskog spola, GH skupina ima statisticki zna¢ajno nize koncentracije u odnosu na
kontrolnu skupinu (P = 0,046). Navedeni rezultati mogu ukazivati na specificne razlike

u billezima povezanim s gestacijskom hipertenzijom izmedu spolova.

Prema studiji Bralewska i suradnika, spol fetusa utje€e na razinu kromogranina
A i katestatina u stanicama posteljice kod preeklampsije. U trudno¢ama opterecenim
preeklampsijom s fetusima Zenskog spola, koncentracije katestatina bile su znac¢ajno
smanjene, dok je ekspresija gena za kromogranin A bila poviSena u usporedbi s
kontrolnim skupinama (89). Prema pretpostavci autora, katestatin je zastitni peptid kod
trudnica s preeklampsijom koji se otpusta u manjim koli¢inama u majcinsku cirkulaciju.

Rezultati ovog istrazivanja izravno potvrduju tu hipotezu, pokazujuci statisticki
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znacajno nize koncentracije katestatina kod trudnica s gestacijskom hipertenzijom koje
nose zenske fetuse. Takoder, Bralewska i suradnici nisu pronasli povezanost izmedu
koncentracije katestatina i ekspresije gena za kromogranin A kod trudnica koje nose
fetuse muskog spola (89). Navedeno je u skladu s opaZanjem ovog istraZivanja, buduci
da kod fetusa muSkog spola nema statistiCki znacCajnih razlika u koncentracijama

kromogranina A i katestatina izmedu kontrolne i GH skupine.

Unato€ tome Sto su rezultati ovog istrazivanja u skladu s objavljenom studijom,
mali broj uzoraka u podskupinama po spolu ograniCava pouzdanu interpretaciju.
Rezultati naglasavaju smjernice za buduca istrazivanja, ukazujuc¢i da se mehanizmi
hipertenzivnih poremeéaja mogu razlikovati ovisno o spolu fetusa, pri ¢emu

kromogranin A i katestatin imaju potencijalnu ulogu.
5.5 Povezanost kromogranina A i katestatina s krvnim tlakom

Istrazivanje nije pronaslo korelaciju izmedu krvnog tlaka i koncentracije
kromogranina A u kontrolnoj i GH skupini. Medutim, pokazalo je prisutnost pozitivhe
korelacije izmedu katestatina i krvnog tlaka u kontrolnoj skupini (sistoli¢ki krvni tlak rho
= 0,536, P = 0,015; dijastolicki krvni tlak rho = 0,470, P = 0,036), ali izostanak ove
korelacije u GH skupini (sistolicki krvni tlak rho = 0,090, P = 0,705; dijastoli¢ki krvni tlak
rho = 0,306, P = 0,190). Ovaj rezultat sugerira da je normalna fizioloSka povezanost
izmedu katestatina i regulacije krvnog tlaka poremecena u gestacijskoj hipertenziji ili

modificirana antihipertenzivnom terapijom.

PocCetna istrazivanja, usmjerena na ispitivanje koncentracija kromogranina A i
katestatina u eksperimentalnim modelima te kod bolesnika s hipertenzijom u opéoj (ne-
trudnoj) populaciji, predstavljaju vaznu osnovu za razumijevanje patofizioloSkih
mehanizama bolesti u trudnica. MiSevi s knock-out genom za kromogranin A i
katestatin razvili su tesSki oblik hipertenzije, koji se normalizirao nakon primjene
egzogenog katestatina (138,139). Studije koje su usporedivale koncentracije u
normotenzivnih i hipertenzivnih osoba prikazale su neujednacene rezultate. O'Connor
i suradnici pokazali su da normotenzivni potomci bolesnika s hipertenzijom imaju
znacajno nize koncentracije katestatina u krvi u usporedbi s normotenzivnim osobama
bez obiteljske anamneze hipertenzije. Medutim, u istoj studiji, nisu utvrdene znacajne
razlike u koncentracijama katestatina izmedu normotenzivnih i hipertenzivnih ispitanika

(113). U kasnijoj, opseznijoj studiji O'Connor i suradnici utvrdili su da su kod bolesnika
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s esencijalnom hipertenzijom koncentracije kromogranina A bile poviSene, dok su
koncentracije katestatina bile snizene. Dodatno, uoCen je snizen odnos kromogranina
A i katestatina u hipertenzivnih bolesnika (116). Nasuprot tome, Meng i suradnici
zabiljezili su viSe koncentracije katestatina u bolesnika s esencijalnom hipertenzijom,
iako nisu pronasli povezanost izmedu razine katestatina i stupnja hipertenzije (115).
Durakoglugil i suradnici nisu pronasli znac¢ajne razlike u koncentracijama katestatina
izmedu nelijeCenih hipertenzivnih bolesnika i zdravih kontrola nakon prilagodbe za
dob, spol, visinu i tjelesnu masu ukazujuci na potencijalnu vaznost prilagodbe za

zbunjujuce €imbenike pri interpretaciji rezultata (140).

lako se uloga ovih biljega u regulaciji krvnog tlaka jo$ uvijek intenzivno istrazuje,
novija istrazivanja usmjerena na hipertenzivne poremecaje u trudnoci nastoje definirati
njihovu specificnu vaznost u gestaciji. Upravo u tom kontekstu, pozitivna korelacija
izmedu katestatina i krvnog tlaka u nasoj kontrolnoj skupini u skladu je s nalazima
Lovri¢ i suradnika, koji su izvijestili o pozitivnoj korelaciji izmedu sistolickog tlaka i
katestatina u ne-trudnih Zena (r = 0,335, P = 0,011), ali ne i u trudnica u prvom
tromjesecju (118). Navedeni autori sugeriraju da trudnoca potencijalno modulira odnos
izmedu katestatina i krvnog tlaka, vjerojatno zbog hemodinamskih prilagodbi trudnoce
ili promjena u simpatic¢koj aktivnosti. Rezultati ovog ispitivanja proSiruju navedeno
opazanje pokazujuci da je korelacija prisutna u zdravih trudnica u terminskoj trudnoéi,
ali odsutna u trudnica s gestacijskom hipertenzijom. Tuten i suradnici izvijestili su o
pozitivnim korelacijama izmedu serumskog katestatina te sistoliCkog i dijastolickog
tlaka u trudnica s preeklampsijom, $to je u suprotnosti s izostankom korelacije u
gestacijskoj hipertenziji pronadenoj u ovom istrazivanju (119). Ova diskrepancija moze
odrazavati osnovne patofizioloSke razlike izmedu preeklampsije i gestacijske
hipertenzije, ili moZe biti posljedica antihipertenzivne terapije u ispitivanoj skupini.

Moguce objasnjenje jest da pozitivha korelacija izmedu katestatina i krvnog tlaka
u kontrolnoj skupini odrazava kompenzatorni mehanizam. Visok krvni tlak moze
stimulirati povecano stvaranje katestatina kao zastitni mehanizam. Katestatin potom
ograniava daljnji porast tlaka inhibicijom otpustanja katekolamina i vazodilatacijom. U
gestacijskoj hipertenziji, ovaj kompenzatorni mehanizam moze biti iscrpljen ili
poremecen, §to dovodi do gubitka korelacije. Ova je hipoteza u skladu s rezultatima
Bralewska i suradnika koji su pokazali da preeklampti€no okruzZenje u posteljici

smanjuje stvaranje katestatina u trofoblastima. To upucuje na oSteCenu sposobnost
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posteljice u hipertenzivnim poremecajima trudnoCe da proizvodi katestatin kao

odgovor na stres (89,141).

|zostanak korelacije katestatina i tlaka u GH skupini moZe predstavijati i
indirektan dokaz ucinka metildope. Metildopa djeluje na razini srediSnjeg Ziv€anog
sustava smanjujuci simpaticku aktivnost, Sto moze prekinuti normalnu povratnu spregu
izmedu katestatina (koji inhibira otpustanje katekolamina) i krvnog tlaka (142). Ako
metildopa veé suprimira simpati¢ku aktivnost, dodatni ucinci katestatina na otpustanje
katekolamina mogu biti maskirani ili smanjenog znacaja. Dodatno, moguce je da su
razine katestatina u GH skupini ve¢ bile modificirane boles¢u ili terapijom na nacin da

je naruSena normalna fizioloSka povezanost s krvnim tlakom.

lako nisu pronadene izravne razlike u koncentracijama kromogranina A ili
katestatina izmedu kontrolne i GH skupine, promjena u njihovoj povezanosti s krvnim
tlakom sugerira promijenjen funkcionalni odnos izmedu ovih Dbillega i
kardiovaskularnog sustava. Ovo naglaSava vaznost ne samo odredivanja
koncentracija biljega, ve¢ i analize njihove funkcionalne povezanosti s kliniCkim

parametrima.
5.6 Povezanost s neonatalnim ishodima

Hipertenzivni poremecaji u trudno¢i mogu biti povezani s loSim ishodom za
novoroden¢ad (136). U ovom istrazivanju nisu pronadene znacCajne razlike u
neonatalnim ishodima izmedu GH i kontrolne skupine. Percentili porodajne mase i
vrijednosti Apgarova indeksa bili su usporedivi izmedu skupina, sugeriraju¢i da je
gestacijska hipertenzija lijeCena metildopom bila dobro kontrolirana i nije negativno

utjecala na fetalni rast ili neonatalnu adaptaciju.

Dodatno, nije pronadena korelacija izmedu kromogranina A ili katestatina i
percentila porodajne mase u obje skupine. lzgledno je da koncentracija ovih
neuroendokrinih biljega ne odrazava fetalni rast ili dobrobit u ispitivanim skupinama.
Normalan Apgar indeks u obje skupine isklju€io je mogucénost statistiCkog testiranja
korelacije kromogranina A i katestatina. Rezultati autora Vanli Tonyali i suradnika
takoder su pokazali nedostatak znaCajne povezanosti izmedu neonatalnih ishoda i
varijabli kao Sto su porodajna masa ili katestatin (143). lzostanak povezanosti

kromogranina A i katestatina s neonatalnim ishodima dodatno podupire zaklju¢ak da
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nisu korisni biljezi u gestacijskoj hipertenziji i ne pruzaju dodatne informacije o fetalnoj

dobrobiti ili prognozi u odnosu na standardne klini¢ke parametre.

Medutim, ovo istraZivanje nije ukljucilo detaljna neonatalna mjerenja i ispitivanja
poput arterijskih krvnih plinova, koncentracije laktata ili dugotrajnog pracenja
neuroloskog razvoja. Dodatno, iskljuCili smo trudno¢e s IUGR-om i fetalnim
anomalijama, $to ograniava primjenjivost rezultata na KkliniCki teZze sluCajeve

gestacijske hipertenzije.
5.7 Utjecaj doze metildope

Sve trudnice s gestacijskom hipertenzijom u ovom istrazivanju bile su lijeCene
metildopom, centralnim a2-adrenergickim agonistom koji je lijek prvog izbora za
lijeCenje hipertenzije u trudnoci zbog dokazanog sigurnosnog profila za majku i fetus
(142). Medutim, trenutaCno ne postoje objavljene studije koje su specifiCno ispitale
uCinak metildope na koncentracije kromogranina A i katestatina u trudnoci, Sto

ograniava interpretaciju nalaza u kontekstu terapije.

