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1.0 Uvod

Tek je odnedavna prihvacena cinjenica da je neovaskularizacija temeljna
bioloska pojava neohodna za normalnu funkciju reprodukcijskog sustava u svih
sisavaca, ukljuCuju¢i i ljude. PoveCano zanimanje bioloskih znanosti za
angiogenezu na tragu je otkri¢a brojnih visokospecifi¢nih angiogenicnih tvari i
njihovih receptora za koje se vjeruje da imaju kljucnu ulogu u inicijaciji i

regulaciji angiogeneze (Tablica 1).

VEGF (od engl. vascular endothelial growth  factor) obitel]
vaskuloendoteli¢nih proteina obuhvaca vise glikoproteina medusobno sli¢ne
grade, a pripisuje im se osobito znaajna uloga u angiogenezi tijekom
reprodukcijskog razdoblja. Vaskularni endotelni faktor rasta i placentarni
faktor rasta (PIGF, od engl. placental growth factor) dva su najceSce
spominjana i istrazivana proteina VEGF obitelji. Brojne su studije koje su
pokazale nesumnjivi zna¢aj VEGF-a u fizioloSkoj 1 patoloskoj angiogenezi
reprodukcijskog sustava zene. S druge strane, broj radova koji razjasnjavaju
ulogu PIGF-a ogranicen je prije svega na trudno¢u, dok mu je funkcija izvan

nje slabije poznata.

Poremecaji regulacijskih mehanizama angiogeneze suodgovorni su za brojna
klinicka stanja, poput anovulacije i neplodnosti, ali mogu sudjelovati i u pojavi
spontanih pobacaja, nekih reumatskih bolesti, te rastu i Sirenju benignih i
malignih novotvorina. S tog stanoviSta potencijalna mogu¢nost manipuliranja
angiogeni¢nih procesa primamljiva je alternativa u lijeCenju, pri ¢emu je
inhibicija rasta i metastaziranje solidih tumora vjerojatno najprimamljiviji,

mada ne 1 jedini cilj.

Namjera ovog rada je pokusaj rasvjetljavanja fizioloSke uloge PIGF-a tijekom
kontrolirane ovarijske hiperstimulacije u normogonadotropnih Zena, te u

najranijem postkoncepcijskom razdoblju.



1.1 Vaskularni endotelni faktori rasta u reprodukcijskoj
biologiji

Angiogeneza

Stvaranje novih krvnih Zila sastoji se iz dvije faze: rana (embrionalna) faza
oznacena je kao vaskulogeneza, dok je kasnija (adultna) faza poznata kao
angiogeneza. Vaskulogeneza obuhvaca stvaranje primarne kapilarne mreze iz
hemangioblasta, prekursora mezodermalnog porijekla, nizom sljedstvenih

stadija diferencijacije, proliferacije i koalescencije'.

Angiogeneza oznacava stvaranje novih kapilara iz ve¢ postoje¢ih Zila putem
remodeliranja primarnog kompleksa koji na koncu zavrSava diferencijacijom u
. iqe 12 . . .
arteriolu ili venulu*. Vaskulogeneza je primarno proces rane embriogeneze,
dok je angiogeneza nerazdvojiva s vaskulogenezom i neohodna za fizioloSki
rast i sazrijevanja tkiva, kako tijekom prenatalnog, tako i u postnatalnom Zivotu
jedinke. Angiogenezu potic¢u upala, cijeljenje rana, imunolo$ki mehanizmi te

neoplazije, a sastavni je dio i metastaziranja malignih novotvorina®”.

Tablica 1. Lista najvaznijih aktivatora i inhibitora angiogeneze*

Regulatori angiogeneze

Aktivatori Inhibitori
Fibroblastni faktori (bazi¢ni FGF, kiseli FGF) Trombospondin
Endotelni faktor rasta trombocitnog porijekla (PD-ECGF) Trombocitni faktor IV

Eppidermalni faktor rasta (EGF)/Transformirajuéi faktor rasta- a

(TGF-a) Faktor nekroze tumora- a (TNF- a)

Transformirajuéi faktor rasta- g (TGF-B) Transformirajuci faktor rasta- B (TGF-

B)
Faktor nekroze tumora- a (TNF- a) Interferoni
Angiogenin Angiostatini
VEGF/VPF Inhibitori avB3 integrina

Prolaktin 16-kD

Prilagodeno prema referenci: 9




Struktura, kemizam i op¢e osobine VEGF-a

VEGF obitelj angiopoetskih medijatora obuhvaca skupinu medusobno sli¢nih
tvari s jakim angiogenetskim ucinkom koji uklju¢uju VEGF (ili VEGF-A),
PIGF, te u novije vrijeme definirani VEGF -B, -C i —D°.

Gen za humani VEGF lociran je na kromosomu 6p21.3 a ¢ine ga osam eksona i
sedam introna. Sekvenca proteina kodirana eksonima 1-5 sadrzi
konformacijske informacije vazne za prepoznavanje i vezanje receptora, dok su
eksoni 6 1 7 vazni za domenu koja veze heparin (tzv. heparin-binding domene,
HBD)"®. Prijepis gena za VEGF-a pozitivno je reguliran tkivnom i lokalnom
hipoksijom te aktivacijom razli¢itim onkogenimalo. Stvoreni je protein nakon
prijepisa eksona podlozan daljnjim posttranskripcijskim modifikacijama.
Alternativnim spajanjem (engl: alternative splicing) razli¢itth dijelova
sintetiziranih dijelova lanaca stvara se nekoliko postranskripcijskih varijanti
VEGF-a. Do sada su opisani lanci duljine 121, 165, 189 1 206 aminokiselina,
od kojih svaki ima specifi¢ni eksonski dodatak. VEGF,¢s dominantan je oblik
stvorenog proteina koji se moZe dokazati u gotovo svim tkivima, dok je
VEGF,6.najrjedi i opisan jedino u fetalnoj jetri ¢ovjeka'""'2. U novije vrijeme
dokazano je i postojanje varijanti lanaca od 145 i 183 aminokiseline. Sva tri
oblika u C-terminalnom dijelu sadrZze domenu koja veze nepolarne spojeve
poput heparina, a koja ima vaznu ulogu u interakciji VEGF-liganda i
odgovarajuéeg stani¢nog receptora. Posljednjih godina klonirani su i opisani
novi ¢lanovi VEGF-B, -C i -D. Njihova funkcija 1 regulacija stvaranja jo$
uvijek je nejasna, a prema prvim podacima svi se bitno razlikuju od VEGF-

14,15
AT

Najznacajnija osobina VEGF-A u odnosu na sve druge Clanove iste obitelji je
pojacana produkcija stvaranja u uvjetima hipoksije e Regulacija odgovora na
hipoksiju na molekularnoj razini relativno je kompleksna, a ukljucuje
medudjelovanje onkogena (najéesée H-ras), nekoliko transmembranskih
protein-kinaza (poput receptora za epidermalni faktor rasta), te skupinu

pomocnih transkripcijskih ¢imbenika povezanim s hipoksijom, poput hif-1a 1



hif-2a (hypoxia inducible factor 1-o i 2-a)'’. Oba &imbenika ovise o koli&ini
parcijalnog kisika, pri ¢emu ih normoksija vrlo brzo enzimski razgraduje, a
hipoksija stabilizira i prolongira aktivnost. Jednom aktivirani hif-1a ili hif-2a
veze se za VEGF promotor/enhancer, a nakon stvaranja kompleksa s
nuklearnim translokatorom, ¢ija je nazocnost takoder neophodna. Navedeni
mehanizam je predominantni regulacijski put sinteze VEGF-a, a on je
istodobno odgovoran i za ushodnu regulaciju stvaranja gotovog proteina

VEGF-a'®,

Struktura, kemizam i op¢e osobine PIGF-a

Placentarni faktor rasta (PIGF) po strukturi je glikoprotein od 149
aminokiselina izvorno kloniran iz komplementarne DNK (cDNK) zrele
posteljice'”. S obzirom na 53% identi¢nog aminokiselinskog slijeda s VEGF-
om, i on se ubraja u VEGF obitelj angiogeni¢nih ¢imbenika rasta. Svi ¢lanovi
VEGF skupine sadrze 8 cisteinskih ostataka odgovornih za disufidne veze
unutar samog lanca, po ¢emu su slicni A i B lancima ¢imbenika rasta

trombocitnog porijekla (PDGF)"*%.

Alternativnim spajanjem lanaca, nastaju najmanje tri do sada opisana
monomera humanog PIGF-a: varijante od 149 (PIGF-1) i od 170 (PIGF-2)
aminokiselina razlikuju se samo po dodatku od 21 aminokiseline (HBD), koji -
slicno VEGF-u — moze vezati nepolarne molekule poput heparina, a igra vaznu
ulogu u interakciji ligand-receptor’’. Treéi, najduzi oblik (PIGE-3) sadrZi
umetak od 72 aminokiselina u blizini C-terminalnog dijela PIGF-1, ali se o
njemu za sada najmanje zna. Prolazna ekspresija PIGF-3 cDNA u stanicama

sisavaca vodi stvaranju i sekreciji kako dimera, tako i monomera PIGF-3.

Gen koji kodira PIGF lociran je na ljudskom kromosomu 14q24-q31. Prirodno
stvoreni 1 secernirani PIGF/VEGF heterodimeri otkriveni su u supernatantu
razli¢itih tumorskih stani¢nih linija. Inaktivacija PIGF gena ne dovodi do smrti
embrija ¢ak 1 kada se radi o homozigotnom obliku, jer pokusne Zivotinje s

dvostruko negativnim alelom (PIGF -/- miSevi) normalno preZivljavaju i



zadrzavaju reprodukcijsku sposobnost, mada mogu imati poremeceno ili
usporeno cijeljenje rana. Blokada interakcije PIGF 1 odgovarajuceg receptora
anti-FIt antitijelima smanjuje stvaranje ateroskleroticnih plakova, inhibira
angiogenezu, ali 1 prije¢i mobilizaciju progenitora mijeloidne loze iz koStane
srzi??. U tkivima koja stvaraju mRNK oba ¢imbenika rasta, osim homodimera,

mozZe se dokazati i postojanje heterodimera VEGF/PIGF proteina22’23.

Receptori za VEGF obitelj vaskularnih ¢imbenika.

Clanovi VEGF obitelji angiogeni¢nih ¢imbenika rasta veZu se za najmanje tri
razli¢ita receptora klasificiranih kao VEGFR-1, -2 i -3, svi redom tirozin-
kinaznog ustroja. Nakon vezanja odgovarajueg liganda, sva tri receptora
najprije dimeriziraju, a cijeli proces zavrSava fosforilacijom tirozina i
aktivacijom odgovarajuc¢ih ucinaka. VEGFR-1 (Flt-1) opisan je 1990; osim
VEGF-a, ovaj 180kD tezak receptor rakoder veze i PIGF i VEGF-B, iako s
puno slabijim afinitetom®**. VEGFR-2 (KDR, FIk-1) vrlo je slian strukturi
VEGFR-1%. Naziv Flk-1 koristi se uglavnom za migji analog, a radi se o
glikoproteinu nesSto veceg lanca za koji se veze VEGF-A ali 1 kra¢i oblik
VEGE-C?’. Pokusi na laboratorijskim Zivotinjama potvrduju specifi¢nu
distribuciju oba receptora za vaskularni endotel u svim tkivima. Osim u

odrasloj dobi, oba su dokazana i u posteljici te glatkom miSi¢ju maternice.

Hipoksija povecava ekspresiju VEGFR-1 ali ne i VEGFR-2%, Null-mutacija
VEGFR-1 i VEGFR-2 letalna je za miSji embrij u pravilu oko 8,5-9,5 dana
gestacije”. Nedostatak samo VEGFR-1 vodi poremecaju organizacije
endotelnih stanica unato¢ urednom razvoju tubularnog kardiovaskularnog
sustava a nedostatak VEGFR-2 -s druge strane- dovodi do potpunog nedostatka

endotelnih stanica i teSkom oSteéenju ustrojstva KVS-a®.

10



Slika1. Shematski prikaz afiniteta VEGF, PIGF i njihovog
heterodimera za odgovaraju¢e recepetore. VEGFR-1 i -2
=Vaskularni endotelni faktor rasta; sVEGFR-1=topivi
(solubilni) VEGFR-1.

PIGF VEGF-PIGF VEGF

<> k2 <

Ekstracelularna domena

Membrana =
Intracelularna domena

sVEGFR-1 VEGFR-1 VEGFR-2

Topivi oblici

Osim membranskog receptora, in vivo je takoder dokazano postojanje i kraceg,
secerniraju¢eg oblika VEGFR-1 (sVEGFR-1), kojeg ¢ini samo ekstracelularna
domena bez transmembranskog 1 intracelularnog dijela lanca. Topivi oblik
VEGFR-2 (sVEGFR-2) takoder postoji i opisan je nedavno; on veZe
cirkuliraju¢i VEGF, no za razliku od s VEGFR-1 ne prije¢i mitogeno
djelovanje VEGF molekule®".

VEGF receptor-3 (VEGFR-3)

VEGFR-3, ili Flt-4, receptor je koji veze novije opisane VEGF-C i VEGF-D.
Oblik s kra¢im lancem takoder je dokazan, ali je dulji oblik dominantan u svim
ispitivanim tkivima. Tijekom rane embriogeneze, VEGFR-3 se najprije
pojavljuje u vaskularnom 1 limfaticnom endotelu, no kako dalje tece

diferencijacija tkiva, sve je viSe ograni¢en na limfaticki sustav. Delecija gena

11



za VEGFR-3 vodi smrti miSa in utero nakon 10 dana gestacije, s dominantnim

poremecajem razvoja velikih krvnih zila®®. (Slika 2).

Slika 2. Shematski prikaz afiniteta VEGF-B, -C i -D za odgovarajuc¢e
recepetore.VEGFR-1, -2 i -3.

VEGF-B VEGF-C VEGF-D

I

1l J

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
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Drugi receptori za VEGF obitelj proteina

Tie-1 i Tie-2 receptori - struktura, ekspresija i funkcija

Ovo je joS jedna skupina receptora koja ¢ini se ima vaznu ulogu u
reprodukcijskom sustavu, a nazvani su Tie-1 i Tie-2. Prvi je sli¢an
epidermalnom faktoru rasta, dok je Tie-2 (ili tek, tunica interna endothelial
cell-kinase) slabije poznat. Tijekom embriogeneze, Tie-1 i Tie-2 se pojavljuju
nakon VEGFR-1 1 VEGFR-2, ali i prije nego von Willebrandt-ovog ¢imbenika
(F-VIII), koji se opcenito smatra markerom konacno diferencirane i zrele
endotelne stanice . U miSeva s nedostatkom Tie-1 ucestala je pojava
degerativnih promjena u miokardu, a u Tie-2 deficijenciji - edem i krvarenje u
istom™.

