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SAZETAK. Vaskularni endotelni ¢imbenok rasta (VEGF), placentni ¢imbenik rasta (PIGF), inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta
(IGF-1I) i topljivi receptor VEGF-1 imaju neposredan utjecaj na rast i funkciju fetoplacentnih krvnih zila. Cilj istraziva-
nja je bio odrediti koncentraciju posteljiénih ¢imbenika angiogeneze (VEGF, PIGF, IGF-1I) i topljivog receptora
VEGFR-1 ili sFlt-1 u zdravih trudnica i trudnica s dijabetesom tipa-1. Sudionice i nacin istrazivanja. U istraZivanje su
ukljucene 42 trudnice s dijabetesom tipa-1 (DM-1) i 34 zdrave trudnice (kontrolna skupina). Iz uzoraka krvi tijekom
trudnoce kao i pup€ane vene neposredno nakon porodaja odredivani su VEGF, PIGF, IGF-II i sVEGFR-1 (sFlt-1). Re-
zultati. Vrijednosti PIGF-a i sVEGFR-1 su tijekom trudnoce nesto vise u trudnica s DM-1, ali nisu nadene znacajne ra-
zlike. Omjeri sSVEGFR-1/PIGF su niski tijekom trudnoce u obje istrazivane skupine (kontrolna skupina 9,6 i DM-1 9,4
izmedu 16-20 tjedna trudnoce, a izmedu 3236 tjedna trudnoce: kontrolna skupina 4,6 i DM-1 3,7). Razina PIGF-a u
pupcanoj veni je niza (kontrolna skupina medijan 29,6, a DM-1 medijan 27,2) u odnosu na razinu PIGF seruma majke
(kontrolna skupina medijan 122,3, a DM-1 medijan 141,5). Zakljucak. Tijekom trudnoce dolazi do znac¢ajnog porasta
PIGF-a i VEGFR-1 u obje istrazivane skupine. Omjeri izmedu sVEGFR-1/PIGF su u obje istrazivane skupine tijekom
trudnoce bili niski i nisu predskazivali razvoj preeklampsije i [IUGR. Ni jedna trudnica nije razvila gestacijsku hiperten-

ziju, a ni preeklampsiju.

Uvod

Krvozilni sustav je prvi organski sustav koji se razvi-
ja, anjegovo javljanje potiCe razvoj drugih organa i po-
vezano s time organotipsku diferencijaciju njihovih vla-
stitih vaskularnih osnova. Jednako tako kao §to je dife-
rencijacija organa tijekom embriogeneze potpomognuta
fetalnom vaskularnom morfogenezom, tako su poste-
ljiéni rast i diferencijacija potpomognuti uspostavom
fetoplacentarnog krvozilnog sustava. Doista, tijekom
cijelog gestacijskog razdoblja, povecane potrebe rastu-
¢e fetalne mase povezane su s trajnom prilagodbom
strukture i funkcijskog kapaciteta placente i njene fetal-
ne vaskularne osnove.

Dijabetes mellitus (DM) dokazano je povezan s ubr-
zanom mikroangiopatijom (u okviru dijabeti¢ke retino-
patije, nefropatije i neuropatije), a ovo pak moze biti
povezano s kapilarnom hipertenzijom i promjenama u
permeabilnosti kapilara. Dijabeti¢ni milieu ukljucuje
hipoksiju, hiperglikemiju, povisen vaskularni endotel-
ni Cimbenik rasta, slobodne radikale kisika, zavrSne
proizvode glikozilacije, citokine 1 medijatore upale. Za
¢imbenike angiogeneze se zna da oste¢uju funkciju en-
dotelne barijere ili da imaju izrazit angiogeni ucinak.
Pojacana angiogeneza uobicajeno je obiljezje dijabetic-
ne vaskulopatije, posebice kod dijabeti¢nih komplika-
cija u okviru proliferativne retinopatije (1).