U ovom istrazivanju, ispitana je povezanost doze metildope s koncentracijama
kromogranina A, katestatina i krvnim tlakom unutar GH skupine primjenom
Spearmanove korelacijske analize. Rezultati su pokazali da doza metildope znacajno
ne korelira s koncentracijama kromogranina A (P = 0,580), katestatina (P = 0,783),
sistolickim tlakom (P = 0,958) ili dijastoli¢kim tlakom (P = 0,521). Sukladno rezultatima,
pretpostavka je da u trenutku uzorkovanja prije porodaja, doza metildope ne odraZzava

trenutne razine neuroendokrinih biljega niti krvnog tlaka.

Teoretski, metildopa bi mogla utjecati na koncentracije kromogranina A i
katestatina smanjujuci stimulaciju kromafinih stanica nadbubrezne srzi i posljedi¢no
smanjuju¢i otpustanje kromogranina A (142). Dodatno, smanjenje simpatiCke
aktivnosti moglo bi smanjiti stres-inducirano otpustanje kromogranina A iz razlicitih

izvora, uklju€ujuéi posteljicu i nadbubrezne Zlijezde fetusa.

|lzostanak korelacije izmedu doze metildope i koncentracija kromogranina A i
katestatina moze se objasniti s nekoliko Cimbenika. Sve trudnice u GH skupini bile su
na dugotrajnoj terapiji i vjerojatno su postigle stabilno stanje u kojem su koncentracije
biliega ve¢ bile modificirane terapijom. Nadalje, stvaranje znacajnih koncentracija

kromogranina A i katestatina u posteljici moze prikriti uCinke razli€itih doza metildope
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na majCinsku komponentu ovih biljega. Moguce je da metildopa, neovisno o dozi, ima
maksimalni u€inak na aktivnost simpati¢kog sustava koji je vec postignut pri najnizim
dozama, te da povecéanje doze ne dovodi do dodatne supresije simpaticke aktivnosti

ili promjena u koncentracijama kromogranina A i katestatina.

Ispitivanje na opc¢oj populaciji s primarnom hipertenzijom, Kumri¢ i suradnika,
otkrilo je da su nelije€eni pacijenti imali znaCajno viSe koncentracije katestatina u
usporedbi s pacijentima koji su bili na antihipertenzivnoj terapiji s ACE inhibitorima i
kontrolnom skupinom (41,61 vs. 24,77 vs. 5,83 ng/mL) (144). Studija Meng i suradnika
nije utvrdila razliku u koncentracijama katestatina izmedu nelijeCene hipertenzivne
skupine i onih na terapiji blokatorima kalcijevih kanala i/ili diureticima (115). To sugerira
da razli¢iti tipovi antihipertenziva mogu imati razliCite ucinke na koncentracije
katestatina te da osim potencijalnog utjecaja metildope kao a2-adrenergickog
agonista, i ACE inhibitori imaju ucinke na aktivnost simpatickog ziv€anog sustava.

5.8 Prediktori gestacijske hipertenzije

Ispitana je povezanost laboratorijskih biljega (kromogranina A i katestatina) i
klinikih varijabli (ITM i dob majke) s razvojem gestacijske hipertenzije na dvije razine:
(i) rizik za razvoj gestacijske hipertenzije pomocu logistiCke regresije i (ii) vrijednosti
krvnog tlaka pomocu viSestruke linearne regresije. LogistiCka i linearna regresija
odgovaraju na razliita istrazivacka pitanja. LogistiCka regresija ispituje koji Cimbenici
predvidaju binarni ishod (razvoj gestacijske hipertenzije), dok viSestruka linearna
regresija istrazuje koji su ¢imbenici povezani s kontinuiranim ishodom (vrijednostima

krvnog tlaka).

Zajednicki rezultat dviju regresijskih analiza jest potvrda ITM-a kao znacajnog
prediktora. U logistickom modelu, ITM je bio jedini statistiCki znaCajan prediktor rizika
za razvoj GH (OR = 1,458, P = 0,007), pri Cemu je svaka jedinica povecanja ITM-a
povecavala vjerojatnost razvoja GH za 45,8 %. Ovaj je rezultat u skladu s opseznim
prethodnim istraZivanjima koja dosljedno pokazuju da je visoki ITM snazan rizicni
Cimbenik za preeklampsiju i gestacijsku hipertenziju (129,145). Studije su
dokumentirale kako povecanje ITM-a za 4 jedinice povecava rizik od preeklampsije za
1,7 puta, dok povecanje za 8 jedinica povecava rizik za 2,9 puta (129). U viSestrukoj
linearnoj regresiji za sistoli¢ki krvni tlak, ITM je takoder bio jedini statistiCki znacajan

prediktor (B = 1,444, P = 0,038), sugerirajuéi da osim $to povecava rizik za razvoj
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gestacijske hipertenzije, takoder utjeCe na stvarne vrijednosti krvnog tlaka, posebice
na sistolicku komponentu. Ova dvostruka uloga ITM-a potvrduje ga kao znacajni
¢imbenik u patogenezi hipertenzivnih poremecaja u trudnodi. Zanimljivo, u modelu za
dijastolicki krvni tlak, ITM nije postigao granicu statisticke znacajnosti (P = 0,144),
upucujuci da njegov ucCinak moze biti izrazeniji na sistolicku komponentu tlaka.
Prethodna istraZzivanja povezala su pretilost s kroni€nom upalom, inzulinskom
rezistencijom, endotelnom disfunkcijom i pove¢anom simpati¢kom aktivno$éu, dakle
svim €imbenicima koji mogu pridonijeti razvoju gestacijske hipertenzije (146). Rezultati
ovog istrazivanja potvrduju vaznost ITM-a kao klinickog prediktora i sugeriraju da
tradicionalni rizi¢ni Cimbenici ostaju relevantniji od novih biljega poput kromogranina A

i katestatina u otkrivanju trudnica s rizikom od gestacijske hipertenzije.

Istrazivanje nije utvrdilo statistiCku znacajnost laboratorijskih biljiega u oba
regresijska modela. Niti kromogranin A, niti katestatin nisu pokazali statistiCki znacajan
utjecaj na rizik razvoja gestacijske hipertenzije u logistickom modelu, niti na vrijednosti
sistoliCkog ili dijastolickog krvnog tlaka u linearnim modelima. Izostanak prediktivhe
vrijednosti sugerira da kromogranin A i katestatin nisu korisni biljezi u ranom otkrivanju
ili stratifikaciji rizika. Ovo je u skladu s heterogenim literaturnim zakljuCcima o
preeklampsiji, gdje razliCite studije izvjeSéuju o razli€itim smjerovima promjena
katestatina (89,119,128,133).

5.9 Ogranic¢enja istraZivanja

Relativno mali uzorak (N = 20 ispitanica po skupini) ograniCava sposobnost
identificiranja manjih razlika izmedu skupina, podskupina i u multivarijantnim
analizama. lako je veli€ina uzorka bila procijenjena na temelju oCekivanih promjena
kromogranina A tijjekom porodaja, moguce je da su propustene znacajne razlike u
koncentracijama katestatina ili drugih parametara zbog nedovoljne statisticke snage.

Uzorci su vadeni prije poCetka trudova bez obzira na vrijeme zadnjeg obroka.
Uzorkovanje nataste u usporedbi s postprandijalnim stanjem moze znacajno utjecati
na koncentracije analita, jer unos hrane mijenja metabolizam, apsorpciju i raspodjelu
biljlega u krvi. Nedostatak standardizacije vremena vadenja uvodi potencijalnu
varijabilnost u rezultate ispitivanih biljega.

Sve trudnice s gestacijskom hipertenzijom bile su na terapiji metildopom, $to

ograni€ava sposobnost razlikovanja ucinaka bolesti od ucinaka terapije. Idealno,
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5 RASPRAVA

istrazivanje bi trebalo ukljuciti tri skupine: zdrave kontrole, nelijeCene trudnice s
gestacijskom hipertenzijom i trudnice lijeCene metildopom. Alternativno, usporedba
razli€itih antihipertenziva (npr. metildopa vs. labetalol vs. nifedipin) mogla bi pruziti

jasniji uvid u specificne u€inke metildope na koncentracije kromogranina A i

katestatina.
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6 ZAKLJUCAK

Postavljena hipoteza istrazivanja djelomi¢no je potvrdena. Naime, koncentracije

kromogranina A biljeze pad nakon porodaja u GH skupini, ali koncentracije katestatina

ostaju stabilne.

Kromogranin A opada za 23 % u kontrolnoj i GH skupini, $to ne prati promjena
koncentracije katestatina. Razliciti obrasci promjena kromogranina A (smanjenje)
i katestatina (stabilnost) tijekom porodaja sugeriraju da navedeni biljezi
odrazavaju razliCite aspekte neuroendokrine regulacije i/iliimaju razliit poluzivot.
Nisu pronadene razlike u koncentracijama kromogranina A i katestatina izmedu
GH i kontrolne skupine u obje to¢ke vadenja (prije i poslije porodaja) ukazujudi
da navedeni biljezi nisu korisni u razlikovanju hipertenzivnih od normotenzivnih
trudnica.

U trudnica s Zenskim fetusima izmjerene su nize koncentracije katestatina u GH
skupini u odnosu na kontrolnu skupinu $to moze ukazivati na specifi¢cne spolne
razlike u gestacijskoj hipertenziji. Medutim, zbog malog broja uzoraka u
podskupinama, rezultati se moraju tumaciti s oprezom te potvrditi na veCem broju
ispitanika.

Koncentracije kromogranina A i katestatina ne odrazavaju fetalni rast ili dobrobit
u ispitivanim skupinama buduci da nije pronadena korelacija izmedu njihovih
koncentracija i neonatalnih ishoda, tj. Apgarova indeksa vitalnosti i percentila
porodajne mase.

lzostanak korelacije izmedu katestatina i krvnog tlaka u skupini s gestacijskom
hipertenzijom moze odrazavati kompenzatorni mehanizam u hipertenzivnim
poremecajima ili mozZe biti posljedica antihipertenzivne terapije u ispitivanoj
skupini.

Prema rezultatima regresijske analize, kromogranin A i katestatin trenutaéno
nemaju klinicku vrijednost u predvidanju gestacijske hipertenzije ili poviSenih
vrijednosti krvnog tlaka.

ITM je najvazniji prediktor gestacijske hipertenzije, naglasavajuéi vaznost
savjetovanja o tjelesnoj masi prije i tijekom trudnoée. Zene s povisenim ITM-om
trebale bi se smatrati visokorizicnima za razvoj gestacijske hipertenzije i biti

pazljivo pracene tijekom trudnoce.
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6 ZAKLJUCAK

o lako postoji hipotetska mogucnost utjecaja metildope na koncentracije
kromogranina A, a time i katestatina, nije pronadena povezanost dnevne doze
metildope s koncentracijama kromogranina A, katestatina te sistoliCkim i

dijastoli¢kim krvnim tlakom.