Ekspresija Tie-1 pojaana je u fizioloSkoj i patoloskoj angiogenezi, poput
sazrijevanja folikula u jajniku, tijekom procesa cijeljenja rane i angiogeneza
koja prati tumore®. Ligand Tie-2 je angiopoetin-1 a otkriven je 1996; ligand za
receptor Tie-1 za sada joS nedefiniran, mada ima izvjeS¢a o nekoliko

potencijalnih kandidata™.

1.2 Bioloski u€inici VEGF-a i PLGF u humanoj reprodukciji
Bioloski ucinici VEGF-a u fizioloskim uvjetima

Hipofiza

Hiperprolaktinemija mijenja hipotalamo-hipofizno-ovarijalnu koordinaciju
dovodeci do anovulacije, amenoreje 1 neplodnosti, a trajno poviSene vrijednosti
prolaktina mogu biti odgovorne i za ponavljane spontane pobacaje. Jo$S su
sredinom 80-tih godina proglog stolje¢a Elias and Weiner’’ pretpostavili da je
angiogeneza neophodna za nastanak i rast novotvorina hipofize koje stvaraju

prolaktin (adenomi) u pojedinih laboratorijskih Zivotinja. Tumori prednjeg

13



reznja hipofize pojedinih sojeva Stakora stvaraju novu arterijsku mrezu krvnih
zila koje premosScuju postoje¢i portalni sustav opskrbe, te tako zaobilaze
dopaminergicku inhibiciju sekrecije prolaktina. Koncem 1990-tih Banerjee i
sur.”® ekspresiju VEGF-a i odgovarajuceg receptora u prednjem reZnju hipofize
Stakora dovode u vezu s razvojem prolaktinoma, a neSto kasnije sli¢na studija
dokazala je ekspresiju VEGF-a i u hipofizi ovee™. Na temelju ovakvih nalaza
vjeruje se da VEGF takoder igra vaznu ulogu i u humanoj patologiji, za Sto
djelomic¢no potkrijeplju i radioloski te elektronsko — mikroskopki provedene

studije u adenomima ali ne i u hipofiza posve zdravih osoba®.

Uloga VEGF-a u fiziologiji jajnika

Folikulinska faza i ovulacija

Rast, selekcija i sazrijevanje folikula do ovulacije, stvaranja Zutog tijela i
njegova regresija tijekom menstruacijskog ciklusa nerazdvojivi su s ciklickom

proliferacijom i regresijom novih krvnih Zila*' .

Primarni folikuli ve¢ na pocetku svoga rasta stvaraju inicijalnu vaskularnu
mrezu koju ¢ine 1-2 arteriole koje zavrSavaju s kompliciranijom prstastom
kapilarnom mrezom nalik vijencu. S napredovanjem rasta, tekalni dio
vaskularne mreZe, postavlja se nasuprot bazalne membrane koja odvaja
avaskularni sloj sastavljen od granuloza stanica i sve jaCe prokrvljene teke. U
skladu s morfoloSkim promjenama, granuloza stanice primordijalnih i
primarnih folikula negativne su na imunohistokemijsko bojanje na VEGF, dok
je u preantralnim folikulima, a kasnije i tijekom Ccitavog procesa
folikulogeneze, VEGF slabo pozitivan. Nasuprot granulozi, stanice teka interne
rastuc¢eg folikula intenzivno se boje nakon primjene obiljeZenih antitijela na
VEGF, §to je u izravnoj vezi s paralelnim nalazom nuklearnog stani¢nog

antigena za VEGF*.
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Postoje pretpostavke da je proces selekcije dominantnog folikula ovisan o
nejednakom stvaranju upravo ove potpore, koju €ini bogata vaskularna mreza i
njena povecana propusnost oko dominantnog folikula. Razlika u distribuciji
VEGF-a tijekom folikulinske faze ciklusa na tragu je tih pretpostavki, tim viSe
Sto se parakrino stvaranje i sekrecija u folikulima c¢ija je konac¢na sudbina

. Y .43
atrezija, ne moze dokazati .

Stvaranje velikih koli¢ina VEGF-a u vrijeme ovulacije i ranoj luteinskoj fazi, u
vezi je s razinom progesterona u ovulirajuéem folikulu i LH u serumu®.
Odmah nakon pocetnog skoka LH, bazalna membrana koja odvaja sada vec
izrazitu vaskularnu teku od jo§ uvijek avaskularne granuloze, postupno
degenerira, a iz teka-stanicnog sloja zapocCinje vrlo intenzivno umnaZanje i
uraStanje guste kapilarne mreZe prema srediStu ovulacijskog folikula. Laitinen i
sur”. su uz pomo¢ PCR-reverzibilne transkrptaze (RT-PCR) u kultiviranim
granuloza-luteinskim stanicama jajnika pokazali da je u tim stanicama najcesci
oblik stvorenog VEGF-a onaj od 145 aminokiselina, (VEGF4s5). dok su Ferrara
i sur®® utvrdili je VEGFss zapravo najvazniji angiogeni faktor rasta
foliklinsko-luteinske tranzicije. Primjena topivog VEGFR-2 koji za posljedicu
ima smanjenu bioaktivnost VEGF-a za posljedicu ima potpunu supresiju

stvaranja zZutog tijela.

Brza invazija kapilara zavrSava u potpunosti oko tre¢eg dana nakon ovulacije.
Cini se da je bioloska uloga ovako kompleksne kapilarne mreZe oko
preovulacijskog folikula od iznimne vaznosti prije svega za dopremanje velike
kolic¢ine lipoproteina neophodnih za sintezu progesterona od strane
novostvorenog Zutog tijela, ali i za eventualno kasnije odrZavanje rane

trudnoée’.

Luteinska faza:

Nakon ovulacije, granuloza stanice u sklopu zZutog tijela sadrze VEGF jedino u
njegovoj ranoj fazi, sugerirajuci dalje usku povezanost njegove produkcije s

nazo¢no$¢u LH/hCG-a u serumu. Primjena antagonista VEGF (Flt-1 receptora)
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u ovoj fazi ciklusa izaziva potpunu supresiju angiogeneze u jatrogeno
potaknutoj ovulaciji laboratorijskih Zivotinja, a time i inhibiciju formiranja
Zutog tijela, produkciju progesterona i posljedicni izostanak maturacije

.. 484
endometrija 8.49

. Nasuprot rane, u kasnoj fazi Zutog tijela prema vecini
istrazivanja ne mogu se dokazati niti mVEGF transkripti, niti imunoreaktivni
VEGF S$to je u skladu s morfoloSkim promjenama kapilarnih struktura ¢im
zapoéne propadanje Zutog tijela’. Tijekom luteolize ipak nema potpune
vaskularne regresije jednom stvorenih krvnih Zila, iako nema niti daljnjeg
napredovanja u njihovom stvaranju. Prema nekim izvjeS¢ima, funkcionalna
kapilarna mreza slicna onoj u atreticnom folikulu tijekom selekcije

dominantnog folikula postoji €ak i u degeneriranom Zutom tijelu, no ona ne

mora nuzno biti u vezi s VEGF-om *'.

VEGF u fiziologiji endometrija

Ciklicki proces ljustenja i regeneracije endometrija povlace za sobom snazne

promjene u rastu i remodeliranju vakularnog sustava uterusa’ >

Na temelju morfoloSkih studija, u endometriju se tijekom menstruacijskog
ciklusa mogu razluciti najmanje Cetiri razdoblja kada je angiogeneza iznimno

aktivna.

¢ tijekom menstruacije, kada zapocCinje popravak (reparacija) raskinutih

krvnih Zila

e tijekom proliferacijske faze, kada intezivan rast endometrija prati i

odgovarajuca vaskularna potpora

® u sekrecijskoj fazi, s razvojem spiralnih arteriola koje daju bogatu

subepitelnu kapilarnu mrezu

* u premenstruacijskoj fazi, kada zapocinje vaskularna regresija
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Odstupanja i poremecaji u bilo kojoj navedenoj fazi, moze voditi brojnim
nepravilnostima funkcije endometrija, ukljucujuci i klinicki najces¢i poremecaj

menometroragiju.

Angiogenezu tijekom proliferacijske faze odlikuje uglavnom elongacija

preegzistentnih krvnih Zila™.

U sekrecijskoj fazi, intususcepcija je glavni mehanizam koji doprinosi grananju
kapilara; proliferacija endotelnih stanica unutar ovih Zzila ultimativno vodi
prosirivanju njihovog lumena katkada podijeljenog transkapilarnim popre¢nim
pregradama, koje kasnije mogu rezultirati podijelom ili fuzijom tako stvorenih
zila. lako je najjaCe izraZzena u kasnoj menstruacijskoj 1 ranoj/srednjoj
proliferacijskoj fazi, proliferacija endotelnih stanica kontinuirani je proces koji
se moze dokazati tijekom citavog menstruacijskog ciklusa®. Stoga se rast
krvoZilja nastavlja i u sekrecijskoj fazi unato¢ cinjenici da je okolno
endometrijsko tkivo ve¢ prestalo rasti, Sto vodi izraZzenom vijuganju spiralnih

arteriola.

Opisane morfoloske promjene endometrija i remodeliranje krvnih Zila pod
kontrolom su fine mreZe signalnih tvari i receptora koju ¢ine pripadnici obitelji
VEGF, FGF angiopoetina, angiogenina i efrina, te odgovarajucih receptora —
koji se takoder i u endometriju mogu dokazati kao slobodne i kao membranske
ligand-veZzu¢e domene. Opisani su 1 drugi angiogeni faktori Cije se prostorna i
vremenska pojava poklapa s morfoloskim promjenama endometrija tijekom

ciklusa, no njihova je uloga nepoznatass.

Clanovi VEGF obitelji i najmanje dva VEGFR receptora (VEGFR-1 i -2) ¢ine
se vrlo vaznim za angiogenezu endometrija. VEGFR-1 pri tome ima vaZniju
ulogu u posredovanju proliferacije endotelnih stanica, a VEGFR-1 ¢ini se
primarno regulira kapilarnu propusnost56. Distribucija oba receptora u
stromalnim i epitelnim stanicama odnosno dilatiranim kapilarama najjaca su

potvrda njihove vaZnosti.

Ekspresija funkcionalnog VEGF-a moze se dokazati u Zljezdanim epitelnim i

stromalnim stanicama proliferacijskog endometrija, najvjerojatnije potaknut
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rastu¢im estradiolom. VEGF kojega stvaraju imunokompetentne stanice u
dodiru s endotelom (neutrofili i mononuklearne stanice bijele loze) takoder
stimuliraju rast kapilara, a sli¢no je i s NK-stanicama (engl. Natural Killer) koje
se intenzivnije pocinju nakupljati neporedno nakon ovulacije. U sekrecijskoj
fazi, VEGF se moze dokazati i na povrSini epitelnih stanica, za kojeg se vjeruje
da se kasnije aktivno secernira i u maternicnu Supljinu. Vjeruje se da VEGF
porijekla iz NK stanica ima vaZznu ulogu u stvaranju subendometralne i
subepitelijalne kapilarne mreZe tijekom sekrecijske faze. Nakon ovulacije
uocljiva je promjena izoformi VEGF koja se ocituje u pojavi VEGF;g u
perivaskularnim stromalnim stanicama. Njegova je uloga Cini se u pojacanju
permeabilnog ucinka VEGFR-1, a produkt koji nastaje nakon djelovanja

plazminogen aktivatora (PA) ima snazno mitogeno djelovanj e’

Najveca razina VEGF nadene su tijekom menstruacijske faze, vjerojatno kao

odgovor na brojne inflamacijske citokine, ali i na lokalnu hipoksiju’®.

Sli¢no je i s oba funkcionalna receptora zbog Cega se zapravo i vjeruje da je
intenzivno remodeliranje 1 reparacija oSteCenih krvnih Zila primarni uzrok

povecanja svih ¢imbenika™.

Vrlo je malo jasnih dokaza oko toga kada i kako to¢no zapocinje stvaranje
novih endometralnih krvnih Zzila. Najocitiji kandidati koji bi poticali
angiogenezu endometrija jesu hormoni jajnika 1 Zutog tijela, no sam
mehanizam regulacije stvaranja VEGF-a putem estrogena, progesterona te
njihovih do sada poznatih antagonista joS uvijek je predmetom rasprave60. U
tumacenju mehanizama endometrijske angiogeneze dvije ¢injenice se svakako

moraju uzeti u obzir:

1. Proliferiraju¢e endotelne stanice uvijek se nalaze pored ve¢ postoje¢ih
krvnih Zila, a vrlo rijetko ili nikad u obliku primarnih nakupina
povezanih s de novo stvaranjem vaskularne mreze. To je bitno drukdije
od slicnog procesa u preovulacijskom folikulu i jajniku, gdje
imunohistokemijska istrazivanja potvrduju da je upravo de novo

stvaranje krvnih Zila daleko ¢eS$¢i mehanizam.
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2. U ljudi, endotelne stanice same po sebi ne reagiraju izravno na
stimulaciju estrogenima ili progesteronom. Dodavanje razli¢itih
polipeptidnih ¢imbenika rasta kultiviranim stanicama snazno poticu
regulaciju, proliferaciju i diferencijaciju stanica parakrinim i autokrinim

mehanizmima.

Razina mRNK za VEGEF raste pocevsi od sredine proliferacijske pa sve do
sekrecijske faze endometrija. I mRNK i secernirani VEGF-protein mogu se
dokazati u stanicama Zljezdanog epitela ali i u stromalnom 0djeljku61. In vitro
ekspresiju VEGF-a od strane stanica humanog endometrija potice estradiol,
medroksi-progesteron acetat (MPA) ili MPA u kombinaciji s estradiolom i €ini
se da se odvija na nuklearnoj razini®®. Pretpostavka koja je danas na snazi
smatra da estradiol primarno aktivira transkripciju gena za VEGF u
luminalnom epitelu, dok progesteron najvjerojatnije potice ekspresiju VEGF
gena u stromalnom dijelu endometrija63. Ta se pretpostavka temelji ponajprije
na zapazanju da se tijekom estrusnog ciklusa u Stakora, VEGF mRNA
predominantno moZe dokazati u luminalnom epitelu endometrija u vrijeme
proestrusa (kada je omjer estradiol: progesteron najveci), dok je u stromalnom
odjeljku bojanje na VEGF najjace tijekom faze estrusa i diestrusa, kada je
progesteron dominantan hormon jajnika. Sli¢no, u menstruacijskoj i
proliferacijskoj fazi ciklusa u primata, koncentracija i VEGF mRNA 1 gotovog
proteina najveca je u epitelu , dok su stromalne stanice uglavnom difuzno
pozitivne tek u sekrecijskoj fazi®*. Tijekom ovulacijskog ciklusa, VEGF
mRNA i gotov protein stvaraju se razasuto u razli¢itim dijelovima

endometrijskog tkiva®.