Vaskularna morfogeneza. Ovaj pojam obuhvaca niz
procesa koji dovode do uspostave zrele vaskularne
mreze. Ovi procesi ukljucuju:

* Vaskulogenezu, odnosno nastajanje krvnih zila iz
hemangioblasti¢nih prekursorskih stanica
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« Angiogenezu, nastajanje krvnih zila iz postojecih

krvnih zila

» Stvaranje mreze krvnih zila

 Stvaranje zrele mreze krvnih zila koja sadrzi arte-

rije, kapilare i vene.

Cimbenici koji sudjeluju u razvoju krvnih Zila
placentnih resica su:

a) Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF) za
¢iju je sintezu potrebno aktiviranje gena na kromosomu
6. Mutacija gena odgovornih za stvaranje receptora za
VEGF (VEGFR) uzrokuje izostanak vaskulogeneze i
hematopoeze u mezodermu stijenke Zumanjcane vrece.
Vezanjem za receptor VEGF-a ima dvostruko djelova-
nje: stimulira mitozu stanice te aktivira enzim NOS-a i
izlu¢ivanje NO-a. U prvom tromjesecju trudno¢e VEGF
nastaje u korijalnim resicama (u sinciciotrofoblastu, u
stanicama strome i u endotelu krvnih zila), u decidual-
nim stanicama i u izvanresi¢nom citotrofoblastu. U zre-
loj placenti sintetiziraju ga samo sinciciotrofoblast i
izvanresicni citotrofoblast.

b) Placentni ¢imbenik rasta (PIGF) za ¢iju je sintezu
potrebno aktiviranje gena na kromosomu 14. Tijekom
trudnoce koncentracija ovog ¢imbenika poveéava se u
majc¢inoj krvi, a smanjuje u amnionskoj tekuéini. PIGF
nastaje u sinciciotrofoblastu i/ili u citotrofoblastu, u
endotelu 1 u mediji krvnih Zila resica te u decidual-
nim stanicama. Hipoksija uzrokuje porast koncentracije
VEGF-a, a smanjeno izlu¢ivanje PIGF-a.

Diferencijacija i razvitak fetoplacentarnih krvnih zila
rezultat su vaskulogeneze i angiogeneze, dok je prila-
godba spiralnih arterija posljedica angiogeneze (2).
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Uskladivanje ovih razvojnih procesa pod nadzorom je
obitelji lokalno djelujucih angiogenih ¢imbenika rasta
kao §to su placentarni (PIGF), vaskularni endotelijalni
(VEGF), angiopoetin (An 1) i njihovi receptori. Ostali
poticajni angiogeni ¢imbenici identificirani u posteljici
su FGF 1 hepatocitni faktor rasta (HGF), PDGF, IGF,
TGFa i, IL-8 (3).

Ang-1 1 VEGF sinergisticki stimuliraju angiogenezu.
VEGF utjece na proliferaciju fetoplacentarnog krvozi-
lja, a angiopoetini, dominantni u drugoj polovici trud-
noce znacajni su za organizaciju i stabilizaciju maj¢in-
skih endotelnih stanica i pericita. Nedostatak Ang-1
manifestira se kardivaskularnim o$te¢enjem i umira-
njem fetusa u drugoj polovici trudnoce. Primarna funk-
cija Ang-2 je vaskularna regresija. Najvise ga ima oko
desetog tjedna trudnoc¢e u maj¢inskim endotelnim stani-
cama (4).

Cimbenici rasta nakon vezanja za odgovarajuce re-
ceptore na stani¢noj povrsini zapocinju stani¢nu fosfo-
rilacijsku kaskadu ¢iji rezultat je aktivacija mitogenih
protein kinaza (5). Obitelj] VEGF-a veze se za tri razli-
¢ita tirozin kinaza receptora: Flt-1 (VEGFR-1), KDR/
Flk (VEGFR-2) i Flt-4 (VEGFR-3). Prva dva su sli¢ne
grade: sedam petlji sli¢nih imunoglobulinu u izvansta-
ni¢noj domeni, jedinstvena transmembranska hidrofob-
na domena i dugacka jedinstvena citoplazmatska katali-
ticka domena koja je prekinuta nekatalitickim, tzv.
umetnutim kinaza regijama. Visoko su specifi¢ni za
vaskularni endotel, ali su otkriveni i u posteljici te mi-
$i¢ju maternice (6).