Zaklju¢no, rezultati ovog istrazivanja upucéuju da kromogranin A i katestatin trenutacno
nemaju kliniCku vrijednost u dijagnozi, predvidanju i pracenju gestacijske hipertenzije,
pri ¢emu tradicionalni kliniCki parametri ostaju temelj klinicCkog odlu€ivanja. UnatoC
tome, istrazivanje pruza vazan uvid u neuroendokrinu regulaciju svojstvenu
gestacijskoj hipertenziji i dodatne ucinke antihipertenzivne terapije, $to ga Ccini

vrijednim za buduca istrazivanja u ovom podrucju.
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Kratica

ACOG

ALT
AMY
AST
ATP
CoA

Cl

CLIA

CRP
CST
Ccv

dBP

ECLIA

ELISA
FT4
GFR

GH

Puno ime

Americko drustvo opstetri€ara i ginekologa (engl. American

College of Obstetricians and Gynecologists)
alanin-aminotransferaza

amilaza

aspartat-aminotransferaza

adenozin trifosfat

kromogranin A

interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

kemiluminisentna metoda (engl. chemiluminescence

immunoassay)

C-reaktivni protein

katestatin

koeficijent varijacije (engl. coefficient of variation)
dijastolicki krvni tlak (engl. diastolic blood pressure)

elektrokemiluminiscentna metoda (engl.

electrochemiluminescence immunoassay)

enzimimunoanaliza (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
slobodni tiroksin

brzine glomerularne filtracije (engl. glomerular filtration rate)

gestacijska hipertezija
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hCG

HDL-kolesterol

HELLP

hPL

ICAM-1

IGF-1

ITM

IUGR

LDH

LDL-kolesterol

NADH

nAChR

NO

mMRNA

OR

PIGF

PTH

RAAS

sBP

humani korionski gonadotropin (engl. human chorionic

gonadotropin)
lipoproteini visoke gustoce (engl. high-density lipoprotein)

hemoliza, poviSeni jetreni enzimi, niska razina trombocita (engl.

Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelet count)
humani placentalni laktogen (engl. human placental lactogen)
engl. intercellular adhesion molecule-1

inzulinu slic¢an ¢imbenik rasta 1 (engl. insulin-like growth factor 1)
indeks tjelesne mase

intrauterini zastoj rasta (engl. intrauterine growth restriction)
laktat-dehidrogenaza

lipoproteini niske gustoée (engl. low-density lipoprotein)
nikotinamid adenin dinukleotid

nikotinski kolinergicki receptora

dusikov oksid

glasniCka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic

acid)

omijer izgleda (engl. odds ratio)

placentalni Cimbenik rasta (engl. placental growth factor)
paratireoidni hormon

renin-angiotenzin-aldosteron sustav

sistoli¢ki krvni tlak (engl. systolic blood pressure)
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sFIt-1

SGA

TSH

VCAM-1

VEGF

WHO

topljivi fms-sli¢ni tirozin-kinazni receptor 1 (engl. soluble fms-like

tyrosine kinase-1)

novorodence malo za gestacijsku dob (engl. small for gestational

age)
tireotropni hormon
engl. vascular cell adhesion molecule-1

endotelni ¢imbenik vaskularnog rasta (engl. vascular endothelial

growth factor)

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health

Organization)
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9.1 Zivotopis
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Abstract

Background: Hypertensive disorders in pregnancy, such as gestational hypertension (GH), pose significant risks to maternal and fetal
health, affecting a substantial proportion of pregnancies worldwide. Despite their prevalence, the dynamics of various biomarkers across
the peripartum period remain poorly understood, limiting comprehensive insight into their pathophysiology. This study aimed to evalu-
ate changes in neuroendocrine, angiogenic, and inflammatory biomarkers before and after delivery in women with GH and to compare
these profiles with those of normotensive controls. Methods: This prospective study included women with singleton vaginal deliveries,
assigned to GH and control groups (n = 20 per group). Clinical data were collected, and blood samples (pre- and 2 hours post-delivery)
were analyzed for chromogranin A (CgA), catestatin (CST), soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1), placental growth factor (P1GF),
interleukin-6 (IL-6), and C-reactive protein (CRP). Peripartum changes were evaluated using rank-based repeated-measures analysis.
Results: CgA concentrations decreased significantly after delivery in both groups (prime < 0.001), with comparable peripartum kinetics
(DGroupx Time = 0.718; median difference [MD]: 2.3 ng/mL; 95% confidence interval [CI]: —5.4 to 7.8). PIGF concentrations were signifi-
cantly lower in the GH group (pgoupy = 0.002) and declined after birth (pzme < 0.001), with a clinically meaningful trend toward a greater
decline in the GH group (MD: 78 pg/mL; 95% CI: 30 to 220). IL-6 increased 10-fold after delivery (pzime < 0.001), with a comparable
shift between groups (PGroupx rime = 0.456; MD: 6.9 pg/mL; 95% CI: 9.1 to 21.2). CRP concentrations increased after delivery (prime
< 0.001), with no difference in peripartum kinetics between groups (pGroupx 7ime = 0.257). Pre-delivery CgA and sFlt-1 were strongly
correlated in the control group (rs = 0.636, p = 0.003). Sex-stratified analyses revealed significantly lower IL-6 concentrations in female
fetuses within the control group (1.9 vs. 3.6 pg/mL; p = 0.037), and significantly lower PIGF concentrations in female fetuses within the
GH group (73 vs. 153 pg/mL; p = 0.039). Conclusions: Our results align with established patterns for angiogenic and inflammatory
markers, but these novel neuroendocrine findings require validation in larger groups. Incorporating neuroendocrine regulation into mod-
els of GH is a key area for future study. Study Registration: The study has been registered on https://zenodo.org/ (registration number:
zenodo. 18958924; registration link: https://zenodo.org/records/18958924).

Keywords: gestational hypertension; peripartum changes; neuroendocrine biomarkers; angiogenic biomarkers; inflammatory biomark-
ers

1. Introduction

Hypertensive disorders in pregnancy represent a spec-
trum of conditions characterized by elevated blood pressure
during pregnancy, including gestational hypertension (GH),
preeclampsia, eclampsia, and chronic hypertension with su-
perimposed preeclampsia. These disorders affect approxi-
mately 5-8% of pregnancies worldwide and are a signif-
icant cause of maternal and perinatal morbidity and mor-
tality [1,2]. GH is the most common hypertensive disor-
der of pregnancy. Although its complications are generally
less severe compared with preeclampsia, it is not without
risk, as GH can progress to preeclampsia, and it is associ-
ated with adverse maternal and fetal outcomes. The sever-

ity of blood pressure elevation and the gestational age at
presentation influence the risk of complications [1,2]. De-
spite extensive research, the precise etiology remains un-
clear, although placental dysfunction is widely recognized
as a key pathogenic event, alongside angiogenic imbalance,
systemic inflammation, and neuroendocrine dysregulation
[3]. This complex interplay of factors contributes to the full
clinical presentation of the disorder. Beyond hypertensive
disorders, dysregulation of neuroendocrine, inflammatory,
and angiogenic signaling pathways is frequently associ-
ated with other pregnancy complications, such as intrauter-
ine growth restriction (IUGR), gestational diabetes mellitus
(GDM), and premature membrane rupture (PROM) [4—6].

Copyright: © 2026 The Author(s). Published by IMR Press.
BY This is an open access article under the CC BY 4.0 license.

Publisher’s Note: IMR Press stays neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.



Neuroendocrine dysregulation also contributes to
these disease pathogeneses, with evidence indicating
changes in maternal autonomic function and increased sym-
pathetic nervous system activity in hypertensive disorders
of pregnancy [3]. Chromogranin A (CgA) is a glycopro-
tein widely expressed in neuroendocrine cells and serves as
a precursor for multiple biologically active peptides. CgA
and its peptides are involved in a range of biological pro-
cesses, including the maintenance of cardiovascular home-
ostasis and the regulation of the immune system [7]. Cat-
estatin (CST), a peptide derived from CgA, exhibits im-
munomodulatory properties and has been linked to vari-
ous inflammatory conditions [8,9]. It displays vasodila-
tory and anti-adrenergic effects, reducing catecholamine re-
lease. Altered CST levels have been associated with blood
pressure regulation in nonpregnant populations, with ev-
idence suggesting a protective role against hypertension.
Both CgA and CST are produced by the placenta and show
promising theoretical potential based on their functions in
vascular regulation. However, clinical evidence remains
limited and inconsistent across studies [10].

Angiogenic factors, including soluble fms-like tyro-
sine kinase-1 (sFlt-1) and placental growth factor (PIGF),
provide the strongest clinical evidence for diagnosing and
monitoring hypertensive disorders in pregnancy. An im-
balance between the antiangiogenic factor sFlt-1 and the
proangiogenic factor PIGF results in a higher sFlt-1/PIGF
ratio in pregnancies with hypertension [2]. Elevated sFlt-
1 enhances inflammation by increasing endothelial sensi-
tivity to proinflammatory factors [11], whereas PIGF de-
ficiency impairs immunomodulatory responses and angio-
genesis, further exacerbating endothelial dysfunction [12,
13].

Inflammatory markers are consistently elevated in hy-
pertensive pregnancies and correlate with disease sever-
ity. However, their nonspecific nature limits their diagnos-
tic utility as standalone markers [14]. The proinflamma-
tory cytokine interleukin-6 (IL-6), produced by several cell
types, including trophoblasts, mediates the acute-phase re-
sponse and promotes endothelial activation [15]. C-reactive
protein (CRP), an acute-phase protein synthesized by the
liver, is a nonspecific marker of inflammation that may re-
flect systemic inflammation. This inflammatory condition
contributes to widespread endothelial dysfunction through-
out the maternal vasculature [14].

The process of labor and delivery induces significant
physiological changes that influence circulating biomarker
levels through mechanisms such as placental separation, tis-
sue injury, and acute inflammation. Neuroendocrine mark-
ers are not well characterized during the peripartum period.
Although CgA and CST have been examined in pregnancy
complications data on their peripartum kinetics remain lim-
ited. Angiogenic markers change rapidly after delivery,
with sFlt-1 decreasing sharply and PIGF declining more
gradually [16]. Inflammatory markers also show notable

fluctuations during the peripartum period. IL-6 levels in-
crease substantially with the onset and progression of labor
[17], and CRP levels exhibit an early postpartum spike that
correlates with labor duration, the number of vaginal exam-
inations, and intrapartum interventions [18].

This study investigates six biomarkers represent-
ing distinct pathophysiological pathways: neuroendocrine
markers (CgA, CST), angiogenic factors (sFlt-1, PIGF), and
inflammatory markers (IL-6, CRP), along with their po-
tential interconnections and temporal patterns before and
after delivery in GH. The primary aim of this study was
to compare the peripartum kinetic shifts of the neuroen-
docrine markers CgA and CST between normotensive preg-
nant women and those with GH. Secondary and exploratory
objectives included assessing peripartum changes in an-
giogenic and inflammatory biomarkers, analyzing relation-
ships among biomarkers, and investigating the potential in-
fluence of fetal sex on these profiles. To our knowledge,
this is the first study to characterize the immediate peripar-
tum kinetics of neuroendocrine markers in GH.

2. Materials and Methods
2.1 Subjects

The study was conducted at the Department of Gy-
necology and Obstetrics at Sestre Milosrdnice University
Hospital Center, Zagreb, Croatia, from January 2023 to
March 2025. The hospital’s Ethics Review Board (ERB)
approved the study. Written informed consent was ob-
tained from all participants. The study included multi-
parous women with singleton pregnancies undergoing vagi-
nal delivery. Exclusion criteria included preexisting au-
toimmune, coronary, and renal diseases; use of proton
pump inhibitors; known fetal anomalies; and [UGR. To ex-
clude Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelets
(HELLP) syndrome, pregnancies with creatinine levels
>100 umol/L, uric acid >310 pumol/L, aminotransferase
levels >70 IU/L, lactate dehydrogenase >600 IU/L, and
platelet counts <100 x 10%/L were not included. Labor
was induced by amniotomy and oxytocin between 39 and
41 weeks of gestation without the use of epidural analgesia.
Fig. 1 summarizes the study design.