Navedena zapazanja sugeriraju da bi poremecaji u regulaciji endometrijske
angiogeneze u velikoj mjeri mogli biti odgovorni za razlicita disfunkcijska
stanja endometrija poput krvarenja ili nekih vrsta hiperplazija, ali i onih koja
nastaju kao nuspojave adjuvantnog lijeCenja. Tako su Hyder i sur®® pokazali da
i relativno kratkotrajna primjena antiestrogena poput tamoksifena, moZze

potaknuti ekspresiju VEGF putem svoje genuine parcijalne agonisticke
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aktivnosti, Sto u odredenim stanjima moZe objasniti i poznate nuspojave
SERM-ova na endometriju i miometriju. Stoga bi bolje razumijevanje
vaskularne mreze endometrija i razvoj terapijskih tvari koje mogu poticati ili
inhibirati regulatore endometrijske angiogeneze moglo pruZiti osnovu za
racionalnije lijeCenje klinickih stanja poput endometrioze, disfunkcijskih
krvarenja, hiperplazije/karcinoma endometrija, te nepravilnih krvarenja u
korisnica oralnih kontraceptiva (OK) ili hormonskog nadomjestnog lijeCenja

(HNL).

VEGF i ishod izvantjelesne oplodnje

Podaci o povezanosti stope uspjeSnosti u IVFu 1 stvaranju VEGF-a u serumu,
folikulinskoj tekuc¢ini 1 u granuloza stanicama za sada su opre¢ni. Dok Doldi i
sur’. nalaze pozitivhu korelaciju izmedu stope uspjeSnosti postupaka
izvantjelesne oplodnje i ekspresije glasnicke RNA za VEGF u stanicama
granuloze dobivene nakon aspiracije jajnih stanica, Friedman i sur®. izvjeséuju
da je poviSena koncentracija VEGF-a u folikulinskoj tekucini zdruzena s
manjom vjerojatno$¢u o uspjeSnom IVF postupku. Ta se povezanost prije
svega odnosi na prijevremenu luteinizaciju S$to povecava stvaranje velikih
koli¢ina VEGF-a 1 negativno djelovanje na implantacijski prozor. Drugi autori
su nasli da je koli¢ina stvorenog VEGF-a tijekom kontrolirane ovarijske
hiperstimulacije u uskoj vezi s s kronoloSkom dobi pacijentice, te da visoke
doze primjenjenih gonadotropina mogu takoder izazvati povecano stvaranje
VEGTF, iako je znacaj tih nalaza ostao nejasan69. Do danas, medutim, nema
radova koji bi ukljucivali i istrazivanje moguce uloge PIGF-a u izvantjelesnoj

oplodnji.
Patofizioloska stanja jajnika povezana s VEGF-om

Sindrom policistiénih jajnika (PCOS)

Kako je ve¢ naglaseno, ovariji u Zena koje pate od kroni¢nih hiperandrogenih

anovulacija (sindroma policisti¢nih jajnika, PCOS) stvaraju vecu koli¢inu
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VEGEF-a u usporedbi s Zenama s urednim ovulacijskim ciklusima’. U njih se
takoder mogu dokazati i viSe serumske koncentracije VEGF-a, te vece brzine

stromalnih protoka krvi dobivene Dopplerskim mjerenjima’".

Glavnina stvorenog VEGF-a u PCOS potjece iz hipertekozne strome 1 folikula
Zena koji pate od tog sindroma Cije granuloza i teka stanice sadrze visoke
kolicineVEGF-a tijekom citavog ciklusa. S obzirom na postojece dokaze da je
LH jedan od vaZznih modulatora stvaranja VEGF-a, trajno visoke vrijednosti
VEGF-a u pacijentica s PCOS takoder su odraz toni¢nog poveéanja LH koji je

Sest pratilac poremecaja’”.

Sindrom ovarijske hiperstimulacije (OHSS)

Sindrom ovarijske hiperstimulacije (OHSS) potencijalno je po Zivot opasno
stanje koje nastaje kao posljedica preosjetljivosti na stimulaciju
gonadotropinima i osobito luteiniziraju¢im dozama LH/HCG-a. Glavna
patofizioloSka znacajka sindroma je masivna ekstravaskularna transudacija s
posljedicnom intravaskularnom hipovolemijom i hemokoncentracijom.
Gubitak tekucine u treCem prostoru postupno dovodi do vitalne ugroZenosti,
kardijalnog aresta i sklonosti trombotickim epizodama. TeZina sindroma je
veca ukoliko nastupi trudnoca, a samo stanje moZe se gotovo potpuno izbjeci
ukoliko se odgodi ili posve izbjegne davanje HCG-a, Sto vodi spontanoj

regresiji folikula™">.

Od svih istrazivanih kandidata ukljuc¢enih u patofiziologiji OHSS-a, VEGF ima
srediSnju ulogu u razvoju ovog poremecaja. VEGF receptor je danas prepoznat
kao glavna angiogena tvar odgovorana za povecanu kapilarnu propusnost koja
vodi ekstravazaciji tekuc¢ine bogatoj proteinima, i sljedstveni razvoj OHSS-a. S
druge strane, VEGF potice proliferaciju endotelnih stanica i angiogenezu in

vivo 1 takoder pojacava kapilarnu propusnost76'78.

Razina VEGF-a u folikulinskoj tekucini Zena podvrgnutih kontroliranoj
ovarijskoj hiperstimulaciji (KOH) u korelaciji je s brojem aspiriranih oocita.

Primjena ove folikulinske tekucine u zdravih Zivotinja dovodi do klinicki
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prepoznatljivog OHSS-a koji se moze blokirati davanjem anti-VEGF
antitijela78. Ova je studija snaZzan argument koji dokazuje da je VEGF faktor
koji je odgovoran za povecanu vaskularnu permeabilnost, te samim tim ima
aktivnu ulogu u razvoja klinickog OHSS-a. Sli¢no, u viSe je studija dokazan
dramati¢an porast serumskih vrijednosti VEGF-a nakon primjene hCG-a $to je
izravan dokaz o regulaciji stvaranja VEGF-a putem hCG/LH u luteiniziranim
granuloza stanicama’>™. U stvari, kvantitativni porast serumskog VEGF-a
dobar je biljeg za razvoj OHSS-a s obzirom da serumska razina korelira s
tezinom klinicke slike OHSS-a®'. Ovdje ipak treba napomenuti da postoje i
izvjeSca koja hipotezu o VEGF-u kao najznacajnijem medijatoru OHSS-a nisu
uspjeli potvrditi ili su nasli i dodatne ¢imbenike koji mogu jednako tako

utjecati na to stanjeg2'84.

Endometrioza

Endometrioza je patoloSko stanje za koje se vjeruje da angiogenetske tvari
mogu imati vaznu ulogu u Sirenju i (p)odrZavanju bolesti. Usadivanje
odljustenih dijelova endometrija u peritoneju 1 stvaranje novih krvnih Zzila od
vitalne je vaZnosti za preZivljavanje implantata i daljnje Sirenje procesa™.
Eutopi¢ni Zljezdani epitel endometrija u Zena s endometriozom iskazuje
znaCajno vecu razinu VEGF-a tijekom kasne sekrecijske faze nego
endometrijem zdravih Zena. To bi znaCilo da fragmenti implantiranog
endometrija na neki na¢in mogu potaknuti stvaranje novih krvnih Zila $to nije
slu¢aj u Zena koje nemaju endometriozu®®. U tom smislu zanimljivo je i
opazanje da je razina VEGF-a znacajno niza u grupi s tzv. ,crnim“ nego s
,crvenim® ZariStima u usporedbi s normalnim eutopi¢nom sluznicom. Ipak, u
obje podgrupe, apsolutne vrijednosti VEGF-a su sli¢ne, §to govori u prilog tezi
da endometrioza najvjerojatnije poc€inje iz primarnih peritonealnih ZariSta koja
nastaju retrogradnom menstruacijom, te da se crvena ZariSta mogu smatrati
primarnim ZariStima na koje se kasnije nadovezuje upalna reakcija, oZiljne
promjene, te taloZenje hemosiderina i pretvaranje u tipi¢na tamna, odnosno

»crna® ZariSta. I zaista, niZe vrijednosti oba angiogeni¢na ¢imbenika (VEGF 1
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PIGF) dokazane u ,,crnim‘ ZariStima, objaSnjavaju smanjenu vaskularizaciju na
. . . 87 . L. .
koju se postupno nadovezuje fibroza . Peritonelana tekucina u bolesnica s
umjerenim ili teSkom stupnjem bolesti sadrzi viSe VEGF-a u usporedbi s

blagim oblikom bolesti ili zdravim 7enama®®.

1.3 Bioloska funkcija PIGF-a

PIGF u blastocisti, implantaciji i trudno¢i

Razvoj embrija u sisavaca i ljudi ovisan je o vaskularizaciji posteljice. U
fizioloSkim wuvjetima tkivo posteljice stvara velike koli¢ine PIGF, 1 to
predominantno njegov dulji oblik laca (PIGF-2), u koli¢ini koja nadmasuje

VEGF.

Tijekom embrionalnog razvoja u miSa, mRNK za PIGF se moze dokazati samo
u ekstraembrionalnim tkivima; PIGF-protein nazoCan je u vilusnom
trofoblastu, dok je VEGF unutar korionske plo¢e nazoCan u stanicama
mezenhimalnog porijekla. Prirodne ili umjetno izazvane mutacije gena za
angiogeni¢ne ¢imbenike rasta i/ili njihovih receptora vodi potpunom izostanku
diferencijacije posteljicne vaskularizacije 1 smréu embrija, a s neznatnim

razlikama sli¢no je i u visih sisavaca® .

U rhesus majmuna, implantacija blastociste pocinje 8-9 dana nakon ovulacije,
uraStanjem polarnih stanica sinciciotrofoblasta u luminalni epitel. Ovaj je
proces -bar Sto se tice morfoloSkog opisa- vrlo slican onome koji se odvija u
ljudi. Unato¢ uobicajenoj distribuciji VEGF receptora samo na endotelne
stanice, ekstravilozni trofoblast humane posteljice posjeduje oba glavna
receptora za VEGF (VEGF-1 i-2) ¢ija aktivacija vodi intenzivnom umnazanju
trofoblastnih stanica. Sestog do dvanaestog dana nakon koncepcije, intaktne
kapilare okruzuju sinciciotrofoblast, pri ¢emu stvaraju kapilarne pleksuse koji u
doticaju s lakunama sinciciotrofoblasta stvaraju jednostavan vaskularni sustav

koji okruZuje i opskrbljuje embrij’"*%.
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Postoji uska povezanost izmedu stadija razvoja embrija i zrelosti vaskularne
mreze korionskih resica, koja se ocituje putem prostorne i vremenske
ekspresije pojedinih vaskulogeni¢nih &imbenika”. U lakunarnom stadiju,
ekspresija VEGF-a dokazana je u citotrofoblastnim stanicama koje oblazu
ekstraembrionalnu Supljinu, i slabije u velikim trofoblastnim stanicama koje
Cine trofoblastnu plocu. U to vrijeme, PIGF-a gotovo i da nema u
citotrofoblastu koji oblaZe ekstraembrionalnu Supljinu®. S napredovanjem
trudnoc¢e stanice citotrofoblasta koje oblazu viluse i1 intervilozne prostore
postaju pozitivne za oba cimbenika, za razliku od ekstraviloznih stanica
trofoblasta koje i dalje ostaju negativne ili s vrlo slabom ekspresijom kako za
VEGF, tako 1 za PIGF”. U amniju, korionu vilusnim stromalnim stanicama

mogu se dokazati oba proteina te njihova odgovarajuca mRNK°.

Proces trofoblastne invazije u spiralne arterije koji zatim slijedi, takoder je pod
kontrolom vaskularnih ¢imbenika rasta ali i1 hipoksije97. U tom trenutku
dovrSen je 1 proces epitelno-endotelne konverzije te s time i konacna
diferencijacija endotelnih stanica posteljice” Regulacija invazivnosti
najvjerojatnije je autokrina, s obzirom da trofoblastne stanice posjeduju
odgovarajuce receptore ali i sposobnost stvaranja i secerniranja VEGF 1 PIGF

proteina® .

Odstupanje ili poremecaj angiogeneze u ranom stadiju trudnoce za posljedicu
ima nepotpunu trofoblastnu invaziju i smanjenu vaskularnu podrsku, a kasnije i
klinicke komplikacije u trudno¢i, poput preeklampsije i1 intrauterinog zastoja u
rastu ploda (IUGR, intrauterine growth restriction). U trudno¢i koja je
predodredena za razvoj preeklampsije, vrijednosti cirkuliraju¢eg VEGF-a vise
su u usporedbi s nekompliciranjim trudnoéama'*”'"!. Nasuprot tome, trudnoce
koje ¢e kasnije razviti preeklampsiju i/ili IUGR u prosjeku sadrZze niZe
cirkuliraju¢e vrijednosti PIGF, a razlika postoji i s obzirom na paritet. Te
dodatne razlike u skladu su s dugo poznatim €injenicama da je svaka naredna

trudnoéa na neki naéin protektivna za razvoj ove vrste komplikacija'®%.

Posteljica stvara i velike koli€ine topivih oblika receptora za PIGF i VEGF.

Pokusno injiciranje topivog receptora sFItl/sVEGFR-1 dobivenog iz seruma
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preeklampti¢ne trudnice u inaCe zdravih skotnih laboratorijskih Zivotinja
dovodi do pojave hipertenzije, masivne proteinurije 1 promjena na bubrezima u

smislu glomerularne endotelioze'®”.

Ta su zapazanja dovela do brojnih klini¢kih istraZivanja koja potvrduju da
paralelno odredivanje PIGF i Flt-receptora u ranoj trudno¢i moZe biti od

pomoci u ranom probiru trudnica sklonih preeklampsiji104.