Nakon vezanja s ligandom zbiva se dimerizacija
receptora i transfosforilacija tirozinskih ostataka u ci-
toplazmatskoj domeni. Vezanje na suprotne polove
VEGF-a, ovisno o vrsti receptora, olakSava provodenje
signala. VEGFR-1 (Flt-1) se veze za aminokiselinske
ostatke negativnog, a KDR pozitivnog naboja (7).

VEGFR-1 ili Flt-1 (fins-like-tyrosine kinase) ima mo-
lekularnu tezinu 180 kDa. Nalazi se u endotelu poste-
ljicne resice, izvanresiCastom trofoblastu i Hofbaue-
rovim stanicama (8). Najznacajniji utjecaj VEGFR-1
(F1t-1) je oblikovanje endotela u ranim fazama razvitka.

In vitro, hipoksija stimulira ekspresiju VEGFR-1
(Flt-1), ali ne i KDR receptora (9). Koncentracije
VEGFR-1 (Flt-1) i VEGFR-2 (Flk-1/KDR) su kod ha-
bitualnih pobacaja snizene u decidualnom endotelu, no
ne i u posteljici (10).

Topljivi VEGFR-1 (sFlt-1) je kra¢i, molekulske mase
oko 110 kDa koji je izoliran iz endotelnih stanica umbi-
likalne vene. Sadrzi samo izvanstani¢ni dio molekule,
bez sedme petlje slicne imunoglobulinu (11).

Topljivi receptor uglavnom stvara inaktivne kom-
plekse s VEGF-om i VEGFR-2, a samo 5-10% je de-
tektabilno u formi slobodnog proteina. Zbog inhibicije
mitogene i proliferativne aktivnosti endotelnih stanica
fizioloski je regulator angiogeneze (12).

Osim endotelnih, sFlt-1 sintetiziraju trofoblastne i de-
cidualne stanice, monociti i dendriti. Topljivi VEGFR-1
(sFlt-1) ima visok afinitet za heparin (12).

Inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta (insulin-like growth
factors (IGFs) imaju znacajnu ulogu u kontroli rasta i
sazrijevanja kako fetusa tako i placente. Snabdijevanje
ploda putem placente osnovnim supstratima kao $to su
kisik i prehrambene tvari s jedne strane odreduje, izrav-
no i neizravno, maksimum do kojega fetus moze rasti, a
s druge strane odrzava ve¢ formirana tkiva. Ograni¢ena
prehrana majke takoder mijenja i1 strukturu placente.
Ogranicena prehrana majke smanjuje placentu, uslijed
¢ega dolazi do zaostajanja u rastu ploda i smanjenog
kapaciteta razmjene tvari. Osim toga, ogranienje pre-
hrane majke prouzrocit ¢e i druge promjene u strukturi
placente, §to dodatno podupire pretpostavku o reduci-
ranoj funkciji razmjene supstrata. Medu tim promje-
nama zabiljezene su i povecana debljina sinciciotro-
foblasta kao i smanjenje sveukupne povrSine za razmje-
nu tvari, kako u sredini tako i na kraju trudnoce.