Women were divided into either the GH group (n=20)
or the control group (n = 20). GH was defined according to
the American College of Obstetricians and Gynecologists
criteria [1] as systolic blood pressure (sBP) >140 mmHg
and/or diastolic blood pressure (dBP) >90 mmHg on two
separate occasions at least 4 hours apart after 20 weeks of
gestation in a woman with previously normal blood pres-
sure.

2.2 Clinical and Anthropometrical Assessments

Maternal, pregnancy, and neonatal characteristics
were recorded, including age, blood pressure, height,
weight, gestational weight gain, smoking status, gestational
age at delivery, birth weight and length, and the neona-
tal sex. Birth weight centiles were calculated according to
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INCLUSION CRITERIA
Singleton pregnancy
Multiparous women

Gestational age 39-41 weeks
Planned vaginal delivery

GH group: Gestational hypertension
Control group: Normotensive pregnancy

EXCLUSION CRITERIA
HELLP syndrome
Autoimmune disease
Coronary disease
Kidney disease
Proton pump inhibitors
Known foetal anomalies
Intrauterine growth restriction

Enrolled
n =40

Excluded
n=10

GH Group n =20
Pre-birth — Post-birth

Control Group n = 20
Pre-birth — Post-birth

Incomplete collection n = 8
Caesarean delivery n = 2

Fig. 1. Study flowchart showing initial inclusion and exclusion criteria, the number of participants enrolled with peripartum sam-

ple collection, and the number of participants subsequently excluded. GH, gestational hypertension; HELLP, Hemolysis, Elevated

Liver enzymes, Low Platelets.

Nicolaides ef al. [19]. Body mass index (BMI) was cal-
culated as body mass (kg) divided by the square of height
(m?).

2.3 Laboratory Assessments

Blood samples were collected before labor (pre-birth)
and 2 hours postpartum after expulsion of the placenta
(post-birth). Samples were obtained by venipuncture into
tubes containing a clot activator (7 mL Vacuette, Greiner
Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Austria). After clot for-
mation, samples were centrifuged at 2200 xg for 10 min-
utes, and the serum was stored at —80 °C until analysis.

In all samples, concentrations of CgA, CST, sFlt-
1, PIGF, IL-6, and CRP were measured. CgA and CST
concentrations were measured using enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA). The manufacturer of the CgA
assay (cat. no. TM E-9000, LDN Labor Diagnostika
Nord GmbH & Co. KG, Nordhorn, Germany) reports
a measurement range of 2.3-900 ng/mL, with an intra-
assay coefficient of variation (CV) <6.3% and an inter-
assay CV <5.3%. The manufacturer of the CST assay
(cat. no. EK-053-27CE, Phoenix Pharmaceuticals Inc.,
Burlingame, CA, USA) reports a measurement range of 0—
100 ng/mL, with an intra-assay CV <10% and an inter-
assay CV <15%. Measurements for sFlt-1, PIGF, and
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IL-6 were performed on a Roche cobas analyzer (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) using an elec-
trochemiluminescent immunoassay with the Elecsys sFlt-
1, PIGF, and IL-6 reagents (cat. no. 07027818190,
07027648190, and 09015612190, respectively; Roche Di-
agnostics, Mannheim, Germany). CRP concentrations
were measured with an Abbott Alinity analyzer (Alinity,
Abbott, Chicago, IL, USA) using the Abbott CRP reagent
kit (cat. no. 07P5620, Abbott, Chicago, IL, USA).

2.4 Statistics

Results were analyzed using MedCalc (v22.014,
MedCalc Software Ltd., Ostend, Belgium) and RStudio
(v2025.09.02, Posit Software, PBC, Boston, MA, USA).
Sample size was determined based on peripartum CgA con-
centrations to achieve 80% statistical power (5 = 0.2) at a
5% significance level (o =0.05) [20]. Due to the small sam-
ple size (n = 20 per group), nonparametric statistical meth-
ods were applied without testing for normality. Continu-
ous variables were expressed as medians with interquartile
ranges (Q1; Q3), whereas categorical variables were pre-
sented as frequencies and percentages.

For baseline maternal and neonatal characteristics, as
well as fetal sex effects, differences between independent
groups were assessed using the Mann-Whitney U test, and



Table 1. Maternal and neonatal characteristics.

Control GH MD (95% CI) p-value
Maternal characteristics
Age (years) 35(30; 38) 32 (305 38) -1(-4;3) 0.786
BMI (kg/m?) 27.1(26.4; 28.2) 32.0(29.7;37.4) 4.9(2.7;8.5) <0.001
Weight gain (kg) 13 (9; 17) 12 (115 14) -1(-4;2) 0.694
sBP (mmHg) 110 (110; 120) 143 (135; 157) 30 (25; 40) <0.001
dBP (mmHg) 70 (65; 80) 88 (80; 90) 15 (10; 20) <0.001
Smoking 1 (5%) 0 (0%) - 1.000
Neonatal characteristics
Sex (male) 11 (55%) 12 (60%) - 1.000
Birth weight (g) 3645 (3320; 3990)  3375(3210; 3835) —190 (—460; 80) 0.164
Birth length (cm) 51 (505 52) 50 (49; 52) -1(-2;1) 0.352
Birth weight (centile) 69 (48; 88) 72 (52;92) 2 (-15; 18) 0.655

The values presented as median (Q1; Q3) were tested using the Mann-Whitney U test, and the values

presented as frequency (percentage) were tested using Fisher’s exact test. Effect size is expressed

as the Hodges-Lehmann MD for continuous variables with 95% CI. Effect size is not applicable for

categorical variables. n =20 per group. CI, confidence interval; BMI, body mass index; sBP, systolic

blood pressure; dBP, diastolic blood pressure; MD, median difference.

categorical data were analyzed using Fisher’s exact test. A
p-value of 0.05 was considered statistically significant. To
evaluate peripartum biomarker dynamics, a unified rank-
based longitudinal model was applied using the Wald-type
statistic to simultaneously assess the main effects of group
(control vs. GH) and time (pre-birth vs. post-birth), as
well as their interaction (Group x Time). Multiplicity con-
trol was maintained using the Bonferroni adjustment. For
the primary neuroendocrine endpoints (CgA and CST), the
primary comparison was the Group x Time interaction,
with a Bonferroni-adjusted significance threshold of a =
0.025 (0.05/2). Secondary endpoints were analyzed as ex-
ploratory outcomes without a Bonferroni adjustment. Ef-
fect size was estimated by calculating the Hodges-Lehmann
median difference (MD) with corresponding 95% confi-
dence interval using the Mann-Whitney U test applied to
measured values for group comparisons, and to per-subject
peripartum changes (A = post — pre) for the Group x Time
interaction effect.

To determine correlations between CgA and CST and
clinical and laboratory variables, Spearman’s rank correla-
tion test was used. Bonferroni correction was applied sep-
arately for each neuroendocrine marker, with an adjusted
significance threshold of o = 0.007 (0.05/7). Results were
reported as the Spearman rank correlation coefficient (rs)
and its 95% CI.

3. Results
3.1 General Characteristics of the Study Population

The study included 20 pregnant women in the control
group and 20 in the GH group, all with full-term deliver-
ies between 39 and 41 weeks of gestation. Maternal and
neonatal characteristics are summarized in Table 1. The
GH group demonstrated significantly higher sBP and dBP,

as expected by the study design (both p < 0.001). Further-
more, women in the GH group had a significantly higher
BMI, with a MD of 4.9 kg/m? (95% CI: 2.7 to 8.5). Ges-
tational weight gain did not differ between groups, with a
MD of -1 kg (95% CI: —4 to 2), suggesting that BMI differ-
ences preceded pregnancy. No other maternal characteris-
tics, such as age and smoking status, differed significantly
between groups. Similarly, neonatal outcomes, including
birth length, birth weight, and birth weight centiles, showed
no significant differences between the groups.

3.2 Peripartum Changes and Interaction Analysis

Fig. 2 presents box plots for CgA (A), CST (B), sFlt-1
(C), PIGF (D), IL-6 (E), and CRP (F) in the control and GH
groups before and after birth. Table 2 presents medians with
interquartile ranges for each biomarker at the pre- and post-
birth time points for both groups, as well as the results for
the main effects and time-by-group interaction. To evaluate
peripartum changes in biomarkers, an integrated rank-based
longitudinal model was employed to assess the main effects
of group (PGroup) and time (prime), as well as their interac-
tion (PGroupx 1ime)» Using Wald-type statistics. The interac-
tion effect size is expressed as the Hodges-Lehmann MD
in peripartum changes between the GH and control groups,
with 95% Cls.

For the primary neuroendocrine endpoints, CgA and
CST, trends toward lower concentrations in the GH group
were observed (CgA pgroup = 0.072; CST pgrouwp = 0.088),
but these did not reach statistical significance. A signifi-
cant main effect of group was identified for PIGF (pgoup
= 0.002), with markedly lower concentrations in the GH
group at both pre- and post-birth time points compared with
controls. A highly significant main effect of time was ob-
served for most biomarkers (p7;,. < 0.001), including CgA,
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Fig. 2. Biomarker levels before and after birth in control and GH groups. Box plots display the median (central line), the interquartile
range (box), and whiskers that extend to the 10th and 90th percentiles. (A) CgA. (B) CST. (C) sFlt-1. (D) PIGF. (E) IL-6 (log scale).
(F) CRP. Pre-birth results are shown in green, while post-birth samples are in orange. n = 20 per group. CgA, chromogranin A; CST,
catestatin; sFIt-1, soluble fms-like tyrosine kinase-1; PIGF, placental growth factor; IL-6, interleukin-6; CRP, C-reactive protein.
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PIGF, IL-6, and CRP. Specifically, CgA and PIGF concen-
trations declined significantly from pre-birth to 2 h post-
birth, whereas inflammatory markers IL-6 and CRP exhib-
ited a substantial increase in both groups.

No significant interaction effects (PGroupx ime) Were
detected for any of the analyzed biomarkers, indicating that
peripartum changes were similar between the control and
GH groups. For PIGF, although the interaction was not
statistically significant (pGoupx rime = 0.312), the GH group
showed a greater peripartum decline than controls (MD: 78
pg/mL; 95% CI: 30 to 220).

3.3 Biomarker Correlation Analyses

Due to multiple comparisons, Bonferroni correction
was applied, with an adjusted significance threshold of p
< 0.007 (0.05/7; 7 pairwise correlations per marker within
each group). All results are presented in Supplementary
Table 1. Since CgA and CST are less well characterized,
we examined the relationship between their pre-birth con-
centrations and sFIt-1, PIGF, IL-6, and CRP. No corre-
lation was found between CgA and CST in either group.
A strong positive correlation was identified in the control
group between CgA and sFlt-1 (rs = 0.636, 95% CI: 0.269
to 0.842; p = 0.003). No other statistically significant asso-
ciations were found between CgA or CST and the remaining
biomarkers.