Unato¢ brojnim poznatim detaljima o regulaciji angiogeneze u trudno¢i i dalje
je nepoznanica Sto pokreCe stvaranje angiogeni¢nih Cimbenika u posteljici.
Nasuprot tvrdnjama da je hipoksija posteljice najvazniji poticaj za povecanu
ekspresiju VEGF-a i PIGF-a, nije zanemariv broj studija koje govore suprotno,
pa kontroverza oko ovog vaZnog bioloskog pitanja jo¥ nije razrijeSena'®.
Dodatnoj nejasno¢i doprinosi i slabo poznat medusobni odnos PIGF-a i VEGF-
a koji se tek posljednjih godina pocinje uzimati u obzir. U nekoliko provedenih
studija postavljena je teza da je PIGF na neki nacin primarno regulator
ekspresije i aktivnosti VEGF-a u patoloskim, a da je sam VEGF znacajniji u
fizioloskim uvjetima. Kako bi se razjasnila kontradikcija izmedu prikupljenih
dokaza i razumjele klinicke implikacije dobivenih spoznaja, neohodna su

. «: 106, 107
daljnja istrazivanja na ovom podrucju " .

Funkcija PIGF izvan trudnoce

Puno je manje podataka o funkciji PIGF-a izvan trudnoce. Na temelju
predklini¢kih istraZivanja posljednjih godina, vjeruje se da je PIGF i
odgovaraju¢i receptor daleko vazniji 1 utjecajniji u patoloSkim nego u

fizioloSkim uvjetima.

Ekspresija PIGF-proteina dokazana je u endotelnim stanicama, epitelnim
stanicama te u stanicama razli¢itih vrsta tumora'®. Imunohistokemijska
istrazivanja u ljudi dokazala su najintenzivniju ekspresiju PIGF-a u
vaskulosincicijskoj membrani te velikim krvnim Zilama, a vrlo male koli¢ine
dokazane su u Stitnjaci, miokardu, mozgu i skeletnoj muskulaturi. PIGF mRNK

se moze dokazati i u kultiviranim stanicama humanog endotela (HUVEC i sl.)
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ali i razlicitih trofoblastnih tumora poput koriokarcinomskih stani¢nih linija

JAR 1 JEG-3, te hepatomu109'

Postoje znacajna neslaganja u pogledu bioloskog znacaja, regulacije produkcije
1 uloge PIGF-a izvan trudno¢e. Dok je izravna in vitro mitogena aktivnost
pokazana za, primjerice, endotelne stanice teleCe pulmonalne arterije, dodatak
proteina drugim kulturama (poput ACCE ili HUVE) nema izravan mitogeni ili
permeabilni ucinak sam po sebi, ve¢ samo uz nazoc¢nost VEGF-a u test

110.
sustavu

U laboratorijskim uvjetima, rekombinantni PIGF poti¢e vaskularnu
permeabilnost, no ta uloga nije dokazana i za endogeno stvoreni peptid**. Bez
obzira na sve trenutne nepoznanice o fizioloskoj ulozi PIGF-a, postoji opce
slaganje da PIGF bioloske u¢inke moze posti¢i jedino preko membranskog, a

ne topivog tipa VEGFR-1 receptora''’.

Sinergizam i interakcija izmedju angiogeni¢nih cimbenika;
potencijalne terapijske implikacije PIGF-a

Interakcija gotovo svih angiogeni¢nih ¢imbenika s odgovoraju¢im receptorima
rezultira dimerizacijom, fosforilacijom tirozinskih ostataka 1 daljnjim

12 Malo se zna o moguéim interakcijama angiogeni¢nih

prijenosom signala
receptora u prekondukcijskom dijelu. Za razliku od dobro poznate vaZnosti
signalizacije putem Flk-1/VEGF sustava, uloga Flt-1 i njegovog liganda PIGF i
dalje ostaje nerazjaSnjenom. Novije studije revidiraju brojne prijasSnje
nedoumice i dokazuju da na krvne Zile PIGF djeluje na sve dosada poznate
nacine: poti¢e kolateralni rast krvnih Zila (vjerojatno putem mobilizacije 1
aktivacije monocita) koji uzrokuje povecanje protoka kroz tkiva; mobilizira
endotelne maticne stanice iz koStane srzi, te potiCe miocite na stvaranje

134T U pIGE pojadava uginak VEGFE-potaknute

permanentnih krvnih zila
angiogeneze u patoloskim, ali ne i u fizioloSkim uvjetima putem novoopisane
medusobne komunikacije razliCitih sustava receptor/ligand. Aktivacija Flt-1 od
strane PIGF potice komunikaciju izmedu Flt-1 1 Flk-1, Sto vodi
transfosforilaciji Flk-1, koji na koncu postaje aktivniji u prijenosu VEGF-

. . 116,117
poticane angiogeneze .
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Sli¢na sinergija u revaskularizaciji post-ishemi¢nih tkiva dokazana je i u
slu¢aju PDGF-BB i FGF-2 te za Flk-1/ VEGFR-3 (Flt-4), §to govori u prilog
Sirem principu medudjelovanja cijele obitelji vaskuloendoteli¢nih proteina''®.
Aktivacija receptora putem VEGF-C -koji inae ima angiogeni¢ni ali 1
limfangiogeni¢ni ucinak- u pokusnih Zivotinja poti¢e stvaranje homodimera
Flt-4/Flt-4 ili heterodimera Flk-1/Flt-4. Nakon aktivacije Flt-4 fosforiliraju se
razli¢ite tirozin-kinazne rezidue, $to je mozda mehanizam razli¢itog ucinka

VEGF-C!".

PIGF, VEGF, ali i VEGF-B imaju visok afinitet za VEGFR-1/Flt-1'**"?!, pa
gubitak (delecija) ili funkcionalna inaktivnost (mutacija) VEGFR-1
nepopravljivo oiteéuje normalni vaskularni razvoj'**. Delecija samo domene
koja kodira tirozin-kinazu s druge strane, dovodi neometanom dovrSenju
embrionalne angiogeneze'?, §to vodi pretpostavci da je sam VEGFR-1 inertan
,mamac* (engl: decay) za VEGF-protein, ¢ime se najvjerojatnije regulira
bioraspolozivost VEGF-a za aktivaciju mo¢nijeg VEGFR-2. Funkcija ,,mamca*
prije svega odnosi se na topivi/slobodni VEGFR-1 koju ¢ini samo ligand-
vezuca ekstracelularna domena, ali mu nedostaje aktivacijski dio lanca povezan

. -y PP 124,125
s intracelularno smjeStenom tirozin-kinazom =" .

Trenutni koncept predpostavlja da PIGF poti¢e angiogenezu putem istiskivanja
ve¢ vezanog VEGF-a za slobodne receptore, Cime se povecava frakcija
slobodnog proteina VEGF na raspolaganju za aktivaciju VEGFR-2. Drugo je
miSljenje da PIGF moZda moZe izravno poticati angiogenezu 1 putem VEGFR-
1, no slaba aktivnost tirozin-kinaze VEGFR-1 i nedovoljno poznavanje
specificnog unutarstani¢nog ustrojstva tog receptora za sada ne idu u prilog toj

pretpostavci' .

Zbog nedostatka specifinih inhibitora za PIGF ili VEGFR-1, uloga svakog od
njih u patolosoj angiogenezi za sada ostaje u domeni pretpostavki. Inaktivacija
ili delecija gena za PIGF smanjuje sposobnost prilagodbe na patoloske uvjete,
Sto se ocCituje u smanjenoj sposobnosti permeabilnosti i kolateralnog rasta

kapilara u ishemiji, upalnoj reakciji, ali i malignoj bolesti'?’.
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Vjeruje se PIGF u malignoj bolesti stvaraju same tumorske stanice'?1?;

u
umjetno izazvanim tumorima intaktan gen za PIGF stvara vrlo bogatu
vaskularnu mrezu oko neoplazme, dok delecija istog vodi smanjenju

vaskularizacije te slabom potencijalu tumorskog rasta’".

Terapijska stimulacija novih funkcionalnih i zrelih krvnih Zila u ishemijskom
tkivu ili inhibicija ekscesivne kapilarne mreze u upalnom ili malignom tkivu
moze zahtjevati i sekvencijalnu primjenu dva ili ¢ak viSe angiogeni¢nih
¢imbenika 1/ili njihovih receptora, pa Cak 1 stvaranje alternativnih molekula s

mnogostrukim djelovanjem'”'.
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2.0 Ciljevi istrazivanja

1. Odrediti koncentraciju i dinamiku PIGF-a i VEGF-a u folikulinskoj tekucini
1 serumu tijekom kontrolirane hiperstimulacije i najranije trudnofe u Zena

podvrgnutih metodama asistirane reprodukcije.

2. Istraziti odnos oba ¢imbenika u oba odjeljka ovisno o uspjeSnosti postupka

izvantjelesne oplodnje.

3. Odrediti moze li PIGF biti pretskazatelj uspjeSnosti postupka u metodama

potpomognute oplodnje.

2.1 Materijali i metode

Ispitanice i plan istrazivanja

U istrazivanje je uklju¢eno 58 normogonadotropnih Zena dobi do 38 godina 1
indeksa mase (BMI) do 27, u kojih je na temelju predhodne obrade u svrhu
lije¢enja neplodnosti po prvi put primijenjen postupak izvantjelesne oplodnje
(IVF). U obzir su uzete samo pacijentice u kojih je iskljucen tezi stupanj
subfertilnosti partnera. Prije pocetka stimulacije, u svih je pacijentica
primjenjen protokol rutinske obrade neplodnosti koji se primjenjuje u Zavodu
za ginekoloSku endokrinologiju i1 neplodnost Medicinskog fakulteta SveuciliSta
u Zagrebu, 1 prema preporukama Europske udruge za humanu reprodukciju i

embriologiju (ESHRE) (Shema 3.).

U svih je parova predhodno ucinjena obrada neplodnosti koji je ukljucivala
anamnezu, rutinski pregled s citoloskim uzorkom 1 ultrazvuénim pregledom,
spermiogram, mikrobioloSku obradu cervikalnih  briseva, uretre i
spermokulturu gdje je to bilo potrebno, hormonski profil Zene (FSH, LH,
prolaktin, estradiol i TSH) 2. ili 3. dana ciklusa. Po potrebi, osnovne su

pretrage  nadopunjavane  histerosalpingografijom  (rentgenskom  ili
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ultrazvu¢nom), te dijagnostickom i/ili operativhom laparoskopijom kada je to

bilo indicirano.

Slika 5. Shematski prikaz plana istrazivanja.

Dan aspiracije = 14.dan od ET-a 21.dan od ET-a

Obrada Serum: Serum: Serum (hCG-poz)
= PIGF, VEGF PIGF, VEGF PIGF, VEGF
neplodnosti B2 hCG o

P4

Anamneza
Spermiogram
Hormonska obrada KOH
Mikrobioloska obrada 0

UZV, HSG, LPSC 14. 21

Fol. tekucina:
PIGF, VEGF

Legenda: KOH-kontrolirana ovarijska hiperstimulacija; E,—estradiol; P,—progesteron;
UZV-ultrazvuk; HSG-histerosalpingografija; LPSC-laparoskopija; hCG-humani korionski

gonadotropin; PIGF—postelji¢ni faktor rasta; VEGF—vaskularni endotelijalni faktor rasta

Kontrolirana ovarijska hiperstimulacija

Za indukciju multiple oogeneze koriSten je tzv. dugi protokol, primjenom
komercijalno dostupnih analoga gonadorelina (GnRHa) i humanog
rekombinantnog folikulostimuliraju¢eg hormona (rhFSH) prema slijedecoj

shemi:

U ciklusu koji prethodi stimulaciji, izmedu 20. i 22. dana zapoceta je primjena
buserelina (Suprefact®, Hoechst, Frankfurt, Njemacka) u obliku nazalnog

spreja 3x2 uStrcaja u nos (po jednom u svaku nosnicu), ili svakodnevnih
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supkutanih injekcija po 0,5 mL buserelin—acetata. Adekvatna supresija
endogene produkcije gonadotropina potvrdivana je transvaginalnim
ultrazvukom i/ili odredivanjem serumskog estradiola nakon 7-10 dana terapije.
Primjena rekombinantnog FSH zapoceta je kod koncentracija estradiola
<50ng/L, te ultrazvucno povoljnom nalazu (tanak endometrij i nepostojanje
inkluzijskih cista u jajniku). U svih Zena koriSten je rekombinantni humani
FSH (rhFSH, Gonal-F®, Serono, Aubonne, §Vicarska), u individualno
prilagodenim dozama, u obliku supkutanih svakodnevnih injekcija po tzv.

padaju¢em (step-down) protokolu.

Rast folikula pracen je serijskim ultrazvu¢nim mjerenjima i/ili odredivanjem
estradiola u serumu pocevsi od 6. ili 7. dana terapije rhFSH. U trenutku kada su
najmanje dva vodeca folikula dosegla prosjecnu veli€inu =218 mm (prosjek
mjerenja transvaginalnom sondom u dvije dimenzije), za konacno sazrijevanje
oocita primjenjena je luteiniziraju¢a doza 10000IU hCG-a (Profasi®, Serono,
Aubone, Svicarska). Aspiracija jajnih stanica udinjena je nakon 36-37 sati,
ultrazvuéno vodenim transvaginalnim pristupom, laganom sukcijom s oko
150mmHg negativnog tlaka u zatvorenom sustavu, aspiracijskom iglom
debljine 16G. Embriotransfer je ucinjen nakon 72 sata od aspiracije, a za
podrsku luteinskoj fazi u svih je Zena koriSten mikronizirani progesteron
(Utrogestan®, Serono, Aubonne, gvicarska) u dozi od 3x200mg/dan. Svim

Zenama su vrac¢ena najvise tri zametka.

Test na trudnocu raden je 14 dana nakon embriotransfera, kvantitativnim
odredivanjem hCG-a u serumu. Potvrda intrauterine, odnosno vijabilne
trudnoce ucinjena je sedam dana kasnije, kombinacijom transvaginalne

sonografije i kvantitativnog hCG-a.
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Izdvajanje uzoraka za odredivanje VEGF-a i PIGF-a

Uzorci za odredivanje VEGF i PIGF-a izdvajani su iz:

. folikulinske tekucine svih aspiriranih folikula 36-37h nakon egzogene

primjene luteinizacijskih doza hCG-a.
. seruma periferne venske krvi na dan aspiracije jajnih stanica.

° 14. dana nakon embriotransfera, iz seruma venske krvi uzete za

rutinsko odredivanje hCG.

. 21. dana nakon embriotransfera u sluCaju pozitivnog hCG-a i

ultrazvucne potvrde intrauterine trudnoce.

Serum iz periferne venske krvi dobivene venepunkcijom (Vacutainer), izdvajan
je centrifugiranjem pune krvi na 3000 okretaja/min tijekom 10min. Tako

dobiveni uzorci skladiSteni su na —20°C do konacne laboratorijske analize.