Ograni¢ena prehrana majke mijenja i razinu cirkuli-
raju¢ih IGF-a. To¢nije, IGF-I, IGF-II i IGFBP-3 u plaz-
mi se smanjuje dok IGFBP-2 raste, kako u sredini trud-
noce tako 1 u visokoj trudno¢i (13). U skladu s pozna-
tom ulogom IGF-II u olakSavanju prodiranja citotro-
foblasta u deciduu i u njezine krvne Zile u pocetnoj
trudno¢i (14), reducirani cirkuliraju¢i IGF-II majke, u
sredini trudnocée ali ne 1 u visokoj trudnoci, povezan je
sa smanjenom tezinom fetusa kao i sa smanjenom povr-
§inom sinciciotrofoblasta te s pove¢anom debljinom
sinciciotrofoblasta u zamoraca (15). U visokoj trudno¢i,
medutim, smanjen omjer IGF-II, IGFBP-2, te eventual-
no reducirana raspolozivost IGF-II u krvi majke, pove-
zani su sa smanjenom tezinom placente odnosno fetusa,
§to upucuje na postojanje interakcije izmedu ¢imbenika
rasta 1 vezujucih proteina u razdoblju placentalnog raz-
voja. S druge strane, maj¢in cirkulirajuéi IGF-I povezan
je s modulacijom placentarnog razvoja u kasnijoj trud-
noc¢i. Smanjene vrijednosti cirkuliraju¢eg IGF-I i nje-
gova glavnog prenositelja IGFBP-3, kao i redukcija
IGFBP-1 u krvi majke, povezani su sa smanjenom koli-
¢inom trofoblasta i smanjenom prokrvoljenosti placen-
te, uslijed Cega je pred kraj trudnoce difuzija dodatno
otezana. Ovi nalazi u skladu su s pretpostavkom da
sistemski IGF-II u majci pospjeSuje rast placente 1 dife-
rencijaciju u prvoj polovici trudno¢e kada trofoblast
prodire u deciduu, dok sistemski IGF-I i modulacija
njegove raspolozivosti (zahvaljuju¢i snabdijevanju
putem IGFBP-1 i -3) mogu utjecati na razvoj placentar-
ne strukture tijekom druge polovice trudnoce, osobito u
slu¢ajevima kada je prehrana ogranicena.

S obzirom na to da je dijabetes majke prili¢no Cesta
komplikacija trudnoce, promjene na posteljici ve¢ su
odavno privukle pozornost. Posteljice iz trudnoca s lose
nadziranim dijabetesom su povecane, debele i pleto-
ricnog izgleda uslijed fetalne hipervolemije i maj¢ine
hiperglikemije (16). U slucajevima blage intolerancije
glukoze u trudno¢i je utvrdeno da je tezina posteljice
takoder povecana (kao i fetoplacentarni tezinski omjer),
dok se u slu¢aju dobro nadzirane razine glikemije teZina
posteljice ne razlikuje od normale (17).
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Ciljevi istrazivanja su sljede¢i: 1. Odrediti koncen-
traciju PIGF-a, VEGF-a, sVEGFR-1 (sFlt-1) i IGF-II
tijekom trudnode; 2. Odrediti razliku koncentracije
PGF-a, VEGF-a, sVEGFR-1 (sFlt-1) i IGF-2 u istrazi-
vanim skupinama; 3. Izra¢unati omjer izmedu koncen-
tracija sVEGFR-1 i PIGF-a u pojedinim tjednima trud-
noce. 4. Usporediti koncentraciju ¢imbenika angioge-
neze u serumu majke i serumu pupcane vene.

Sudionice i nadin istraZivanja

Istrazivanje je prospektivno. Istrazivanu skupinu ¢ine
42 trudnice s dijabetesom tipa-1 (DM-1) bez komplika-
cija dijabetesa (retinopatije, nefropatije neuropatije i
hipertenzije), a kontrolnu skupinu ¢ine 34 zdrave trud-
nice odgovarajuce dobi i pariteta, te urednog tijeka jed-
noplodne trudnoée. Tijek trudnoca je pra¢en uobica-
jenim mjerama antenatalne skrbi (redoviti ginekoloski
pregledi, laboratorijske pretrage, UZV pregledi, CTG).
Gestacijska dob se rac¢unala od prvog dana zadnje mje-
se¢nice, uz korekciju prema ultrazvucnoj dobi — nalazu
mjerenja transvaginalnim ultrazvukom (u okviru rutin-
ske obrade trudnice). Tijekom ¢itave trudnoée prikup-
ljali su se uzorci venske krvi trudnica, i to u razmacima
od 4-7 tjedna, prilikom redovitih kontrolnih pregleda.
U porodaju su od rodilja uzimani uzorci krvi za odredi-
vanje serumskih koncentracija VEGF-a, sVEGFR-1,
PIGF-a IGF-II. Neposredno po porodaju uzeo se uzorak
krvi iz pupCane vene, a posteljica je izvagana. Iz krvi je
uobicajenim laboratorijskim postupkom (centrifugi-
ranje na 4000 okr./min. tijekom 10 minuta, prikupljan
nadtalog pipetom) izdvojen serum. Uzorci krvi su uzi-
mani u standardne epruvete, a nakon centrifugiranja
serum se ¢uvao na —75°C do odredivanja ¢imbenika
angiogeneze. VEGF, PIGF, sVEGFR-1 i IGF-II su se
odredivali ELISA metodom.