Additionally, pre-birth neuroendocrine markers were
tested in relation to sBP and dBP. In the control group, CST
was positively correlated with both sBP (rs = 0.536, 95%
CI:0.122t00.791; p = 0.015) and dBP (rs = 0.470, 95% CI:
0.0351t0 0.756; p = 0.036). However, these associations did
not remain statistically significant after Bonferroni correc-
tions for multiple comparisons. No other correlations were
found in the GH group, nor for CgA in either group.

3.4 Influence of Fetal Sex

As some studies suggest that fetal sex may influence
concentrations, we analyzed potential sex-related variations
within each group in pre-birth samples. Sex-stratified anal-
yses were conducted using Mann-Whitney U tests within
each group, and the results are presented in Table 3, to-
gether with Hodges-Lehmann MDs and 95% ClIs. In the
control group, IL-6 concentrations were significantly lower
in women carrying female fetuses (MD: —1.2 pg/mL; 95%
CI: —4.96 to —0.02; p = 0.037), whereas PIGF concentra-
tions showed a trend toward higher levels in the female sub-
group (MD: 246 pg/mL; 95% CIL: -9 to 542; p = 0.067).
In the GH group, PIGF concentrations were significantly
lower in cases with female fetuses (MD: —63 pg/mL; 95%
CI: 112 to —11; p = 0.039). Furthermore, trends toward
lower neuroendocrine marker concentrations in female fe-
tuses were observed within the GH group for CgA (MD:
—11.6 ng/mL; 95% CI: -25.3 to 0.5; p = 0.054) and CST
(MD: -1.0ng/mL; 95% CI: -2.7 t0 0.2; p = 0.083). No other
sex-related differences were observed for the remaining

biomarkers in either the control or GH groups. Given the
limited sample size of these subgroups and the exploratory
nature of this analysis, these findings are reported at the
nominal significance level (p < 0.05) and should be inter-
preted as hypothesis-generating.

4. Discussion

This study offers insights into the interrelationships
among biomarkers across various pathophysiological path-
ways in GH. Our analysis of six biomarkers represent-
ing neuroendocrine, angiogenic, and inflammatory path-
ways demonstrated distinct patterns of expression and reg-
ulation in GH pregnancies compared with normotensive
pregnancies, both before and after delivery. The cur-
rent findings align with existing literature in some areas
while also providing new information, especially regarding
neuroendocrine markers and their relationships with other
biomarker systems. To our knowledge, this is the first study
to characterize immediate peripartum changes of neuroen-
docrine markers (CgA and CST) in GH, as well as to ex-
amine their potential interactions with angiogenic and in-
flammatory factors. While previous research has docu-
mented altered CgA and CST concentrations in preeclamp-
sia [10,21,22], the acute peripartum changes of these mark-
ers in GH, and their relationship with angiogenic dysregu-
lation, have not yet been investigated.

4.1 Neuroendocrine Markers

The similar decrease in CgA observed in both groups
suggests that this decline reflects universal physiological
changes during delivery. As the placenta is a major con-
tributor to CgA production, a sharp decline in CgA follow-
ing placental expulsion likely reflects the removal of this
primary source [22]. The consistent magnitude of decline
in both groups suggests that placental CgA production is
not differentially affected by GH, despite other aspects of
placental dysfunction. The literature on peripartum CgA
kinetics in hypertensive disorders remains limited, making
direct comparisons challenging.

Recent literature has begun to establish the relevance
of CST in preeclampsia, with some studies reporting re-
duced [21,23] and others reporting increased concentra-
tions [24]. Our finding of unchanged CST in GH, with
no significant interaction between group and time, does not
clarify these discrepancies. However, CST concentrations
may differ across hypertensive phenotypes, potentially re-
flecting disease severity or the timing of sample collection.
The lack of significant CST changes during birth in either
group suggests that CST concentrations are relatively sta-
ble across the peripartum transition, at least within the 2-
hour timeframe examined. Current literature provides in-
sufficient data on CST half-life and clearance mechanisms;
therefore, the similar postpartum concentrations observed
may reflect insufficient time for clearance to reach non-
pregnant values.
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Table 2. Biomarker changes between control and GH group with interaction across time.

Control GH Main effect Interaction

Pre-birth Post-birth Pre-birth Post-birth PGroup DTime PGroupx Time MD (95% CI)
CgA (ng/mL) 58.7 (47.0; 67.8) 42.1(35.8;53.4) 46.1 (40.0; 65.1) 35.2(30.5; 45.5) 0.072  <0.001 0.7181 2.3(-5.4;7.8)
CST (ng/mL) 4.5(3.7;6.1) 5.2(3.9;6.7) 39(3.2;5.1) 39(3.3;57) 0.088 0.560 0.8151 -0.2 (-1.3;0.8)
sFlt-1 (pg/mL) 3010 (1804; 3840) 3142 (2450;4101) 3713 (2412;4565) 3758 (2675;5381)  0.106 0.077 0.672 —139 (-755; 402)
PIGF (pg/mL) 222 (146; 507) 99 (70; 136) 115 (73; 171) 61 (48; 85) 0.002  <0.001 0.312 78 (305 220)
IL-6 (pg/mL) 2.6 (1.9;5.3) 39.7 (24.4; 57.6) 5.1(2.8;8.8) 49.4 (36.0; 72.6) 0.091  <0.001 0.456 6.9 (-9.1;21.2)
CRP (mg/L) 3.8(2.0;84) 5.7(2.2;8.5) 5.0 (2.0; 8.2) 8.0(3.0; 11.7) 0.330 <0.001 0.257 0.7 (-0.8; 2.8)

Data for pre- and post-birth groups are presented as median (Q1; Q3). p-values for main effects (Group and Time) and the interaction (Group x Time) were
derived from a rank-based longitudinal model using the Wald-type statistic. Interaction effect size is expressed as the Hodges-Lehmann MD with 95% CI, using
the Mann-Whitney U test applied to per-subject peripartum changes (A = post — pre). ! Primary endpoints (Group x Time interaction for CgA and CST) evaluated
with Bonferroni-adjusted « = 0.025 (0.05/2). All other main effects and interactions are exploratory and not adjusted for multiple comparisons (p < 0.05). n=

20 per group.
Table 3. Pre-birth results based on fetal sex.
Control GH
Male Female MD (95% CI) p-values Male Female MD (95% CI) p-values
CgA (ng/mL) 55.0 (40.9; 65.7) 59.1 (55.1; 69.9) 5.1 (-14.6; 19.9) 0.370 51.7 (44.9; 65.1) 38.8(34.3;56.5)  -11.6(-25.3;0.5) 0.054
CST (ng/mL) 4.5(3.8;5.6) 4.6 (3.5;7.6) 0.6 (-1.1; 3.1) 0.648 4.0(3.7;5.8) 3.3(2.6;4.6) -1.0(=2.7;0.2) 0.083
sFlt-1 (pg/mL) 3038 (2329;3897) 2458 (1673;3227)  —691 (-1545; 470) 0.261 3345 (1763;4763) 3891 (3316;4514) 658 (—840; 2224) 0.427
PIGF (pg/mL) 185 (127; 289) 500 (218; 751) 246 (-9; 542) 0.067 153 (106; 180) 73 (65; 113) —63 (—112; -11) 0.039
IL-6 (pg/mL) 3.6(2.1;7.2) 1.9 (1.5;2.6) —1.24 (-4.96; -0.02) 0.037 4.5(2.3;7.3) 7.7 (3; 16) 2.6 (-1.7;11.4) 0.231
CRP (mg/L) 4.0 (2.3;12.0) 2.1(1.6;6.7) -1.8 (-6.5; 1.5) 0.223 3.7(2.0;7.6) 7.9 (3.1;8.7) -1.1(-3.8; 6.0) 0.354

Data presented as median (Q1; Q3). p-values were derived using the Mann-Whitney and were not adjusted for multiple comparisons (exploratory analysis). Effect size is
expressed as the Hodges-Lehmann MD with 95% CI. Control group (male: n =11, female: n = 9); GH group (male: n =12, female: n = 8).



In summary, the absence of significant differences in
CgA and CST between the control and GH groups at either
time point suggests that these markers are not specific for
distinguishing GH from normal pregnancy in our cohort.

4.2 Angiogenic Biomarkers

The absence of elevated sFlt-1 in GH aligns with es-
tablished literature indicating that this disorder represents a
milder placental dysfunction compared with preeclampsia
[25,26]. Severe preeclampsia is characterized by marked
elevations in sFlt-1 and markedly elevated sFlt-1/PIGF ra-
tios that predict adverse outcomes [27,28], whereas GH typ-
ically shows minimal or absent sFlt-1 elevation [25,26,29,
30]. This distinction reflects fundamental differences in
placental pathology between these conditions.

Our finding of significantly lower PIGF concentra-
tions in the GH group at both time points supports PIGF
as a marker of placental dysfunction in GH. This is con-
sistent with extensive literature establishing PIGF as a key
biomarker in hypertensive disorders of pregnancy [27].
Lower PIGF concentrations observed are consistent with
studies across the spectrum of hypertensive pregnancy dis-
orders, although the reductions are typically more pro-
nounced in severe preeclampsia than in GH. These varia-
tions in biomarker concentrations likely indicate a general-
ized placental response that is not exclusive to a single hy-
pertensive condition, aligning with the evidence that spe-
cific signaling pathways are fundamental for maintaining
overall placental function and health throughout gestation
[31].

Literature reports an sFlt-1 half-life of approximately
1.4 days, with concentrations falling to less than 1% of
pre-delivery values within the first week, while PIGF has
a longer half-life of approximately 3.7 days and stabilizes
at approximately 30% of pre-delivery values within the first
week [16]. Our sampling at 2 hours post-birth likely cap-
tures only the earliest phase of this clearance. For sFlt-1,
this timeframe may be too early to detect a significant de-
cline, as initial release from the separating placenta may
maintain circulating concentrations before clearance mech-
anisms predominate, resulting in no significant difference
in peripartum kinetics between groups. In contrast, our
measurements at the 2-hour time point captured the early
decline in PIGF concentrations, with substantially lower
levels in the GH group. Although the Group x Time in-
teraction for PIGF did not reach statistical significance, the
MD suggests a clinically meaningful trend toward a greater
decline in PIGF in the GH group.

In clinical practice, the sFlt-1/PIGF ratio is used as a
diagnostic tool for short-term prediction of preeclampsia af-
ter 20 weeks of gestation [27,28]. However, the present
analysis focused on behavior of individual biomarkers dur-
ing the peripartum period to characterize their specific ki-
netic patterns and responses to delivery without introducing
additional analytical complexity.

4.3 Inflammatory Markers

The higher pre-birth IL-6 concentrations in the GH
group suggest chronic low-grade inflammatory activation
in GH, consistent with extensive literature linking proin-
flammatory cytokines to hypertensive pregnancy disorders
[14]. Although the group effect did not reach statistical
significance, the magnitude of baseline difference suggests
that systemic inflammation is an intrinsic feature of the
pathophysiology of GH, rather than simply a consequence
of clinical complications or interventions. The pre-existing
elevation of IL-6 may contribute to the hypertensive pheno-
type through IL-6-mediated endothelial activation and vas-
cular dysfunction [14,15].