Stani¢ni elementi iz folikulinske tekucine, bez vidljivih primjesa krvi, odvajani
su dekantiranjem supernatanta nakon prethodnog centrifugiranja na 3000 o/min
tijekom 10 minuta. Tako dobivena folikulinska tekuéina takoder je ¢uvana u

smrznutom stanju na —20°C do konacne laboratorijske obrade.

Sva planirana laboratorijska odredivanja ucinjena su nakon jednokratnog

zamrzavanja/odmrzavanja.

Laboratorijsko odredivanje VEGF-a i PIGF-a

Za kvantitativno odredivanje angiogenih c¢imbenika rasta koriSeni su
komercijalno dostupni enzim imunokemijski testovi (ELISA hPIGF i hVEGF;
Quantikine®, R&D Systems Europe Ltd., V. Britanija).

Nacelo mjerenja: VEGF ili PIGF u uzorku veZe se u prvoj inkubaciji na
specifiéna monoklonska protutijela imobilizirana na unutra$njoj stijenci jaZica
(bunari¢a), nakon cega se dodaje drugo (poliklonsko) antitijelo obiljezeno
peroksidazom. Nakon svake inkubacije, nevezani materijal odvaja se

ispiranjem. Na kraju se dodaje supstrat za peroksidazu TMB i mjeri promjena
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boje spektrofotometrijski (valna duljina 450nm). Koli¢ina peroksidaze
specificno vezane posredstvom obiljeZenog antitijela u kompleks sa citokinom

direktno je proporcionalna koncentraciji citokina u uzorku.

Svojstva metoda: Metode su standardizirane prema rekombinantnom humanom
VEGF s 1 PIGF standardu dobivenom u Sf21, odnosno E Coli. Raspon metode
za VEGF bio je 0-1000 ng/L, a za PIGF 0-500 ng/L. Analiticka osjetljivost
ELISA testa za VEGF bila je 5 ng/L, a za PIGF <7 ng/L.

Svi uzorci seruma 1 folikulinske tekucine odredivani su za PIGF nativno, dok
su za odredivanje VEGF folikulinske tekuc¢ine razrijedene 1:10 s Calibrator

Diluent RD6U reagensom.

Analiticka kontrola to¢nosti i preciznosti vrSena je u svakoj seriji mjerenja.
Kao kontrolni uzorak rabljen je pool serum. Dozvoljeno odstupanje u kontroli
to¢nosti bilo je 2SD u odnosu na srednju vrijednost. Nepreciznost izmedu serija

mjerenja bila je <9% za VEGF 1 <10,5% za PIGF.

Odredivanje ostalih hormonskih parametara u serumu i

folikulinskoj tekugini

Estradiol (E;), progesteron i hCG odredivani su komercijalno dostupnim
reagensima tijekom rutinske obrade odnosno pracenja postupka izvantjelesne

oplodnje'*?.

Statisticke metode

Za skladiStenje, obradu i statisticku analizu podataka koriSteni su racunalni

statisticki programi SPSS 10 1 Statistica 5.

y>-test koriiten je za usporedbu proporcija, Mann Withitney U-test za
odredivanje znacajnosti razlika izmedu medijana grupa, a Spearmanov test
korelacije za povezanost dviju kontinuiranih varijabli. Vrijednosti p<0,05

smatrane su statisticki znacajnima.

KoriStena su i dva modela logisticke regresije: izrada predikcijskih modela

metodom iskljuCivanja 1 ukljucivanja, te analiza cimbenika rasta u
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pojedinatnom i grupnom modelu. Za potonji model vrijednosti PIGF-a i
VEGF-a podijeljene su dihotomno ovisno o medijanu u skupinu visokih i
niskih vrijednosti. Izracunati su omjeri Sansi (OR, odds ratios) i intervali

pouzdanosti (CI; confidence intervals).

3.0 Rezultati

Od 58 obradenih pacijentica koje su bile kandidati za postupak izvantjelesne
oplodnje, kriterije uvrStenja u studiju zadovoljavale su 42 osobe s ukupno 140
uzoraka folikularne tekucine i seruma. ProsjeCna dob istraZivane skupine
iznosila je 32,43+3,75g; najmlada pacijentica bila je u dobi od 24g a najstarija s

navrSenih 42g.

Indikacije za lijeCenje neplodnosti izvantjelesnom oplodnjom bile su slijedece:
mehanicki faktor u 8 parova (16,7%), subfertilnost supruga u 18 (37,5%) i
idiopatski oblik neplodnosti u 16 (33,3%) parova.

Ostali istrazivani parametri na dan aspiracije jajnih stanica prikazani su u

tablici 2.

Tablica 2. Prikaz vrijednosti istrazivanih parametara na dan aspiracije
oocita
Srednja vrijednost .

+SD Min Max Rang
Br. amp 23,19+7,5 2 40 38
Br. oocita 6,50+3,67 1 15 14
Br. zametaka 4,02+2,59 1 11 10
Estadiol (ng/L) 1574,65+1204,70 46,10 5990,00 5943,90
Debljina endometrija 11,76+1,63 8,50 14,50 6,00
(mm)
Progesteron u serumu 39,811£24,73 6,80 105,40 98,60
(nmol/L)
PIGF u serumu (ng/L) 10,00+2,04 7,00 16,80 9,80
VEGF u serumu (ng/L) 326,85+178,27 46,20 967,20 921,00
PIGF u fol. tekugini 62,13+24,66542 28,30 136,65 108,35
(ng/L)
VEGF u fol.tekucini 3724,96+3592,12 513,50 22043,00 21529,50
(ng/L)

U niti jedne pacijentice tijekom stimulacije multiple oogeneze nije doslo do

razvoja klinicki prepoznatljivog sindroma ovarijske hiperstimulacije (OHSS).
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Intrauterina trudnoc¢a potvrdena je u 14 postupaka izvantjelesne oplodnje; u 28
pacijentica postupak nije rezultirao trudno¢om. Devet trudnoca je zavrSilo
rodenjem zivog djeteta u terminu, 1 prijevremenim porodom, a 4 trudnoce
spontanim pobacajem (tri u I tromjesecju, 7-12tj, 1 jedna u II tromjesecju).
Prosje¢na tezina Zivorodene djece iznosila je 3256x816g (1650-4400g), a
duljina 49,40+2,63cm (podaci nisu prikazani).

U tablici 3 prikazani su istrazivani parametri s obzirom na ishod postupka

izvantjelesne oplodnje.

Tablica 3. Prikaz opc¢ih istrazivanih parametara ovisno o ishodu
postupka izvantjelesne oplodnje
Man -
Ishod . . .
Bez trudnoce (n=28) Trudnoéa (n=14) Whitney
postupka U test
Srednja vrijednost Medijan Srednja vrijednost Medijan z
+SD (Cl 95%) +SD (Cl 95%) p
Dob 33 33 -0,67
| (god.) 32112414 (30,88-34,70) 33,07:£2,76 (31,48-34,66) >0,05
Br. ampula 22 24 -0,99
FSH (75IU) 23,04 +7,72 (9 27) 25,00 + 4,74 (22.28) 20,05
- 5 8 2,10
Br. oocita 5,85 + 3,63 (4-8) 8,14 £3,16 (6-10) <005
3 5 2,61
Br. zametaka 3,31 £2,31 (2-5) 5,57 +2,68 (4-8) <0.01
. 1123,7 2174,4
ESt/rfdm' 1293,11¢ 1046,86 (887,18 2137,74 + 1337,50 (1365,48- 2%
(ng/L) 1699,04) 2909,99) <0,
Progesteron 27,75 52 -2,11
(nmol/L) 34,55 £25.26 (24,76-44,34) 50,35 +20,62 (38,45-62,26) <0,05
Endometrij 11,5 12,5 -1,43
(mm) 1482178 (10,78-12,19) 12,37 1,21 (11,67-13,07) >0,05

Nije bilo znacajne razlike izmedu obiju skupina s obzirom na prosjecnu dob
(33,07£2,76 1 32,11+4,14g; 7=0,67, P>0,05), broju primjenjenih ampula
gonadotropina tijekom kontrolirane ovarijske stimulacije (24 naspram 22
ampule; 7Z=0,99, p>0,05) i debljini endometrija na dan embriotransfera
(12,37+1,21mm spram 11,48+1,78mm; Z=-1,43, P>0,05).

Broj aspiriranih oocita bio je statisticki znacajno visi u skupini u kojoj je doslo
do trudno¢e (8 naspram 5 oocita; Z=-2,10; P<0,05), kao i broj ukupnih

zametaka (pet spram tri zametka, Z=-2,61; P<0,01), te prosjecna razina

estradiola (2137,74+£1337,50ng/L.  spram 1293,11+1046,86ng/L Z=-2,33;
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p<0,05) i progesterona u serumu na dan aspiracije (50,35+20,62nmol/L spram

34,55 + 25,26nmol/L, Z=-2,11; p<0,05, tablica 3).

Mjerljive koli¢ine VEGF i PIGF dokazane su u oba istrazivana odjeljka,
folikulinskoj tekucini i serumu. Prosjecne vrijednosti oba ¢imbenika obzirom

na ishod postupka potpomognute oplodnje, prikazane su u tablici 4.

Tablica 4. Usporedba vrijednosti angiogeniénih é¢imbenika rasta u
oba istrazivana odjeljka na dan aspiracije oocita ovisno o
ishodu postupka izvantjelesne oplodnje

Man
Ishod postupka Bez trudnoce (n=28) Trudnoé¢a (n=14) Whitney U

test

Srednja vrijednost Medijan Srednja Medijan Z

+SD (Cl 95%) vrijednost +SD (Cl 95%) p
PIGF u serumu 9,30 9,95 -1,11
(ng/L) 9,64 £1,56 (9,04-10,25) 10,74 £2,70 (9,19-12,30) 0,05
VEGF u serumu 299,45 233,50 -0,67
(ng/L) 340,34 £ 187,64 (267,58-413,10) 299,89 £ 161,04 (206,90-392,87) >0,05
PIGF u fol. tekucini 56,42 57,10 -0,19
(ng/L) 63,97 + 28,14 (53,06-74,88) 58,46 15,89 (49,28.67,63) 0,05
VEGF u fol. tekuéini 3549,98 239702 + 2203,0 -1,79
(ng/L) 4388, 94 + 4182,82 (2767,01- 129835 (1687,80- (0,07)
6010,87) ’ 3106,25) =0,05

Prosjecne vrijednosti serumskog PIGF-a i VEGF-a iznosile su 9,64+1,56ng/L u
skupini u kojoj nije doSlo do trudnoce, spram 10,7442,70ng/L u skupini s
dokumentiranom trudno¢om (Z=-1,11; p>0,05). Za serumski VEGF vrijednosti

su iznosile 340,34+187,64ng/L. 1 299,89+161,04ng/L (Z=-0,67; p>0,05).

U folikulinskoj tekucini, prosjecna koncentracija PIGF-a iznosila je
63,97+£28,14ng/L. za skupinu bez trudnoce i1 58,46+15,89ng/L u skupini s
trudnoc¢om (Z=-0,19; p>0,05). Statisticke znacajnosti nije bilo niti obzirom na
VEGF (4388, 94+4182,82ng/L. odnosno 2397,02+1228,35ng/L), iako je
postojala tendencija statistiCke znacajnosti prema visoj koncentraciji VEGF-a u
folikulinskoj teku¢ini u skupini pacijentica Ciji postupak nije rezultirao

trudnocom, no ona nije dosegnuta (p=0,05).

Razina PIGF-a 14. dana nakon embriotransfera bila je znacajno visa u trudnica
nego u netrudnica (10,85+2,18ng/L i 8,35+1,14ng/L; Z=-3,30 p<0,001). Iako je
tendencija statisticki znaCajne razlike postojala i za VEGF u istom razdoblju

(219,574£59,23ng/L za neuspjeli postupak i 321,01+138,00ng/L za trudnice), ta
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razlika nije dosegla P<0,05, ve¢ je slicno vrijednostima u folikulinskoj

tekucini- bila grani¢no visa (p=0,07; podatak nije prikazan).

Tablica 5. Usporedba vrijednosti angiogeni¢nih ¢imbenika rasta u
serumu nakon embriotransfera a s obzirom na ishod
postupka IVF

Ishod ; . Man
postupka Bez trudnoce (n=28) Trudnoé¢a (n=14) Wh;tn(:y U

es

Srednja Medijan Srednja Medijan Y4

vrijednost * SD (Cl 95%) vrijednost +SD (Cl 95%) p
PIGF 14. dana 8.35 +1.14 8,20 10.85 £2.18 11,15 -3,30
(ng/L) R (7,80-8,90) ERES (9,59-12,11) <0,001
VEGF 14. dana 218,0 350,75 1,71
(ng/L) 219,57 + 59,23 (213; 102) 321,01 + 138,00 (241.33-400.70) ~0.05
PIGF 21. dana - ) 11,85 -2,23
(ng/L) nije odredivan 12,26 + 2,35 (10,77-13,75) <0.05
VEGF 21. dana - ) 148,0 -2,48
(ng/L) nije odredivan 173,45 + 84,60 (116,61-230,28) <0.05

U ciklusima koje su zavrsili trudno¢om, PIGF je 21. dana ponovno Vvisi nego u

ciklusima bez trudnoce, ali i u odnosu na vrijednosti dobivene 14. dana
koncepcijskog ciklusa (12,26+2,35ng/L. spram 8,35+1,14, i 10,85%+2,18ng/L
7=-2,23; p<0,05). Nasuprot tome, VEGF je bio nizi (173,45+84,60ng/L spram
219,57459,23 odnosno 321,00+138ng/L, 7Z=-2,48; p>0,05, tablica 5, te

grafikoni 11 2)
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Grafikon 1.  Graficki prikaz vrijednosti PIGF-a u serumu ispitanica
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Grafikon 2.  Graficki prikaz vrijednosti VEGF-a u serumu ispitanica

VEGF u serumu (ng/L)

ovisno o ishodu postupka izvantjelesne oplodnje
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Placentarni faktor rasta seruma u negativnoj je korelaciji s progesteronom u

serumu (r=0,26; p<0,09) dok je njegova razina u folikulinskoj tekucini u

pozitivnoj korelaciji kako s progesteronom, tako i s brojem oplodenih jajnih

stanica (r=0,26 1 r=0,36; p<0,05, tablica 6 i1 grafikon 3.).

Serumski VEGF u statisticki je negativho korelirao s estradiolom i

progesteronom(r=-0,37 i r=-0,17; p<0,02 odnosno p=0,27).