Serumske koncentracije PIGF-a, VEGF-a i IGF-II
odredivane su u Institutu ,,Ruder Boskovi¢”.

Zabiljezen je nacin dovrSenja porodaja, spol djeteta,
porodajna teZina i duZina novorodencadi.

Statisticka obrada ucinjena je racunalnim progra-
mom SPSS ver. 21.0, na osobnom racunalu.

Izmjerene numericke varijable su opisane sljede¢im
parametrima:

+ aritmetickom sredinom

+ standardnom devijacijom

Primijenjeni su i neparametrijski statisti¢ki testovi
kod nenormalne distribucije.

» Za usporedbe grupa u kombinaciji parova primi-
jenjen Wilcoxonov test s korekcijom, s obzirom na
uvjete viSestrukog testiranja

Za usporedbu koncentracija PIGF-a, sVEGFR-1

VEGF-a i IGF-II izmjerenih tijekom trudnoce po poje-
dinim skupinama primijenjen je Wilcoxon-ov test.

Za sve testove razina znacajnosti bila je P <0,05.

Koncentracije PIGF-a, VEGFR-1, VEGF-a i IGF-II

tijekom trudnoée graficki su prikazane ,,box plot” prika-
zom i regresijom.
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Rezultati

Prikazani op¢i maternalni i neonatalni podatci se nisu
razlikovali izmedu istrazivanih skupina (7ablica 1).

Usporeduju¢i vrijednosti PIGF-a tijekom trudnoc¢e u
dvije istrazivane skupine nije nadena statisticki znako-
vita razlika. Vrijednosti PIGF-a progresivno rastu od
pocetka trudnoée do 31. tjedna trudnoce, kada su nade-
ne najvise vrijednosti — razina PIGF-a izmedu 27-31
tjedna trudnoce: kontrolna skupina (390,41+138,07) :
DM-1 (440,77+£173,03). Usporedujuéi vrijednosti
PIGF-a izmedu dviju istrazivanih skupina nije nadena
statisticki znakovita razlika. Nakon 31. tjedna trudnoce
(izmedu 32.-36. tjedna trudnoce) dolazi do pada vrijed-
nosti PIGF-a u obje istrazivane skupine. Jo$ nize vrijed-
nosti su nadene nakon 37. tjedna trudnoce. PIGF izme-
du 37-40 tjedana trudnoce: kontrolna skupina (217,6+
133,2) : DM-1 (196,0+135,6). Usporedujuci vrijednosti
PIGF-a izmedu dviju istrazivanih skupina nije nadena
statisti¢ki znakovita razlika. (Tablica 2)

Tablica 1. Opéi maternalni i neonatalni podatci

Kontrolna skupina Trudnice s DM-1

(n=38) (1=52) s
Dob trudnice (godine) 29,0+4,6 29,6+4,8 n.s.
Trajanje trudnoce 39,8414 392412 ns.
(tjedni)
g;ima novorodenteta 3373,0453,8 336294774 ns.
Duljina novorodenceta 50,1420 493443 s,
(cm)
Apgar u 1. min. 9,6+0,9 9,2+1,7 n.s.
Apgar u 5. min. 9,9+0,3 9,7+1,4 n.s.
pH pupcane vene 7,25+0,06 0,24+0,09 n.s.
Spol novorodenceta m/z 19/19 24/28 n.s.