The marked post-birth increase in IL-6 in both groups
(approximately 10-fold) likely reflects the combined in-
flammatory stimuli of delivery, tissue injury, and placental
separation [17,32]. The absence of a between-group differ-
ence in the magnitude of this increase suggests that the la-
bor and delivery process produces a stimulus that overrides
baseline differences between groups, resulting in a parallel
inflammatory response in both normotensive and GH preg-
nancies.

The non-significant differences in CRP between
groups are consistent with the literature reporting hetero-
geneous CRP responses across hypertensive disorder phe-
notypes. Although CRP is often elevated in preeclampsia,
variability across studies likely reflects differences in dis-
ease severity, timing, and cohort characteristics [14]. The
modest post-delivery CRP increase aligns with the litera-
ture, which shows that CRP typically peaks at 24 hours
postpartum [18]. Our 2-hour sampling precedes this peak,
explaining the modest magnitude of change compared with
IL-6. As a downstream acute-phase reactant produced in
response to IL-6 stimulation, CRP response is delayed, and
this pattern appears unaffected by GH during the immediate
peripartum period.

4.4 Relationships Among Biomarkers

The absence of a correlation between CgA and CST
at any time point or across groups is a significant negative
finding. Since CST is a cleavage product of CgA, a corre-
lation between their concentrations might be expected. The
lack of correlation suggests that CST levels are not solely
determined by CgA availability but may instead depend on
specific proteolytic processing, clearance rates, or tissue-
specific regulation. Bralewska et al. [21] similarly reported
no correlation between CgA and CST in both control and
preeclamptic placentas.

The strong positive correlation between CgA and sFlt-
1 in the control group, which was absent in the GH group,
represents a novel and potentially important finding. CgA
and its derived peptides are involved in cardiovascular
homeostasis and have been linked to blood pressure regula-
tion [7], whereas sFIt-1 modulates angiogenic balance and

&% IMR Press



vascular permeability [27]. The positive correlation, which
remained significant after Bonferroni correction for multi-
ple comparisons, suggests that in normal pregnancy these
systems may work together to maintain appropriate vascu-
lar adaptation and placental function. While CgA and sFIt-
1 showed a positive association in the control group, the
GH group exhibited a contrasting pattern, with lower CgA
and higher sFlt-1 concentrations, although these differences
did not reach statistical significance. As shared regulatory
pathways between CgA and sFlt-1 remain unknown, this
dissociation likely reflects a disruption of a previously syn-
chronized physiological state rather than a direct influence
of one marker on the other.

Although diminished CST concentrations have been
linked to hypertension, data on the relationship between
CST and blood pressure in pregnancy remain limited. Re-
cent studies in nonpregnant populations have shown a neg-
ative correlation between CST and blood pressure [33,34],
consistent with CST’s vasodilatory properties and its pro-
posed protective role against hypertension [35]. However,
other studies report opposite findings, indicating a positive
correlation between CST and blood pressure [24,36,37].
Our analysis identified positive correlations between CST
and both sBP and dBP in the control group only, although
these associations did not remain significant after Bonfer-
roni correction for multiple comparisons. Further, larger
studies are needed to clarify these inconsistencies in both
the published literature and our findings.

4.5 Influence of Fetal Sex

Fetal sex may influence the concentrations of both
CgA and CST in preeclamptic placental cells. CST pro-
tein concentrations were significantly lower, while CHGA
gene expression was higher in preeclamptic pregnancies
with female fetuses compared with controls [21]. In the
general population, healthy female subjects typically ex-
hibit higher CST concentrations than males, which may
reflect enhanced CgA processing into CST. On the other
hand, males generally have higher plasma CgA concentra-
tions [35]. Our results showed a downward trend in both
maternal CgA and CST concentrations in the GH group in
pregnancies with female fetuses. However, data on sex-
related differences in neuroendocrine markers remain lim-
ited.

Fetal sex also appears to influence concentrations of
angiogenic markers. Male fetal sex has been associated
with lower sFIt-1 concentrations [38]. In our study, no such
differences were observed, consistent with Rahman et al.
[39]. Women carrying male infants exhibit higher PIGF
concentrations than those carrying female infants [39,40].
Our results show sex-specific differences in PIGF, with
a trend toward higher concentrations in pregnancies with
female fetuses within the control group and significantly
lower concentrations in the GH group. This opposing pat-
tern suggests that fetal sex may differently modulate mater-
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nal angiogenic balance in normal versus pathological preg-
nancies.

Current evidence suggests that fetal sex influences
the maternal immune response, although data remain in-
consistent and limited [40—42]. One study indicates that
pregnant women carrying a female fetus exhibit greater
stimulated cytokine production throughout pregnancy [41],
whereas another shows that carrying a male fetus is associ-
ated with higher concentrations of inflammatory cytokines
during pregnancy, with these differences subsiding postpar-
tum [40]. Our study shows a lower IL-6 concentration in
pregnancies with female fetuses, albeit only in the control
group. This difference was not maintained in the GH group,
suggesting that the systemic inflammation characteristic of
GH may override baseline sex-specific immune profiles.

However, given the small subgroup sizes and the ex-
ploratory nature of sex-stratified analyses, all findings re-
lated to fetal sex should be interpreted with caution. While
these findings suggest potentially relevant maternal-fetal
interactions, they should be considered preliminary. Larger
studies are needed to confirm these patterns before drawing
definitive conclusions about how fetal sex influences the
biology of hypertensive disorders.

4.6 Limitations

This mechanistic study was designed as a hypothesis-
generating investigation to explore potential biomarker in-
teractions in GH. Several limitations should be acknowl-
edged when interpreting these findings. The sample size
(n = 20 per group), while sufficient for the primary neu-
roendocrine endpoints, restricts the statistical power to de-
tect subtle effects in secondary and exploratory analyses.
Therefore, findings related to angiogenic and inflamma-
tory markers, biomarker correlations, and sex-stratified
analyses should be considered exploratory and hypothesis-
generating rather than confirmatory. These observations
regarding peripartum biomarker dynamics require external
validation in larger, preferably multicenter, and adequately
powered cohorts. The timing of postpartum sampling (2
hours after placental expulsion) captures acute peripartum
changes but may not reflect longer-term recovery patterns.

5. Conclusions

This study demonstrates that the neuroendocrine
marker CgA and inflammatory markers (IL-6, CRP)
showed consistent peripartum changes, whereas CST con-
centrations remained stable, regardless of hypertensive sta-
tus. Although no significant Group x Time interactions
were detected for any biomarker, the angiogenic marker
PIGF showed significantly lower concentrations in GH at
both time points, consistent with impaired placental func-
tion. The loss of correlation between CgA and sFlt-1 in GH,
which was observed in normotensive controls, suggests dis-
rupted synchronization between neuroendocrine and angio-



genic systems. Sex-stratified analyses revealed patterns re-
quiring validation in larger cohorts.

These findings highlight the potential importance of
neuroendocrine pathways in the pathophysiology of hyper-
tensive pregnancy disorders. Future research should inte-
grate neuroendocrine regulation into comprehensive mod-
els of GH, alongside established angiogenic and inflamma-
tory mechanisms.
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ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is a complex pregnancy disorder that may
cause adverse outcomes for mother and baby. Combining risk
factors with clinical, laboratory, and ultrasonographic data can
help identify women at risk. This study investigated the rela-
tionship between maternal risk factors, soluble fms-like tyro-
sine kinase 1 (sFlt-1), placental growth factor (PIGF), their ratio,
and pregnancy outcomes, involving 68 women with PE risk
factors and 21 controls. There were no significant differences in
the frequency of adverse outcomes (PE, foetal death, and
infants with abnormal birth weight), sFlt-1, PIGF, the sFlt-1/
PIGF ratio, or birth weight centiles between the PE-risk and
control groups. The most frequently recorded high-risk factor
was gestational diabetes mellitus, whereas moderate risk was a
pre-pregnancy body mass index of over 30 kg m= The most
prominent difference was observed in the subgroups with ges-
tational hypertension and first-time pregnant women as risk
factors, with significantly higher sFlt-1/PIGF ratios compared to
the control group. Combining multiple risk factors increased
the sFlt-1/PIGF ratio compared to both the control group and
the group with only one risk factor. The study documented PE
risk factors and outcomes at a Croatian hospital where angio-
genic markers are not routinely used in screening. Findings
highlighted the importance of integrating PE screening into
standard practice.

Keywords: preeclampsia, risk factors, screening

INTRODUCTION

Preeclampsia (PE) is a major complication of pregnancy characterised by de novo
hypertension occurring after 20 weeks of gestation (1). PE affects between 2 and 4 % of
pregnancies, resulting in a significant number of adverse maternal outcomes, including
maternal hypertension, proteinuria, cerebral oedema and liver dysfunction, and a range
of adverse foetal outcomes, including foetal growth restriction, preterm delivery and still-
birth (2). Various studies and clinical practice guidelines have identified multiple maternal
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risk factors associated with high and moderate risks of developing preeclampsia, which
can be used to identify pregnant women likely to develop PE and take proactive measures.
However, guidelines may vary in how they define risk factors. A personal or family his-
tory of preeclampsia, hypertension, diabetes mellitus, multifetal pregnancy, chronic kid-
ney disease, autoimmune diseases with potential vascular complications, nulliparity, and
obesity are among the most common risk factors associated with a higher risk of develop-
ing PE (3-5).

There is currently no treatment for PE, and delivery remains the only intervention
that initiates the resolution of this disorder (7). Although there is no cure, screening, pre-
dicting, diagnosing, and monitoring the development of PE enable the implementation of
preventive clinical management strategies. Current best practice remains the use of pre-
ventative therapy, the management of hypertension and other organ manifestations, and
the identification of women at risk (7). PE is a complex disorder characterised by poor
placental function and maternal endothelial dysfunction, with altered concentrations of
angiogenic factors. Biochemical markers, soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1), and
placental growth factor (PIGF), provide the strongest clinical evidence for diagnosing and
monitoring hypertensive disorders in pregnancy. Measuring the concentrations of the
anti-angiogenic factor sFlt-1 and the pro-angiogenic PIGF can help identify women at an
increased risk of developing PE. Prediction of adverse outcomes may be further improved
by combining angiogenic markers with other clinical, laboratory, and ultrasonographic
data (8).

This study examined the relationship between risk factors for PE, the biochemical
markers sFlt-1 and PIGF, and pregnancy outcomes at a tertiary-care hospital centre without
general preeclampsia screening,.