Tablica 6. Prikaz koeficijenata korelacije angiogeni¢énih ¢imbenika
rasta s drugim znacajnim istrazivanim parametrima na dan

aspiracije oocita

Faktori Koeficijent korelacije P
R
PIGF-ser: E; -0,064 0,68
PIGF-ser: P, 0,26 0,09
PIGF-FF: P4 0,36 0,02
PIGF-ser: br. ampula -0,02 0,87
PIGF-FF: br. zametaka 0,44 0,005
PIGF-FF: ishod postupka -0,029 0,42
PIGF-FF: VEGF-FF -0,38 0,01
VEGF-ser: E; 0,10 0,50
VEGF-ser: P4 -0,17 0,27
VEGF-ser: br. ampula 0,43 0,005
VEGF-FF: br. zametaka -0,28 0,08
VEGF-FF: ishod postupka -0,28 0,04
VEGF-FF: E> -0,37 0,01
VEGF-FF: P4 -0,24 0,12

Medusobno, PIGF i VEGF u folikulinskoj tekucini negativno su korelirali na

razini visoke znacajnosti (p=0,01; tablica 6 1 grafikon 4), a inverzna korelacija

je nadena i izmedu VEGF i ishoda postupka (p=-0,28; p=0,04)
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Grafikon 3. Graficki prikaz korelacije progesterona i koncentracije
PIGF-a u folikulinskoj tekucini na dan aspiracije
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Grafikon 4.

VEGF u folikulinskoj tekugini

PIGF u folikulinskoj tekugini

Graficki prikaz korelacije folikularne vrijednosti PIGF-a i
VEGF-a na dan aspiracije
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Tablica 7. Prikaz koeficijenata korelacije angiogeni¢nih ¢imbenika
rasta na dan aspiracije s drugim znacajnim istrazivanim parametrima
ovisno o ishodu postupka IVF

Faktori Bez trudnoce (nh=28) Trudnocéa (n=14)
r p r p

PIGF-ser: Ez -0,12 0,53 0,007 0,98
PIGF-ser: P4 0,26 0,17 0,04 0,89
PIGF-FF: P4 0,59 0,001 -0,41 0,14
PIGF-FF: br. zametaka 0,60 0,001 -0,05 0,86
VEGF-ser: E; 0,32 0,09 -0,002 0,99
VEGF-ser: Py 0,03 0,87 -0,57 0,03
VEGF-ser: br. ampula 0,40 0,04 0,51 0,06
VEGF-FF: E; -0,46 0,01 0,21 0,45
VEGF-FF: P4 -0,31 0,10 -0,32 0,26
PIGF-FF: VEGF-FF -0,37 0,01 -0,52 0,06

Rasclanjivanjem navedenih interakcija s obzirom na ishod postupka, dobiveni
su rezultati prikazani u tablici 7. Povezanost medu istrazivanim ¢imbenicima
snaznija je 1 statisticki znaCajna s nepovoljnim ishodom postupka IVF. U
trudnica, grani¢na statistiCka znacajnost dobivena je jedino u slu¢aju VEGF u
serumu: broj ampula gonadotropina (r=0,51, p=0,058) te PIGF: VEGF u
folikulinskoj teku¢ini (r=-0,52; p=0,056, tablica 7).

U svrhu utvrdivanja prediktivne vrijednosti istraZivanih angiogeni¢nih
¢imbenika rasta na ishod postupka potpomognute oplodnje, primijenjena je
logisticka regresija. Kako bi se doSlo do Sto kvalitetnijeg modela predikcije,
ucinjene su i koracne logisticke regresije metodom iskljucivanja, odnosno

ukljuc¢ivanja pojedinih varijabli.

Kao potencijalni prediktori ishoda postupka izvantjelesne oplodnje uvrstene su

slijedece varijable:

e Dob

¢ Broj primjenjenih ampula FSH

® Broj oocita dobivene aspiracijom

¢ Broj dobivenih zametaka tijekom IVF

e Estradiol na dan aspiracije

¢ Debljina endometrija na dan embriotransfera
e Progesteron u serumu na dan aspiracije

e PIGF usermu
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e VEGF u serumu

¢ PIGF u folikulinskoj tekucini

¢ VEGF u folikulinskoj tekucini

Pocetni model koji obuhvaca svih 11 prediktora prikazan je u tablici 8.

Tablica 8. Model logisticke regresije prediktora za ishod postupka
izvantjelesne oplodnje
Varijable Koeficijent Standardna Waldov Stupnjevi P
B pogreska X-kvadrat slobode

Dob -0,165 0,257 0,414 1 0,51
Br. ampula FSH 0,544 0,315 2,979 1 0,08
Br.oocita 0,411 0,552 0,555 1 0,45
Br.zametaka 1,217 0,703 2,990 1 0,08
Estradiol -0,001 0,001 1,571 1 0,20
Debljina endometrija 0,571 0,486 1,380 1 0,24
Progesteron u serumu 0,068 0,053 1,60 1 0,20
PIGF u serumu 0,641 0,515 1,550 1 0,21
VEGFu serumu -0,003 0,007 0,272 1 0,60
PIGF u FF -1505 0,08 3,200 1 0,07
VEGF u FF -0,01 0,001 2,910 1 0,08

Model je bio statisticki znacajan, x2 =33,464, df=11, p=0,0004. Klasifikacijska
tocnost modela primjenom svih istraZivanih parametara iznosila je 95,12%, $to

je prikazano na tablici 9.

Tablica 9. Klasifikacijske sposobnosti i slaganje pocetnog logistickog
modela

Opazeno Predvideno

Bez trudnocée Trudnoc¢a Postotak slaganja

N N %

Bez trudnoce 27 0 100
Trudnoc¢a 2 12 0,00
Ukupno 95,12

Kako bi se dobio jednostavniji model, primijenjena je metoda koranog
iskljucivanja varijabli. Kao manje vazne varijable, u 7 koraka iskljuc¢ene su

sljede¢im redosljedom:
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e Dob

¢ Broj oocita dobivene aspiracijom

e Estradiol na dan aspiracije

¢ Debljina endometrija na dan embriotransfera

e Progesteron u serumu na dan aspiracije

¢ VEGF u serumu
Na taj nacin dobiven je konacni model prikazan tablici 10. Model je statisticki
zna¢ajan na razini y’= 26,6, df=5 i p=0,0001 s klasifikacijskom tono$¢u od

85,37% (tablica 11).

Tablica 10. Konacni model logisticke regresije prediktora za ishod
postupka izvantjelesne oplodnje
Varijable Koeficijent Standardna Waldov Stupnjevi P
B pogreska x-kvadrat slobode

Br. ampula FSH 0,243 0,121 4,013 1 0,04
Br. zametaka 1,1647 0,478 5,916 1 0,01
PIGF u sermu 0,704 0,339 4,309 1 0,03
PIGF u FF -0,079 0,04 3,983 1 0,04
VEGF u FF -0,001 0,0006 4,214 1 0,04

Tablica 11. Klasifikacijske sposobnosti i slaganje konaénog logistickog

modela
Opazeno Predvideno
Bez trudnoce Trudnoca Postotak slaganja
N N %

Bez trudnoce 24 3 88,89
Trudnoéa 3 11 78,57

Ukupno 85,37

S druge strane, primjena logisticke regresije metodom ukljucivanja

zadovljavala je model jedino u slu¢aju ukljucivanja varijable broja zametaka

(B=0,369; Wald-ov x2:5,89, p=0,015, podaci nisu prikazani). Time je dobiven

model na razini x’=7,28, df=1, p=0,007 s

vrijedno$¢u od 70,73% (tablica 12).

maksimalnom prediktivnhom
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Tablica 12. Klasifikacijske sposobnosti i slaganje konaénog logisti¢kog
modela s metodom ukljuéivanja varijabli

Opazeno Predvideno
Bez trudnoce Trudnoéa Postotak slaganja
N N %
Bez trudnoce 24 3 88,89
Trudnoc¢a 9 5 35,71
Ukupno (%) 70,73

Logistickom analizom grupnog modela procijenjena je vjerojatnost negativnog
ishoda potupka izvantjelesne oplodnje temeljene na angiogeni¢nim
¢imbenicima rasta odredenim u folikularnoj teku¢ini i serumu u vrijeme
aspiracije. Pojedinacne vrijednost predhodno su dihotomizirane tako da su
vrijednosti ispod medijana odredene kao niske, a one iznad kao visoke
vrijednosti za svaku od distribucija vrijednosti. Intervali pouzdanosti odredeni
su razradom modela temeljenim na pojedni¢nim koncentracijama PIGF-a i

VEGF-a, te u mjeSanom modelu (tablica 13).

Tablica 13. Intervali pouzdanosti povezani s neuspjelim ishodom
potupka izvantjelesne oplodnje temeljene na visokim
vrijednostima angiogenic¢nih ¢imbenika rasta primjenom
raznovrsnih logisti¢kih modela

Model PIGF VEGF
OR Cl 95% OR Cl 95%
Folikulinska tekucina
PIGF i VEGF 1,44 (0,35-5,87) 4,25 (1,00-18,07)
PIGF (2 51,7 ng/L) 1,00 (0,28-3,61)
VEGF (= 2656,75 ng/L) 3,87 (0,97-15,44)
Serum (aspiracija)
PIGF i VEGF 0,56 (0,15-2,06) 1,56 (0,42-5,73)
PIGF (2 9,7 ng/L) 0,56 (0,15-2,06)
VEGF (= 272,45 ng/L) 1,54 (0,42-5,61)

Dobivene vrijednosti omjera Sansi (OR) ukazuju da su poviSene vrijednosti
VEGF-a ili PIGF-a u folikulinkoj tekucini povezane s vecom vjerojatnoscéu
neuspjeSnog ishoda postupka izvantjelesne oplodnje. Kada se poviSene
vrijednosti oba Cimbenika uklju¢e u isti model, vjerojatno¢a neuspjesnog
ishoda postupka izvantjelesne oplodnje je jo§ veca (OR=4,25; CI=1-18,7,
tablica 13).
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4.0 Rasprava

Rezultati ovog istraZivanja potvrduju da je funkcija angiogeni¢nih ¢imbenika i
njihovih topivih receptora u Zena podvrgnutih kontroliranoj ovarijskoj
hiperstimulaciji (KOH) kompleksnije nego se prije smatralo. Neki od podataka
koji proizilaze iz ovog istraZivanja oslikavaju kompleksnu interakciju izmedu
srodnih i funkcionalno razli¢itih angiogeni¢nih tvari tijekom KOH i rane

trudnoce.

Regulacija ovarijske angiogeneze proces je koji ukljucuje vise vazoaktivnih i
angiogeni¢nih C¢imbenika rasta koji ukljuCuje VEGF 1 PIGF, angiopoetin,
angiogenin i FGF"**. Tako je uloga mnogih od njih jo¥ uvijek neistraZena,
respektabilan  broj dosadaSnjih  studije upucuju da  VEGF-obitelj
vaskuloendotelnih proteina zauzima srediSnju ulogu u njenoj regulaciji i

. . 41147
odrZzavanju™

. VEGF u ovariju stvaraju granuloza i teka-stanice, a na poticaj
FSH, LH i hCG, a vjerojatno i drugih za sada manje poznatih tvari'>. Najbolje
dokumentirana uloga VEGF-a u ovariju je mitogeno djelovanje na endotelne
stanice i poticanje angiogeneze, povecanje propusnosti kapilara, te utjecaj na

folikularno-luteinsku transformaciju rastuceg folikula'**'%,

PIGF je drugi otkriveni ¢lan VEGF-obitelji angiogeni¢nih faktora rasta Cije
mjesto stvaranja, regulacija 1 bioloSka uloga izvan trudno¢e za sada nije
poznata. PIGF je slabiji mitogen od VEGF-a, ne poti¢e angiogenezu na dosada
poznate nacine, i €ini se ima osobito vaznu ulogu u patoloskoj angiogenezi“3.
Specificne interakcije PIGF-a i VEGF upoznate su tek posljednjih godina,

otkricem da se vecina interakcija izmedu oba angiogeni¢na ¢imbenika odvija

putem zajedni¢kog VEGFR-1 receptora''*.

VEGF i PIGF u uzorcima na dan aspiracije (0-ti dan)

U ovom istrazivanju, oba angiogeni¢na Cimbenika dokazana su u serumu i
folikulinskoj tekuc¢ini. Razina VEGF-a 1 PIGF-a u folikulinskoj tekucini u

prosjeku su viSestruko viSe nego u serumu, Sto podrzava predpostavku o
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intrafolikulinskoj proizvodnji oba glikoproteina. Ta je Cinjenica i ranije bila

136

poznata za VEGF ™, no ovo je za sada prvi dokaz koji govori u prilog da je

jajnik takoder mjesto najvjerojatnije sinteze i PIGF-a.

Intrafolikularna produkcija oba angiogeni¢na ¢imbenika u izvjesnoj mjeri
implicira ovisnost o gonadotropinima, odnosno egzogenom FSH i LH/hCG u

stimuliranih ciklusa'?’

. Nekoliko ¢injenica podupire ovakvu tezu: (I) koli¢ina
oba ¢imbenika u folikulinskoj tekucini viSe puta je veca od one koja je
istodobno cirkulira u serumu; (II) novije studije potvrduju da se mRNK za
PIGF moze dokazati neovisno o VEGF-u u brojnim stani¢nim linijama,
ukljucujuéi i vaskulosincicijsku membranu'®''’; (IIl) medusobni odnos oba
angiogeni¢na ¢imbenika u svim do sada istraZivanim sustavima ukljucuje i

dodatne regulacijske tvari, poput estradiola, progesterona i ¢cimbenika rasta.

Najjaci argument u prilog konceptu o povezanosti gonadotropina i produkciji
angogeni¢nih proteina, jesu in vitro istraZivanja na kultiviranim granuloza

stanicama. Hazzard i sur'®

dokazali su da dodatak LH u granuloza stanicama
koje su dobivene u predhodno stimuliranih Rhesus majmuna rekombinantnim
humanim FSH-om, uzrokovao porast produkcije VEGF od osam puta viSe nego
stanicama kojima LH nije dodavan. Ovi podaci konzistentni su s nekim
139,140

prijasnjim zaklju¢cima iz klinickih studija , mada valja spomenuti kako ih

: ceose 141,142
ne potvrduju sva istraZivanja .