Tablica 2. Koncentracija PIGF tijekom trudnocée u istrazivanim skupi-
nama

Kontrolna skupina Trudnice s

(38) DM-1 (52) P
Koncentracija PIGF
izmedu 815 tjedana 21,74+4,9* 23,2+4,9* n.s.
trudnoce (pg/mL)
Koncentracija PIGF
izmedu 16-20 tjedana 62,9+17,7* 69,4+21,8* n.s.

trudnoce (pg/mL)

Koncentracija PIGF
izmedu 21-26 tjedana
trudnoce (pg/mL)

212,9+153,8%* 268,1£199,6* n.s

Koncentracija PIGF

izmedu 27-31 tjedana 390,4+138,1** 440,8+173,0%*  <0,05
trudnoce (pg/mL)

Koncentracija PIGF

izmedu 32-36 tjedana 243,8+112,3** 312,4+181,4%* <0,05
trudnoce

Koncentracija PIGF
izmedu 3740 tjedana
trudnoce

217,6+133,2%%* 196,0+135,6%*  n.s.

*P <0,001, **P <0,001 Wilcoxon-ov test
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Grafikon 2. Korelacija izmedu koncentracija PIGF-a i tjedana trudnoce u
dvije istrazivane skupine trudnica (r=0,6; P <0,001)

Usporedujué¢i razinu PIGF-a izmedu 8-15 tjedana
trudnoce s razinom PIGF izmedu 16-20 tjedana nadeno
je znacajno povecanje u obje skupine (P <0,001). Zna-
¢ajno povecanje razine PIGF-a nadeno je sve do 27-31
tjedana trudnoce, a izmedu 27-31 tjedana i 32-36 tjeda-
na trudnoce je nadeno znacajno sniZenje razine PIGF-a
(P <0,001) u obje skupine. Znacajno sniZenje razine
PIGF-a je nadeno izmedu 32-36 tjedana i 37—40 tjedana
trudnoce (P <0,001; Wilcoxon-ov test).

Grafikoni 1 i 2 prikazuju kretanje PIGF-a u dvije is-
trazivane skupine tijekom trudnoce. Vrijednosti PIGF-a
u trudnica s DM-1 su nesto viSe u odnosu na vrijednosti
PIGF-a kontrolne skupine sve do 36. tjedna trudnoce,
ali razlika nije statisticki znakovita. Neposredno nakon
porodaja dolazi do pada razine PIGF-a u obje skupine,
nesto vise u trudnica s DM-1, ali razlika nije statisticki
znakovita.

Vrijednosti u trudnica s dijabetesom su vise nego u
zdravih trudnica i u medusobnoj su korelaciji. Vrijedno-
sti su povisene u trudnica s dijabetesom od 27. do 36.
tjedna trudnoée u odnosu na vrijednosti kod zdravih
trudnica.

Tablica 3. Koncentracija VEGF-a tijekom trudno¢e i u porodaju u
istrazivanim skupinama

Trudnice s DM-1
(n=42)

Zdrave trudnice

(n=34) P

Koncentracija VEGF-a
izmedu 8-15 tjedana
trudnoce (pg/mL)

Koncentracija VEGF-a
izmedu 16-20 tjedana
trudnoce (pg/mL)

Koncentracija VEGF-a
izmedu 21-26 tjedana
trudnoce (pg/mL)

Koncentracija VEGF-a
izmedu 27-31 tjedana
trudnoce (pg/mL)

Razina VEGF-a izmedu
32 — 36 tjedana trudnoce

Koncentracija VEGF-a
izmedu 37 — 40 tjedana
trudnoce

Koncentracija VEGF-a
neposredno nakon
porodaja
Koncentracija VEGF-a
u pupcanoj veni

23,6+4,* 24,415+5,2989  ns.

19,1£3,5 20,2+4,8 n.s.

19,74+3.9 20,4+4,1 n.s

16,9+,2* 20,7+5,0

21,2+6,5 23,1+5,4 n.s.

18,846,5* 24,145,41 n.s.

18,3+4,0 23,2451 <0,05

755,8+482,5 924,2+648,6 n.s.