EXPERIMENTAL

Study design

The study was carried out on patients visiting the Department of Gynaecology and
Obstetrics at Sestre Milosrdnice University Hospital Centre, Zagreb, Croatia. The hospi-
tal’s Ethics Review Board approved the study. Women with singleton pregnancies were
recruited during regular check-ups after the 20th week of pregnancy and who were
expected to deliver in our institution. Women were divided into two groups: the PE-risk
group and the control group. The inclusion criteria for the PE-risk group were at least one
of the high-risk factors: chronic (CH) or gestational hypertension (GH), autoimmune dis-
ease (lupus or antiphospholipid syndrome), gestational diabetes mellitus (GDM), renal
disease, or a history of PE. Any additional moderate risk factors were recorded, including
nulliparity, age 40 years or older, prior placental abruption, prior stillbirth, prior foetal
growth restriction, pre-pregnancy obesity (body mass index greater than 30 kg m), family
history of preeclampsia, pregnancy interval of more than 10 years, assisted reproductive
technology (ART), and thrombophilia. The inclusion criteria for the control group were the
absence of any high- or moderate-risk factors. The choice of inclusion criteria was defined
as the most suitable for our local clinical practice, while keeping in mind the most frequent
risk factors outlined in the international guidelines.
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Recorded and measured data

For both groups, we recorded basic features (maternal age, blood pressure, pre-preg-
nancy body mass index (BMI), pregnancy weight gain and smoking) and additional infor-
mation about pregnancy (gestational week, number of previous pregnancies and births).
We recorded gestational age at birth, mode of delivery, birth weight and length, calculated
centile (according to Nicolaides ef al.), sex of the newborn and adverse outcomes (PE, foetal
death, birth weight < 5" and > 95" percentile) (9). A blood sample was taken to measure the
concentration of sFlt-1, PIGF and sFlt-1/PIGF ratio. Samples were collected in a fasting state
by venipuncture into test tubes containing clot activator (4 mL Vacuette, Greiner Bio-One
GmbH, Austria). After clotting, the blood samples were centrifuged at 2200 x g for 10
minutes. Measurements were carried out on a Roche cobas e801 analyser (Roche Diagnostics
GmbH, Germany) using an electrochemiluminescent immunoassay with dedicated Roche
Elecsys sFlt-1 and PIGF reagent kits. As the concentrations of sFlt-1 and PIGF change during
pregnancy, and the study involved sampling from various stages, to compare concentra-
tions of sFlt-1, PIGF, and the sFlt-1/PIGF ratio, each result was transformed to a multiple of
the median (MoM) by dividing each patient's result by the median of the population result
according to Verlohren et al. (10). The median values published by Verlohren et al. are based
on samples from multiple European perinatal centres and were analysed using a Roche
electrochemiluminescent immunoassay (10).

Definitions

The diagnosis of GDM was based on the International Association of Diabetes and
Pregnancy Study Group criteria, as any glucose intolerance with onset or first recognition
during pregnancy (11). GH and PE were defined according to the American College of
Obstetricians and Gynaecologists criteria (3). GH was defined as systolic pressure > 140 mmHg
and/or diastolic pressure > 90 mmHg on two separate occasions at least 4 hours apart after
20 weeks of gestation in a woman with previously normal blood pressure. PE was defined
as GH with proteinuria or GH without proteinuria, accompanied by organ dysfunction. If
hypertension was recognised before pregnancy or before the 20th week of gestation, it was
classified as chronic hypertension.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using MedCalc software (MedCalc Software
Ltd., Belgium). Nonparametric tests were employed due to the small sample size. For com-
parisons of quantitative variables between two groups, the Mann-Whitney U test was
used. When multiple comparisons on the same dataset were made, Bonferroni correction
was applied, and the adjusted significance level was set at p < 0.05/n, where n indicates the
number of comparisons. Results are presented as medians with interquartile ranges in
brackets. For comparisons of categorical variables between two groups, Fisher's exact test
was utilised. Results are expressed as frequencies with percentages in brackets. For com-
parisons among three groups, the Kruskal-Wallis test was used. If the overall p-value was
< 0.05, post hoc pairwise comparisons were carried out using the Conover test. A p-value
<0.05 was considered statistically significant for all tests.
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RESULTS AND DISCUSSION

The study included 21 pregnant women in the control group and 68 in the PE-risk
group. Maternal and neonatal characteristics for both groups are presented in Table I. The
most common high-risk factors were GDM (1 = 46), followed by GH (1 = 25), a personal
history of PE (1 = 8), and autoimmune disease (antiphospholipid syndrome) (1 = 1). None
had renal disease or chronic hypertension. The majority of subjects (57/68) had only one
high-risk factor, while 11 had two or more. The most common moderate risk factor was
pre-pregnancy BMI > 30 kg m (n = 20), nulliparity (n = 10), age > 40 years (1 =7), pregnancy
interval > 10 years (1 =5), thrombophilia (n =4), ART (n = 3), prior stillbirth (n = 2) and prior
foetal growth restriction (1 = 1). None had a family history of PE or a previous history of
placental abruption. Around half of patients (33/68) had no moderate risk factors, 22 had 1,
and 13 had 2 or more. Recorded high-risk factors included GH (4/6), previous PE (2/6), and
GDM (2/6), along with moderate-risk factors nulliparity (3/6) and high BMI (3/6).

PE was diagnosed in 6/68 women, with one pregnancy ending with foetal death.
There was no PE or foetal death in the control group. Small gestational-age infants (birth

Table I. Maternal and neonatal characteristics for the control and PE-risk group

Con(t;(il 2gll;oup PE 271151( 2381‘)0up p-value
Maternal characteristics
Age (years) 33 (29-36) 33 (30-37) 0.877
Prepregnancy BMI (kg m™2) 22.1(20.7-24.1) 26.9 (22.9.0-30.3) <0.001
Pregnancy weight gain (kg) 13 (10-15) 11 (8-15) 0.129
sBP (mmHg) 110 (110-116) 120 (110-130) 0.014
dBP (mmHg) 70 (60-70) 73 (70-80) 0.032
Smoking, number 1(5 %) 8 (12 %) 0.680
Induced labour 9 (43 %) 41 (60 %) 0.210
Epidural anaesthesia 7 (33 %) 21 (31 %) 1.000
Caesarean delivery 1(5 %) 13 (19 %) 0.173
Neonatal characteristics
Gestation week at delivery 40 (39-41) 39 (38-39) 0.004
Preterm delivery <37 1(5 %) 2 (3 %) 0.559
Sex, male 12 (57 %) 27 (40 %) 0.210
Birth weight (g) 3800 (3460-4075) 3420 (3170-3763) 0.010
Birth length (cm) 51 (50-52) 50 (48-51) 0.003

The values presented as median (interquartile range) were analysed using the Mann-Whitney U test, and the values
shown as number (percentage) were analysed with Fisher's exact test. The level of statistical significance was set at
p <0.05.PE, preeclampsia; BMI, body mass index; sBF, systolic blood pressure; dBP, diastolic blood pressure.
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weight < 5th percentile) were born in two deliveries in the PE-risk group, whereas none
were born in the control group. Macrosomia (defined as birth weight > 95 percentile) was
recorded in 5 cases in the PE-risk group and 3 in the control group. However, Fisher's exact
test showed no statistically significant differences in the frequency of adverse outcomes,
including PE, foetal death, and birth weight < 5% and > 95 percentile between the control
and total PE-risk group.

The median gestation week for blood sampling was 40 for the control group and 39
for the PE-risk group, with interquartile ranges of 39-41 and 34-39, respectively. There
were no statistically significant differences between the control and total PE-risk groups
in sFlt-1 MoM, PIGF MoM, sFlt-1/PIGF ratio MoM and birth weight centiles. Since the
PE-risk group is heterogeneous, we investigated whether there are differences in sFlt-1
MoM, PIGF Mo), sFIt-1/PIGF ratio MoM, and birth weight centiles for each risk factor
individually. Due to the multiple comparisons (1 = 10), the Bonferroni correction was
applied, and p-values < 0.005 were considered statistically significant (0.05/10). The results
are shown in Table IL

Additionally, all patients were divided into three groups based on the number of high-
-risk factors: group 0 (control group, n =21), group 1 (one high-risk factor, n=57), and group
2 (two or more high-risk factors, n = 11). The Kruskal-Wallis test showed no differences
between these groups in sFlt-1 MoM (p =0.196) and birth weight centiles (p =0.214). However,
there were statistically significant differences between groups for PIGF MoM (p = 0.007)
and sFl1t-1/PIGF ratio MoM (p = 0.024), with post-hoc analysis showing differences between
both group 0 and 1 compared to group 2. Box-plot diagrams are presented in Fig. 1.

Main findings

This study gives an overview of the most common risk factors for PE in a tertiary-care
hospital centre and their relationship to sFlt-1 and PIGF concentrations and pregnancy
outcomes. Overall, the PE-risk group showed no differences in sFlt-1 MoM, PIGF MoM,
sFlt-1/PIGF ratio MoM and birth weight centile of the newborns. However, differences
were notable in several PE subgroups based on risk factors, with the most significant dif-
ferences in groups with GH and nulliparity as risk factors.

Influence of high-risk factors on sFlt-1 PIGF and ratio

Both GDM and PE are characterised by endothelial dysfunction, and women with
GDM are at higher risk of developing PE. Nuzzo et al. found slightly lower concentrations
of both sFlt-1 and PIGF in GDM compared to healthy pregnant women, but with no statis-
tically significant difference in concentration or their ratio (12). Researchers found that the
ratio of sFlt-1/PIGF in women with PE was significantly higher compared to the group with
PE in the background of GDM (GDM-PE). They hypothesised that sFlt-1 overproduction in
GDM-PE patients increases the risk of preeclampsia, but due to a less pronounced decrease
in PIGF, it resulted in less severe endothelial dysfunction and a lower sFIt-1/PIGF ratio
compared to the PE group. Like Nuzzo et al., we found no difference in ratio when com-
paring the GDM and control groups (0.71 vs. 0.77). As our study recorded only 2 out of 6
women who developed PE in a background of GDM, the data were too limited to analyse
potential differences between PE and GDM-PE groups.
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Table 11. Comparison of the control group with total and individual PE-risk groups

n o sFle-l MoM PIGE Moy SHIHPIGHratio  Birth weight
Control 21 0.87 (0.70-1.11) 1.07 (0.84-2.03) 0.77 (0.26-1.27) 78 (63-90)
Control vs. total PE-risk group
Total PE-risk 68 078 (0.54-1.26) 079 (0.51-1.80) 093 (0.32-2.05) 64 (33-85)°
p=0575 p=0.091 p=0.320 p=0.080
Control vs. PE-risk group with high risk factors
GDM 46 0.70 (0.50-1.18) 1.09 (0.55-2.27) 0.71 (0.26-1.62) 65 (34-90)°
p=0.152 p=0.552 p=0957 p=0.218
GH 25 113(0.84-151)  0.54(0.36-0.78)  1.75(1.03-3.63) 58 (31-77)
p=0.086 p<0.001 p=0.001 p=0.029
Previous PE 8 0.81 (0.69-1.06) 0.76 (0.51-0.90) 1.18 (0.77-2.04) 63 (52-80)
p=0.661 p=0.019 p=0.143 p=0.272
Control vs. PE-risk group with moderate risk factors
BMI>30kgm?2 20 100 (0.61-148) 047 (0.35-0.77)  2.05 (0.75-3.68) 72 (36-88)
p=0.676 p<0.001 p=0.011 p=0.489
Nulliparity 10 1.53 (1.13-1.79) 0.43 (0.30-0.52) 3.01 (2.06-4.70) 45 (20-70)
p=0.002 p<0.001 p<0.001 p=0.024
Age>40y 7 090 (0.42-1.20) 0.76 (0.62-1.30) 0.81 (0.52-1.60) 83 (47-87)
p=0.770 p=0.185 p=0.614 p=0937
Interval 210 y 5 0.80 (0.64-1.29) 0.78 (0.31-1.86) 0.86 (0.42-3.19) 70 (48-90)
p=0.820 p=0.346 p=0.537 p=0.754
Thrombophilia 4  0.58 (0.44-1.24) 1.12 (0.98-1.30) 0.51 (0.33-1.29) 36 (17-57)
p=0.182 p=1.00 p=0.824 p=0.024
ART 3 1.17 (0.88-1.26) 0.46 (0.41-0.51) 2.30 (2.10-2.30) 73 (26-84)
p=0.206 p=0.013 p=0.033 p=0.432

Each p-value represents a comparison between the control group and the PE-risk groups: total PE-risk group, high-
-risk PE groups (GDM, GH, and previous PE), and moderate-risk PE groups (BMI 2 30, nulliparity, age > 40 years,

between-interval pregnancy 2 10 years, thrombophilia, and ART).