VEGEF je neophodan za folikulogenezu i razvoj Zutog tijela, znaCajan je za
kvalitetu aspiriranih oocita, te ima nesumnjiv doprinos u razvoju sindroma
ovarijske hiperstimulacije'**'**. Nekoliko daljnjih istraZivanja otkrila su i
nepovoljan utjecaj visokih vrijednosti VEGF-a na ishod postupka izvantjelesne
oplodnje'*'*®. Mehanizmi za koje se predpostavlja da su odgovorni za takav

nepovoljan utjecaj VEGF-a, mogu se saZeti u slijedecem:

1. visoke vrijednosti VEGF-a u folikulinskoj tekucini negativno utjeCu na
kona¢nu morfologiju gameta i embrija, Sto je u vezi s hipoksijom unutar

folikula'*"143,

2. VEGF modulira produkciju progesterona”g'15 !
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3. Vrijednosti VEGF-a poviSene su u folikulinskoj tekucini starijih Zena
podvrgnutih potpomognutoj oplodnji, te onih koje slabije reagiraju na

stimulaciju gonadotropinima’™'?,

Cinjenica da je koncentracija oba ¢Gimbenika u folikulinskoj tekuéini oko 6-10
veca nego u serumu, navodi na predpostavku da tijekom folikulogeneze
gonadotropini imaju znacajan ucinak i na stvaranje PIGF-a. Medutim, u nasem
istrazivanju PIGF za razliku od VEGF-a ne pokazuje ovisnost o primjenjenoj
kolic¢ini rFSH S§to viSe sugerira neovisnu, ali za sada jo§ nepoznatu regulaciju

njegovog stvaranja.

Medusobni odnos PIGF-a i VEGF-a u folikulinskoj tekuéini u negativnoj je
korelaciji, Sto moze znaciti da je bioloSka uloga oba ¢imbenika medusobno
suprotstavljena, ali 1 da jedan drugog regulira u konacnoj ekspresiji. Postoje
dokazi da je u nedostatku PIGF-a ekspresija VEGF kompenzatorno pojacana
zbog pojaCane potrebe za amplifikacijom bioloSkog djelovanja VEGF-a. S
izuzetkom trudnoce, u odrasloj jedinki je pojacana potreba za VEGF-om i
PIGF-om rijetka i incidentna, ali je realna u specificnim stanjima povecane
neovaskularizacije, poput one koja se odvija u reprodukcijskom sustavu Zene.
Vjeruje se da u takvim okolnostima magnituda potrebe za oba angiogeni¢na
¢imbenika ¢ak nadmasuje onu koja se srece u vrijeme embrionalnog razdoblja i
vaskulogenezelzo. Na tragu tih izvjeS¢a je 1 studija Tokoyame i sur'> koji
predpostavljaju da su visoke vrijednosti VEGF-a u folikulinskoj tekucini u
Zena starije dobi 1 koje slabije regiraju na stimulaciju gonadotropinima odraz
prije svega kompenzacijskih mehanizama koji nastoje povecati vaskularizaciju

194136 J skladu s tim, Friedman i

u svrhu poticanja bolje maturacije oocite
sur’®’ nalaze i znaGajnu povezanost izmedu koli¢ine stvorenog VEGF-a i dobi;
Zene iznad 38. a pogotovo iznad 40. godine, u folikulinskoj tekucini stvaraju

visSe VEGF-a nego Zene mlade dobne skupine.

Povecanje intrafolikularnih vrijednosti VEGF-a tumaci se predpostavkom o
hipoksi¢nim uvjetima u folikulu Zena starije dobne skupine, a u skladu s
vjerovanjem da je hipoksija najvazniji promotor produkcije VEGF-a'**. Takva

izvjeS¢a medutim, nisu konzistentna i opovrgavaju ih radovi koji su dokazali da
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je povecana ekspresija i stvaranje VEGF-a u folikulu ¢es¢e popraceno zapravo
s poviSenom koncentracijom otopljenog kisika u folikulu, Sto na koncu pitanje
regulacije stvaranja angiogeni¢nih cimbenika rasta u folikulu jo$ uvijek

. R |
ostavlja nerijeSenim 9,

U ovom istraZivanju, povezanost dobi i produkcije VEGF-a nije mogla biti
dokazana. Nedostatak znaajne povezanosti moZe se objasniti ponajprije
homogenom skupinom koja je ukljuena u istraZivanje, s obzirom da je
prosjecna dob pacijentica uklju¢enih u istrazivanje bila 33g, svega 11,5% Zena
bilo je u dobi od 38g a niti jedna iznad 39g. Koli¢ina stvorenog PIGF-a u oba
odjeljka takoder nije bila povezana s dobi, i ova ¢injenica na tragu je ranijih

sli¢nih istraZivanja'®.

Tijekom luteinske faze ciklusa, razina VEGF-a u pravilu se ne mijenja; blagi
inicijalni porast u ciklusa koji ¢e zavrsiti trudno¢om, statisticki nije znacajan i
ubrzo zatim slijedi progresivan pad. U ciklusima koji ne rezultiraju trudnocom
negativizacija VEGF-a moZe se ocekivati ve¢ oko pocetka slijedece
menstruacije, dok su u nekompliciranim koncepcijskim ciklusima vrijednosti
VEGF-a mogu dokazati do oko 40. dana trudnoce. Smatra se da je za taj
postupni pad odgovorno povecano stvaranje VEGFR-1, ¢iji je porast paralelan

s porastom PIGF-a'®".

S obzirom na sinhroniziranu prirodu procesa neovaskularizacije, raSireno je
glediSte da je ekspresija i stvaranje angiogenic¢nih c¢imbenika potaknuto
steroidnim hormonima koji reguliraju stvaranje krvnih Zila u reprodukcijskoj

angiogenezi'®?

Estradiol i progesteron u serumu na dan aspiracije jajnih stanica u prosjeku su
viSi u Zena Ciji je postupak zavrSava trudnocom (tablica 2). Spolni hormoni
ovarijja primarno su uterotropni 1 kontroliraju ciklicki oblik stani¢ne 1
vaskularne proliferacije u maternici izvan gestacije. lako progesteron moZzZe
djelovati na lokalnoj razini u periovulacijskom folikulu 1 na taj nacin regulirati
brojne procese, dobro kontrolirane studije su pokazale da je stvaranje VEGF-a

. C e - . . 158 e yeqe . .
neovisno o steroidinim hormonima. Lee i sur." zakljucili su da in vitro

48



inkubacija humanih luteiniziranih stanica s trilostanom i antagonistom

progesterona ZK137-316 ne utjece na koli¢inu stvaranja VEGF-a.

Produkcija VEGF-a prema brojnim radovima pozitivno korelira s estradiolom i
progesteronom u vrijeme aspiracije jajnih stanica'®. Ta se povezanost
objasnjava Cinjenicom da je produkcija VEGF-a u folikulu odredena stupnjem
luteinizacije, a ona se neizravno ocituje razinom produkcije estradiola i
progesterona. S druge strane, gotovo su jednako brojni i radovi koji nisu uspjeli

. . . .. 164
dokazati tu vezu, odnosno ona se svodi na negativnu korelaciju ™.

Negativna korelacija VEGF-a na dan aspiracije sa svim istrazivanim
parametrima (osim s koli¢inom egzogenog rhFSH) u ovom istraZivanju, ¢ini se
govore u prilog nepovoljnog djelovanja VEGF-a iako se potencijalni
mehanizam tog djelovanja ne nazire. S druge strane, serumski a pogotovo
folikulinski PIGF nije ovisan o razini serumskog estradiola, ali pokazuje
statisticki znaCajnu korelaciju s serumskim progesteronom. Visa koncentracija
PIGF-a ¢ini se takoder imaj nepovoljan u¢inak na ishod postupka izvantjelesne
oplodnje mada nije jasno radi li se o neovisnom djelovanju ili je ono u sklopu

pojacanja negativnog djelovanja samog VEGF-a.

Ovakav nalaz moZze se protumaciti na nekoliko nacina: (I) s obzirom na prirodu
ovovg istraZzivanja, u odabranoj skupini iskljuCene su sve pacijentice koje su
razvile klinicki i/ili ultrazvucéno prepoznatljive znakove hiperstimulacije; (II)
najveci broj dosadasnjih istrazivanja za indukciju multiple oogeneze koristilo
je humani menopauzalni gonadotropin (hMG), za koji je poznato da u odnosu
na rekombinantni FSH c¢esc¢e uzrokuje OHSS i potice produkciju vecée koliCine

estradiola tijekom KOH'®

. Novije ¢injenice spoznate koriStenjem suvremenih
molekularnih, genetickih i farmakoloskih metoda ukazuju da estrogeni i
progesteron imaju bitno razli¢ite uc¢inke na ekspresiju VEGF-a in vivo. S jedne
strane, estrogeni podrZavaju vaskularnu propusnost uterinih i ovarijskih zila

istodobno duboko potiskuju¢i angiogenezu, dok progesteron stimulira

angiogenezu i ima vrlo mali ili nikakav ucinak na propusnost kapilara. U¢inak
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oba hormona jajnika je permisivne prirode, posredovan prije svega razli¢itom

. .. . v 1 e . 166
vremenskom i prostornom ekspresijom proangiogeni¢nih ¢imbenika .

Veza izmedu razine PIGF-a i produkcije steroidnih hormona jajnika tijekom
gonadotropinske stimulacije nije poznata. Ovim je istraZivanjem nadeno da su
folikulinske vrijednosti PIGF u pozitivnoj korelaciji jedino s razinom
progesterona i brojem oplodenih stanica. Zanimljivo je, medutim da korelacija
jaca u skupini Zena u kojih postupak nije uspio, a da je u trudnica korelacija
negativnog (iako nesignifikantna) predznaka, Sto —slicno utjecaju VEGF-a-
govori o potencijalno negativnom ucinku visokih vrijednosti PIGF-a na
konacni ishod postupka. S obzirom na pozitivnu korelaciju PIGF-a s brojem
zametaka te brojem oocita, moze se spekulirati da visoka razina PIGF-a u
folikulinskoj tekucini ne utjeCe negativno preko kvalitete oocita niti zametaka,

odnosno da je taj utjecaj neovisan o ova dva ¢imbenika.

VEGF i PIGF tijekom implantacijskog prozora i u ranoj trudnoéi (14. i 21. dan

stimuliranog ciklusa)

Nadeno je da je serumski VEGF u trudnica 14. dana nakon embriotransfera
blago povisSen u odnosu na Zene koje nisu zatrudnijele ali je niZi nego
vrijednosti 0-tog dana koncepcijskog ciklusa. Tumacenje te razlike prije svega
svodi se na postojanje multiplih Zutih tijela u stimuliranom ciklusu, pa prema
tome povisene razine VEGF-a porijekla su jajnika, a ne tek usadenog embrija.
Prema Neulenu i sur.'®” periimplantacijska produkcija endogenog hCG-a
pojacava produkciju VEGF-a neizravno, odrzavanjem ovarija i Zutog tijela. U
njihovoj seriji stimuliranih Zena nije bilo razlike izmedu vrijednosti VEGF-a
koncepcijskih i nekoncepcijskih ciklusa, Sto govori u prilog tezi o postupnom
smanjenju cirkuliraju¢eg VEGF-a koji je porijekla iz ovarija, te da je kasniji
eventualni porast u trudnoCi ekstraovarijskog porijekla. S napredovanjem
trudnoce, vrijednosti VEGF-a imaju tendenciju daljnjeg sniZavanja; serumske
vrijednosti posebno znacajno padaju nakon drugog tjedna, dok hCG ocekivano

raste.
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Dinamika serumskog PIGF-a upravo je obrnuta od one VEGF-a; koncentracija
u koncepcijskom ciklusu postupno raste dok u nekoncepcijskom opada.
Naknadnom obradom podataka, nadena je jasna pozitivna korelacija u izmedu
serumskog PIGF 1 hCG-a 14. dana odnosno hCG-a 21. dana ciklusa, ali ne i
izmedu VEGF-a 1 hCG-, bez obzira na ishod ciklusa. Ovo moze znaciti da u
postkoncepcijskom periodu hCG ima znacajniju ulogu u modeliranju stvaranja
i bioloskoj aktivnosti PIGF-a nego VEGF-a, no mehanizme te meduovisnosti

tek treba razjasniti prije svega na ve¢im uzorkom i uz odredivanje VEGFR-1.

Pocetak vaskularnih adaptivnih promjena na fetomaternalnoj povrsini tek je
nedavno utvrdena. Rast krvnih Zila posteljice zapo€inje vrlo rano, ve¢ 19-21.
postkoncepcijskog dana, a ekspresija brojnih angiogeni¢nih mRNK mozZe se

dokazati ve¢ od stadija 4-stani¢nog embrija'®*'"

. Ubrzo nakon invazije
endometrija, zapocinje intenzivno umnazanje krvnih Zzila, stvaranje vaskularnih

ovoja i u konacnici organizacija posteljice.

Mehanizam djelovanja PIGF-a u trudno¢i nije poznat. Blagi ali trajni porast
serumskog PIGF-a odmah nakon implantacije govori u prilog vjerojatnog
stvaranja u posteljici'’'. Imunohistokemijska istraZivanja otkrivaju da je za
razliku od ekspresije VEGF-a koja je najjaca u ranoj trudnoéi'’?, ekspresija
PIGF-a i VEGFR-1 raste tek s njenim napredovanjem'’>. PIGF se moZe
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dokazati u sinciciotrofoblastu” ", ali 1 u mediji vec¢ih Zila

. Imunolokalizacija
oba ¢imbenika u drugih vrsta sugerira njihovu umijeSanost u sam proces
implantacije 1 moduliranja razli¢itog ustroja posteljice u razli¢itim vrstama'’®.
Studija Langa i sur.'”” pokazala je da PIGF in vivo stimulira proliferaciju
mikrovaskularnih endotelnih stanica humane posteljice, a Ziche i1 sur.'™ su
dodatno potvrdili da se radi o izravnom ucinku PIGF-a, §to je u suprotnosti s

ranijim radovima u in vitro uvjetima.

S obzirom na promjene stvaranja VEGF-a i pad PIGF-a u ovisnosti o
parcijalnom tlaku mikrookoliSa, ravnoteZu stvaranja oba angiogeni¢na
¢imbenika najvjerojatnije regulira parcijalni tlak kisika, uz ogradu da posteljica
u razli¢itom stadiju sazrijevanja i gestacije razliito reagira na promjene u

koli¢ini raspoloZivog kisika'”’. U ranoj normalnoj trudno¢i, blaga prevaga
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PIGF-a nad VEGF-om osigurava potenciranje bioloske aktivnosti VEGF-a na

razini vaskulogeneze, na Sto ukazuju i rezultati dobiveni ovim istraZivanjem.

Nekoliko je predloZenih mehanizama koji objaSnjavaju molekularnu regulaciju
izmedu PIGF-a i VEGF-a u uvjetima patoloske, a u odredenim uvjetima

vjerojatno i fizioloske angiogeneze:

1. PIGF i VEGFR-1 se zbog gotovo potpune supresije teSko dokazuju u
rezervnim vaskularnim stanicama odrasle jedinke, ali se ekspresija u
povecanom obimu moZe dokazati tijekom svih stanja povecanog zahtjeva za

angiogenezom.