*P <0,05 Wilcoxon-ov test

Tablica 4. Koncentracija sVEGFR-1/(Flt-1) tijekom trudnoée i u porodaju
u istrazivanim skupinama

Trudnice s DM-1
(42)

Kontrolna skupina

(34) P

Koncentracija
sVEGFR-1 izmedu
8-15 tjedana trudnoce
(pg/mL)

Koncentracija
sVEGFR-1 izmedu
16-20 tjedana trudnoce
(pg/mL)

Koncentracija
sVEGFR-lizmedu
21-26 tjedana trudnoce
(pg/mL)

Koncentracija
sVEGFR-1lizmedu
27-31 tjedana trudnoce
(pg/mL)

Koncentracija
sVEGFR-1 izmedu

32 — 36 tjedana trudnoce

694,9+208,0 638,8+211,1 n.s.

606,9+153,5*# 649,8+300,0%#  n.s.

776,5+161,2 850,9+412,2  <0,05

690,7+170,9 712,1£266,4 n.s

1124,44363,1%  1148,414+608,0¥ n.s.

Koncentracija
sVEGFR-1 izmedu
37 — 40 tjedana trudnoce

1321,54+287,6# 1453,3+544,9# ns.

Koncentracija
sVEGFR-1 neposredno
nakon porodaja

1278,04+365,6 1543,84+£608,0  n.s.

*P <0,05 #P <0,01 Wilcoxon-ov test

Usporedujuéi pojedinacne vrijednosti razine PIGF-a
u dvije istrazivane skupine i tjedana trudnoc¢e dobiven
je statisticki znakovit koeficijent korelacije (r=0,6;
P<0,001).

37



Gynaecol Perinatol 2019;28(1-2):34-42

Blaji¢ J. i Pelmis J. Cimbenici angiogeneze u zdravih i dijabeti¢nih trudnica

Tablica 5. Omjer izmedu VEGFR-1 i PIGF-a tijekom trudnoc¢e

Kontrolna skupina Trudnice s DM-1

VEGFR-1/PIGF (34) ) P
8-15 tjedana trudnoce 32,244,1 27,5€2,1 n.s.
16-20 tjedana trudnoce 9,6+6,7 9,4+5.4 n.s
21-26 tjedana trudnoce 3,6+0,7 1,9+0,3 <0,05
27-31 tjedana trudnoce 1,8+0,6 1,6+0,3 n.s.
32-36 tjedana trudnoce 4,6+1,2 3,7+1,3 n.s.
37-40 tjedana trudnoce 5,942,2 7,9£2,3 n.s.

Tablica 6. Koncentracija IGF-II tijekom trudnoce i u porodaju u istra-
zivanim skupinama

Kontrolna skupina Trudnice s DM-1
(n=34) (n=42)

Koncentracija IGF-II
izmedu 815 tjedana
trudnoce (pg/mL)

Koncentracija IGF-1I
izmedu 16-20 tjedana
trudnoce (pg/mL)

Koncentracija IGF-1I
izmedu 21-26 tjedana
trudnoce (pg/mL)

Koncentracija IGF-II
izmedu 27-31 tjedana
trudnoce (pg/mL)

Koncentracija IGF-1I
izmedu 32-36 tjedana
trudnoce

280,517+157,38 334,21+171,98  ns.

342,620+184,96 385,0+£227,56 n.s.

376,76+179,41 427,79+133,55 ns

421,750+217,15 476,03+173,88  ns.

487,275+£224,13  531,143+179,81 n.s.

Koncentracija IGF-II
izmedu 37-40 tjedana
trudnoce

504,254+205,97 556,09+199,61  ns.

Tablica 3. prikazuju srednje vrijednosti VEGF-a maj-
¢ine plazme u pojedinim tjednima trudnoce u dijabeti¢-
nih i zdravih trudnica. Najvise razine VEGF-a su nade-
ne u prvih 15 tjedana trudnoce, trudnica s dijabetesom
24,415 pg/mL i zdravih trudnica 23,520 pg/mL. Nadene
su vise vrijednosti VEGF-a u dijabeti¢nih trudnica tije-
kom trudnoce, ali statitisticki znakovita razlika izmedu
istrazivanih skupina je nadena samo izmedu 27-31 tje-
dana trudnoce, trudnica s dijabetesom 20,744 i zdravih
trudnica 16,871 pg/mL i neposredno nakon porodaja,
trudnica s dijabetesom 23,183 i zdravih trudnica 18,383
pg/mL.