The values are presented as median (interquartile range Q1-Q3) and tested using the Mann-Whitney U-test. Due
to the small sample size, ART data are presented as medians (with minimum and maximum values). Due to the
multiple comparisons (1 = 10), the Bonferroni correction was applied, and p-values <0.005 were considered statisti-

cally significant (0.05/10).

2 Number of data for the birth weight centile is adjusted for one pregnancy with foetal death as an outcome. PE,
preeclampsia; GDM, gestational diabetes mellitus; GH, gestational hypertension; BMI, body mass index; ART,
assisted reproductive technology; MoM, multiple of the median; sFlt-1, soluble fms-like tyrosine kinase 1; PIGF,

placental growth factor
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Fig. 1. Differences between risk groups. Box and whiskers plot comparing: a) sFlt-1MoM; b) PIGF
MoM; ¢) sFlt-1/PIGF MoM and d) birth weight centile among different risk groups: group 0 (control
group), group 1 (one high-risk factor), and group 2 (> two high-risk factors). Results were compared
using the Kruskal-Wallis test followed by Conover post-hoc analyses, with statistically significant
differences marked with an asterisk (***). MoM, multiple of the median; sFlt-1, soluble fms-like tyro-
sine kinase 1; PIGF, placental growth factor.

GH is a key factor and criteria in preeclampsia. GH was defined as a high-risk factor
when recruiting women for the study, although there is no quality evidence to confirm
that GH is a risk factor for PE (13). On the other hand, chronic hypertension is strongly
associated with a high risk of developing PE factor, but no women with CHT were included
in the study (14). GH and concordantly higher sFlt-1/PIGF ratio were a result of PE patho-
physiology, rather than a cause of it. In our study, women with GH had a higher sFlt-1/PIGF
ratio, resulting from increased sFlt-1 and decreased PIGF concentrations.

PE during the first pregnancy increases the risk of developing PE in the second preg-
nancy by 7 times (15). After nulliparity and high pre-pregnancy BMI, prior PE is the third
most common risk factor with an attributable fraction of 22.8 % (16). The studied group with
a history of PE showed a higher sFlt-1/PIGF ratio due to lower PIGF MoM than the control
group, but these differences were not statistically significant after Bonferroni correction.

Influence of moderate risk factors on sFlt-1, PIGF and ratio

Obesity is defined as a BMI > 30 kg m~ and it has been on the rise over the past several
years in pregnant women. Maternal obesity increases the risk of preeclampsia by three to
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four times when compared to normal-weight mothers (17). Weight gain during pregnancy
has also been linked to PE, and the combined effect of maternal obesity and gestational
weight gain further heightens the risk (18). High sFlt-1/PIGF ratio in the second trimester
occurred 3 times more frequently in pregnant obese women than in pregnant women with
normal weight (19). As high prepregnancy BMI was one of the inclusion criteria, it is not
surprising that the total PE-risk group had a higher BMI compared to the control group
(269 vs. 22.1 kg m™), but there was no difference in gestational weight gain (11 vs. 13 kg).
The sFlt-1/PIGF ratio was 3 times higher in the obese women subgroup due to a decrease
in PIGF rather than an increase in sFlt-1 concentration. These results are in line with those
of Beck et al., who demonstrated that ratios above 38 were attributed to a lower-than-ex-
pected PIGF concentration. However, they are opposite to those of Karge ef al., who found
only a lower sFlt-1 concentration in obese women (19, 20).

First-time pregnant women are the largest population with attributable risk factors for
preeclampsia. Researchers are proposing a link to immunological interactions related to
minimal exposure to paternal antigen prior to conception. Preeclampsia was diagnosed
more often in nulliparous women than in women with subsequent pregnancies (21). It is
suggested that the maternal immune response and adaptations to pregnancy may differ
in nulliparous women compared to multiparous women (22). Besides nulliparity, each
pregnancy with a different partner is considered a risk factor, which supports the theory
of an immunological mechanism of PE development. Nulliparous women in our study had
significantly higher sFlt-1/PIGF ratios (3.45 vs. 0.77), similar to previously published studies
(23). The nulliparity group had the highest sFlt-1 (1.53) and lowest PIGF MoM (0.43) of all
risk factors included in this study. Also, 3 of 6 women who developed PE in this study were
nulliparous. Although nulliparity was considered a moderate risk factor, the findings
demonstrate that it significantly influences the sFlt-1/PIGF ratio and may contribute to
adverse pregnancy outcomes.

ART increases the incidence of obstetric problems compared to spontaneously con-
ceived pregnancies. Since the in vitro fertilisation (IVF) procedure frequently leads to preg-
nancies with corpus luteum defect, women who conceive by IVF may have pathophysio-
logical changes in the placenta. Compared to spontaneous pregnancies, IVF-conceived
pregnancies had higher levels of sFlt-1 and lower levels of PIGF in the second and third
trimesters (24). We only had three pregnancies conceived with ART, with a higher ratio
compared to the control group, but with no statistically significant differences. Pregnancies
at advanced maternal age (> 35) and very advanced maternal age (> 40) have become more
prevalent over the last few decades. The mechanism by which maternal age contributes to
an increased risk of preeclampsia is not fully understood, but it is independent of maternal
comorbidities. Although advanced maternal age and IVF are independent risk factors for
PE, they are often found together as advancements in assisted reproductive technologies
have contributed to an increase in the incidence of advanced maternal age. Our study
found no difference in sFlt-1 and the sFlt-1/PIGF ratio, with a slight decrease in PIGF MoM
in pregnant women over 40.

Only two guidelines listed thrombophilia as a risk factor (25), and it is considered a
moderate risk factor for PE, although the quality of evidence for this is low (13). In our
study, there were no significant differences in MoM values between the control group and
women with thrombophilia. However, this may be due to the study's low prevalence of
thrombophilia.
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Influence of high and moderate risk factors on birth weight centile

Birth weight is an important indicator of the nutrition and growth progress of the
foetus during pregnancy. Poor or overnutrition can lead to small (SGA) or large infants for
gestational age. Although PE is associated with SGA, we found no difference in frequency
between the total PE-risk and the control group. However, we recorded more cases of
macrosomia, but this outcome is probably due to the high number of pregnancies with
gestational diabetes and obesity as risk factors. The whole PE-risk group had lower birth
weight than the control group: 3420 vs. 3800 g and 64th vs. 78th birth weight centiles.
Although not statistically significant, all risk factor groups, except women over 40, showed
lower birth weight centiles than the control group, with more pronounced differences in
subgroups with GH (58th percentile), nulliparity (45th percentile), and thrombophilia
(36th percentile). Interestingly, pregnant women in the small risk group with thrombo-
philia (n = 4) delivered infants with the most considerable difference compared to the
control group (36th vs. 78th).

Multiple risk factors

Multiple maternal risk factors can have a synergistic effect on sFlt-1 and PIGF concen-
trations, increasing sFlt-1/PIGF ratio and the risk for developing PE (26). Our data showed
that women with multiple risk factors had a higher sFlt-1/PIGF ratio than both the control
group and the group with only one risk factor, confirming that multiple risk factors
strongly influence the sFlt-1/PIGF ratio. The higher ratio was primarily due to a signifi-
cantly lower PIGF MoM, while there was no difference in sFlt-1 MoM between the groups.

CONCLUSIONS

As PE is a major pregnancy disorder with possible adverse outcomes for both the
mother and baby, recognising women at risk is crucial for timely detection and treatment.
This study recorded PE risk factors in conjunction with angiogenic markers and preg-
nancy outcomes in a Croatian hospital centre. Although the studied group was not large,
the results confirmed previous studies and emphasised the need to introduce PE screen-
ing into routine practice.
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Hipertenzivni poremecaji trudnocée predstavljaju znacajan uzrok morbiditeta i mortaliteta majki i novorodencadi.
Kromogranin A je neuroendokrini protein koji proteolitickim cijepanjem stvara brojne aktivne peptide, ukljucujuci
katestatin, koji inhibira oslobadanje katekolamina i pokazuje vazodilatacijska svojstva. Cilj je bio istraziti
dinamiku promjena koncentracija kromogranina A i katestatina tijekom porodaja, moguée razlike u
koncentracijama kod gestacijske hipertenzije te njihovu povezanost s ishodima trudnoc¢e buduéi da kromogranin
A 1 katestatin pokazuju dijagnosticki potencijal u hipertenzivnim poremecajima trudnoce. Ovo prospektivno
istrazivanje provedeno je na Zavodu za porodnistvo Klinickog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice. Ukljuéivala
je 40 trudnica: 20 s gestacijskom hipertenzijom lije¢enih metildopom i 20 zdravih kontrola. Uzorci krvi uzeti su
prije (prije pocetka trudova) i poslije (2 sata nakon) porodaja. U tocci prije porodaja izmjerene su koncentracije
op¢ih biokemijskih i1 endokrinoloskih parametara. U obje vremenske tofke izmjerene su koncentracije
kromogranina A i katestatina. Zabiljezene su klinicke i antropometrijske karakteristike trudnice i novorodencadi.
Koncentracija kromogranina A zna¢ajno se smanjila nakon porodaja u obje skupine, dok koncentracije katestatina
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Hypertensive disorders in pregnancy represent a significant cause of maternal and neonatal morbidity and
mortality. Chromogranin A is a neuroendocrine protein that is proteolytically cleaved into multiple bioactive
peptides, including catestatin, which inhibits catecholamine release and exhibits vasodilatory properties. The aim
was to investigate the dynamics of changes in chromogranin A and catestatin concentrations during delivery,
potential differences in their concentrations in gestational hypertension, and their association with pregnancy
outcomes, given that chromogranin A and catestatin have shown diagnostic potential in hypertensive disorders in
pregnancy. This prospective study was conducted at the Department of Obstetrics, University Hospital Centre
Sestre milosrdnice. It included 40 pregnant women: 20 with gestational hypertension treated with methyldopa and
20 healthy controls. Blood samples were collected before (prior to the onset of labour) and after (2 hours following)
delivery. Concentrations of general biochemical and endocrinological parameters were measured before delivery
Chromogranin A and catestatin concentrations were measured at both time points. Clinical and anthropometric
characteristics of the pregnant women and newborns were recorded. Chromogranin A concentrations significantly
decreased after delivery in both groups, whereas catestatin concentrations showed no statistically significant
change. No differences in chromogranin A or catestatin concentrations were found between the groups at either
time point, before or after delivery. In women carrying female foetuses, lower catestatin concentrations were
observed in the gestational hypertension group. No association was found with the Apgar score or birth weight
percentiles. Catestatin concentrations were associated with blood pressure values only in the control group.
Regression analysis showed that body mass index was the strongest predictor of gestational hypertension and
elevated blood pressure, while chromogranin A and catestatin had no clinical value. The results of this study
suggest that chromogranin A and catestatin currently have no clinical value in predicting gestational hypertension.
Body mass index remains the key predictor, highlighting the importance of weight counselling before and during
pregnancy.
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