2. PIGF moZe pojacati angiogeni odgovor endotelnih stanica na VEGF, na
nacin da s njime stvara VEGF/PIGF heterodimetre koji su otkriveni u razlicitim

tumorima i za koji se smatra da predstavljaju odgovor na hipoksijulgo’lgl.

3. PIGF aktivira VEGFR-1 u smislu prijenosa angiogenog signala, Ciji se
ucinak moZe blokirati dodatkom anti VEGFR-1 antitijela kako in vitro, tako 1
in vivo'"?. U skladu s tim, ukoliko bi jedina funkcija PIGF-a bila ,,zauzimanja“
VEGFR-1 receptora, onda bi i antitijela protiv samog receptora imala takoder
proangiogeni¢ni ucinak. Pojacana ekspresija VEGFR-1 u patoloskoj
angiogenezi u usporedbi s embrionalnom angiogenezom 1 inhibicija PIGF-a
putem inhibicije Src-kinaze, konzistentna je s ulogom PIGF-a i VEGFR-1
signaliziranju angiogenih uc¢inaka. PIGF najvjerojatnije pojaava angiogenezu
na bar dva do sada poznata nacina: spomenutim «istiskivanjem» VEGF-a iz
«laznog» VEGFR-1 receptora 1 povecanje frakcije slobodnog VEGF-a za
aktivaciju VEGFR-2, ali i izravnom aktivacijom VEGFR-1 koji VEGF ne

aktivira'®> 183,

4. PIGF je snazan kemoatraktant inflamatornih stanica Sto je znaCajno za
srediSnji mehanizam patoloSke angiogeneze 1 kolateralnog rasta, ali moze biti
iznimno vazno i za mobilizaciju pojedinih subpopulacija upalnih stanica u
endometriju. To se u prvom redu odnosi za uterine NK stanice (uNK, uterine
natural kiuller, CD56""CD16"), za koje je poznato da imaju vaznu ulogu u

184

pospjeSenje implantacije 1 odrZavanju rane trudnoce °'. Iako za sada nema
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konkretnih istraZivanja, jedna od pretpostavki bila bi moguénost kemotaksije
uterinih NK-leukocita, putem -na njihovoj povrsini takoder dokazanog-
receptora VEGFR-1 (Flt-1)'®. Alternativno, uNK mogu biti i izvor velikih
kolicina kako VEGF-a, tako i PIGF-a jer je sposobnost sinteze oba

angiogeni¢na faktora rasta takoder dokazana u CD56"*CD16™ limfocitima'®*.

Predikcijska vrijednostPIGF i VEGF na ishod postupka

Visoke folikulinske i serumske vrijednosti VEGF-a negativno se odrazavaju na

ishod postupka izvantjelesne oplodnje®®'*!

. U ovom istrazivanju, koncentracija
VEGF-a u folikulinskoj tekucini pokazala je nepovoljan utjecaj na ishod
postupka izvatjelesne oplodnje. Medutim, regresijska analiza pokazala je da i
PIGF ima stanovit utjecaj, neizravno, putem amplifikacije nepovoljnog

djelovanja VEGF-a, a koji je postao vidljiv tek u multivarijantnom modelu.

Nije jasan nac¢in na koji spomenuti Cimbenici nepovoljno utjeCu na ishod
postupka, ali on svakako nije izravan. Kolifina egozogenog FSH unato¢
statistickoj znacajnosti, takoder najvjerojatnije ima neizravan utjecaj.
Nepovoljan utjecaj visokih vrijednosti VEGF-a u folikulinskoj teku¢ini na
ishod postupka izvantjelesne oplodnje opisan je i prije, a povezivan je
ponajporije s smanjenom ovarijskom rezervom koja je u funkciji bioloSke dobi
Zene podvrgnute stimulaciji, Sto se reflektira ve¢ pomenutom vezom izmedu

ukupno primjenjene doze gonadotropina i VEGF-a®®.

Do sada nije ucinjen pokuSaj kvantificiranja tog nepovoljnog djelovanja
angiogeni¢nih proteina na ishod postupka kao Sto je to ucinjeno u ovom
istrazivanju. Prema dobivenim rezultatima, broj oplodenih jajnih stanica (broj
zametaka), razina PIGF 1 VEGF u folikulinskoj tekuc¢ini, te koncentracija PIGF
u serumu imaju najjacu predikcijsku vrijednost uspjesnosti stimuliranog IVF
ciklusa, koja je dosegla 85,37%. Dodatnom analizom, utvrdeno je da poviSene
vrijednosti VEGF i1 PIGF u folikulinskoj tekucini, pokazuju viSe od 4 puta
manju vjerojatnost uspjeSnog postupka izvantjelesne oplodnje (omjer Sansi,
OR=4,25; interval pouzdanosti, CI=1,00-18,07), nego kada su poviSeni samo

VEGEF ili samo PIGF. Dodatno uvrstenje varijable poput vrijednosti serumskih
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koncentracija navedenom modelu, ne poboljSava sposobnost identifikacije ovih

pacijentica.

Ovi rezultati jo§ jednom ukazuju na sinergizam izmedu PIGF-a i VEGF i na
tragu su radova o negativnom utjecaju folikulinskog VEGF-a na ishod IVF
postupka. Kako bi se stekao uvid u (pato)fizioloSke mehanizme tog utjecaja,
neophodna su daljnja istraZivanja, prije svega na uzorcima stani¢nih kultura

granuloze te na velikim uzorcima.

U ovoj studiji nazoc¢na su dva vaZna ogranicenja:

1. Nedostatak adekvatne kontrolne skupine, prije svega odredivanje PIGF-a u
prirodnom ciklusu. Nepoznavanje vrijednosti PIGF-a u spontanom
menstruacijskom ciklusu u oba odjeljka oteZava tumacenje nalaza u induciranih

ciklusa

2. Drugo vazno ogranicenje tie se kompleksnosti u regulaciji angiogeni¢nih
¢imbenika rasta i njihovih receptora. Upoznavanje znacaja topivog oblika
receptora za VEGF i1 PIGF (sVEGFR-1) u najnovije vrijeme te nemogucénost
uvrstenja u dobivene rezultate bitno oteZava interpretaciju bioloske vrijednosti
dobivenih nalaza, te stoga navedeni zakljucci vrijede za slobodne oblike oba

istrazivana ¢imbenika.
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5.0 Zakljuéci

VEGF i PIGF aktivno sudjeluju u regulaciji folikulogeneze tijekom
kontrolirane ovarijske stimulacije. Mehanizmi te regulacije kompleksni su i u
mnogim aspektima joS$ uvijek nepoznati.

Ovo je prvi dokaz da se uz VEGF, i PIGF takoder stvara u rastu¢em folikulu.

VEGEF je u stimuliranih ciklusa ovisan o gonadotropinima. PIGF ne pokazuje
ovisnost o primjenjenoj koli¢ini FSH.

Nije dokazana povezanost stvaranja serumskog PIGF o dobi, gonadotropinima,
estradiolu i progesteronu.

Folikulinski PIGF povezan je s razinom progesterona u serumu i negativho
korelira s VEGF-om u oba istraZzivana odjeljka

VEGF i PIGF pokazuju izrazene promjene tijekom KOH i ranoj trudnoc¢i.
Razina oba angiogeni¢na ¢imbenika u serumu ne pokazuju znacajnu razliku u
koncepcijskim 1 nekoncepcijskim ciklusima. Postoje razlike u dinamici
stvaranja oba angiogenicna c¢imbenika izmedu Zena C¢iji ciklus zavrsi
trudnocom i onih koje nisu trudne.

U najranijoj trudno¢i razina PIGF-a naglo raste nakon implantacije; VEGF u
isto vrijeme teZi opadanju.

Visoka koncentracija VEGF u folikulinskoj teku¢ini povezana je s nepovoljnim
ishodom stimuliranog ciklusa. U¢inak je sinergi¢an ako su oba ¢imbenika
istodobno povisena. Na temelju podataka dobivenih u ovom istraZivanju,
koncentracije oba ¢imbenika u folikulinskoj tekuéini mogu biti koristan biljeg
za ishod potpomognute reprodukcije.
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6.0 Sazetak

Uvod Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF) i postelji¢ni ¢imbenik rasta
(PIGF) klju¢ni su angiogeni¢ni stimulatori tijekom normalnog razvoja i
cijeljenju rane, te u brojnim patoloskim stanjima. Novija istrazivanja pokazala
su sinergisticki u¢inak VEGF-a 1 PIGF-a u patoloskoj angiogenezi, sugerirajuci
ulogu PIGF-a u amplifikaciji djelovanje VEGF-a u endotelnim stanicama.
Gonadotropini poticu rast folikula u ovariju koji se odvija u uvjetima pojacane
intrafolikulinske vaskularizacije, sugeriraju¢i vaznu ulogu angiogeneze u
razvoju folikula. Ove vazoaktivne tvari mogu biti odgovorne za intenzivno

remodeliranje ovarija i vaskulogenezu u najranijoj trudno¢i.

Ispitanice i metode. Istrazivanjem je obuhvadeno 42 Zene podvrgnute
kontroliranoj ovarijskoj hiperstimulaciji (KOH) u svrhu lijecenja neplodnosti.
U svih je Zena odredivan PIGF i VEGF u folikulinskoj teku¢ini i serumu na dan
apspiracije, dva tjedna nakon embriotransfera (ET), te u slucaju pozitivhog
testa na trudnocu, i tjedan dana kasnije. Estradiol i progesteron na dan

aspiracije oocita takoder je odreden u svih ispitanica.

Rezultati. Od 42 Zene koje su zadovoljavale kriterija ukljucenja u studiju,
(prosjec¢na dob 32,88+4,29¢g), 14 je Zena imalo pozitivan test na trudnocu.
Koncentracija VEGF-a 1 PIGF-a u folikulinskoj tekucini na dan aspiracije bila
je znacajno veca od odgovaraju¢ih vrijednosti u serumu (P < 0.0001).
Dinamicke i medusobno inverzne promjene VEGF-a i PIGF-a dokazane su u
koncepcijskim u odnosu na nekoncepcijske IVF cikluse, S§to govori u prilog
posteljicnog porijekla oba ¢imbenika nakon embriotransfera i u vrlo ranoj
trudnoc¢i. Vrijednosti VEGF-a u folikulinskoj tekucini bile su u izravnoj
korelaciji s brojem ampula gonadotropina primjenjenih tijekom stimulacije (r =
0,43, P < 0,005), ali inverznoj korelaciji s estradiolom u serumu na dan
aspiracije oocita (r = —0,37, P < 0,01). Pozitivna korelacija nadena je za
folikulinski PIGF (FF PIGF) i serumski progesteron (r = 0,36, P < 0,02), te broj

dobivenih zametaka (r = 0,44, P = 0,005), ali i inverznu korelaciju izmedu
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folikulinskih vrijednosti samih VEGF-a i PIGF-a (r = 0,38, P = 0,01). Ishod
postupka IVF negativno je korelirao s koli¢inom folikulinskog VEGF-a (r =
0,28, P < 0,04). U svrhu odredivanja omjera Sansi, primjenjena je logisticka
regresija za konstruiranje modela vjerojatnosti negativnog ishoda postupka
IVF. Rezultati omjera Sansi jasno su pokazali da su poviSene vrijednosti jednog
ili oba angiogeni¢na ¢imbenika u folikulinskoj tekucini, udruZene s vecom

vjerojatnosc¢u negativnog ishoda IVF postupka. (OR=4,25; CI=1,00-18,7).

Zakljucak. Rezultati ove studije pruzaju od prvi dokaz o ulozi i regulaciji
PIGF-a u kontroliranoj ovarijskoj stimulaciji, odnos s drugim ¢imbenicima
angiogeneze 1 odnos spram periimplantacijskom razdoblju i1 najranijoj trudnoci.
IstraZivanje po prvi put uzima u obzir da uz VEGF, i povecana razina PIGF-a u
folikulinskoj teklu¢ini takoder moze biti biljeg vece vjerojatnosti nepovoljnog

ishoda IVF postupka, te moZe pojacati nepovoljne u¢inke VEGF-a.
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6.1 Summary

Background: Vascular endothelial growth factor (VEGF) and placental growth
factor (PIGF) are key angiogenic stimulators during normal development and
wound healing, as well as in a variety of pathological conditions. Recent
studies have demonstrated a synergistic effect of VEGF and PIGF in
pathological angiogenesis and suggest a role for PIGF in amplifying VEGF
action in endothelial cells. Gonadotropins induce ovarian follicle growth that is
coincident with increased follicular vasculature, suggesting a role of
angiogenesis in follicle development. These vasoactive substances may be

implicated in extensive ovarian tissue remodelling and in early pregnancy.

Methods: The present report investigated follicular fluid (FF) and circulating
concentrations of vascular endothelial growth factor (VEGF) and placental
growth factor (PIGF) in 42 consecutive IVF patients. Serum and FF
concentrations of oestradiol and progesterone were also measured in the 42

IVF cycles studied.

Results: Of the fourty-two women enroled in the study (mean age 32,88+4,29),
fourteen women become pregnant. Follicular fluid concentrations of both
VEGEF and PIGF were significantly higher (P < 0.0001) than the corresponding
circulating concentrations. A dynamical and inverse changes of VEGF and
PIGF occured in the conception compared to nonconception IVF cycles
suggesting placental origin of both angiogenic factors in early pregnancy. FF
VEGF concentration showed a direct relationship with number of
gonadotrophin ampoules administered (r = 0,43, P < 0,005), but an inverse
correlation with estradiol concentration (r = -0,37, P < 0,01). A positive
correlation was found for FF PIGF concentration and progesterone
concentrations (r = 0,36, P < 0,02) and number of embryo fertilized (r = 0,44,
P =0,005), but inverse correlations between FF VEGF and FF PIGF (r = 0,38,
P = 0,01). The IVF outcome was negatively correlated with FF VEGF (r =

0,28, P < 0,04). To estimate odds ratios, logistic regression analysis was used
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to model the probability of negative IVF outcome. The resulting odds ratio
clearly demonstrated that, when considered individually higher level of either
VEGEF or PIGF in FF are associated with an increased pobability of negative
IVF outcome (OR=4,25; CI=1,00-18,7).

Conclusions: This study suggested for the first time that increased FF
concentrations of PIGF also can be a marker of decreased IVF outcome and can
amplify the negative effects of VEGF. Our results also provide some of the first
evidence of role and regulation of PIGF in controlled ovarian hyperstimulation

and in early pregnancy.
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