Usporedujuéi razinu VEGF-a izmedu 8-15 tjedana
trudnoée s razinom PIGF-a izmedu 28-32 tjedana na-
deno je znacajno sniZenje u skupini zdravih trudnica
(P <0,05). Znacajno snizenje razine VEGF-a nadeno je
iizmedu 8-15 tjedana trudnoce i izmedu 3740 tjedana
(P <0,05) u skupini zdravih trudnica. (Wilcoxon-ov
test).

Tablica 4. prikazuju vrijednosti sSVEGFR-1 tijekom
pojedinih tjedana trudnoce u trudnica s dijabetesom i
zdravih trudnica. Vrijednosti su vise u trudnica s dijabe-
tesom u odnosu na zdrave trudnice. Vrijednosti izmedu
27-31 tjedana su vise u DM-1 (712,1 pg/mL : kontrolna
skupina 690,7 pg/mL) i rastu do porodaja (DM-1 1543,8
pg/mL : kontrolna skupina 1278,0 pg/mL) bez statistic-

38

Tablica 7. Koncentracije PIGF-a, sVEGFR-1, VEGF i IGF-II u maj¢inom
serumu i serumu pupcane vene neposredno nakon porodaja. Vrijednosti
pH, pO2 i BE u krvi pupcane vene

Kontrolna skupina Trudnice s DM-1 P
(n=34) (n=42)

Koncentracija PIGF-a
u maj¢inom serumu
neposredno nakon
porodaja (pg/ml)

141,5 (95,7—
* 5 s
122,3 (98,4-201,2) 203,8)*
Koncentracija PIGF-a
u serumu pupcane vene

(pg/ml)

Koncentracija VEGF-a
maj¢inom serumu

29,6 (28,4-30,0)* 27,2 (23,3-29,0)* ns.

18,4+4,0%* 23,245,1%* <0,05

neposredno nakon
porodaja
Koncentracija VEGF-a 736,9 (375,7— 753,0 (413,0— s
u pupcanoj veni 1003,4)** 1365,9)** "
Koncentracija
sVEGFR-1 u maj¢inom  1230,9 (1044,4—  1399,4(1057,4— s
serumu neposredno 1575,9)# 1760,4)# ’
nakon porodaja (pg/ml)
Koncentracija

. 275,8 (193,7—
f/\e/fiGFR-l u pupcanoj 65,4 (60,4-336,3)# 362,3)# ns.

Koncentracija IGF-11
neposredno nakon
porodaja

537,17+249,03 598,04+163,24  n.s.

Koncentracija IGF-II

L o 168,200+133,36
u pupcanoj veni veni

199,355+48,24  n.s.

pH krvi umbilikalne

T 7,340,0 7,20,1 n.s.
arterije

pO, krvi umbilikalne

rtcriie (kPa) 4,12+1,4 2,6240,9 ns.
Deficit baze u krvi

umbilikalne arterije -7,3+1,6 -8,8+2.3 n.s.
(mmol/L)

*P <0,05, ** P <0,001, #P <0,05 Wilcoxon-ov test

ke znacajnosti, kao ni u koncentracijama sVEGFR-1 u
umbilikalnoj veni.

Usporeduju¢i koncentraciju sVEGFR-1 izmedu 16—
20 tjedana s koncentracijom PIGF-a izmedu 32-36 tje-
dana trudnoée nadeno je znacajno poveéanje u obje
skupine (P <0,05). Znacajno povecanje razine SVEGF-1
nadeno je kada se usporeduju vrijednosti i izmedu 16—
20 tjedana i izmedu 3740 tjedana trudnoce (P <0,01) u
obje skupine. (Wilcoxon-ov test).

Znacajno manji omjer izmedu VEGFR-1 i PIGF-a je
naden u skupini DM-1 izmedu 21-26 tjedana trudnoce
(P <0,05). Niski omjeri u obje istrazivane skupine nisu
predskazivali razvoj preeklampsije. (fablica 5).

Tablica 6. prikazuju koncentraciju IGF-II tijekom
trudnoce u istrazivanim skupinama. Vrijednosti su vise
u skupini trudnica s dijabetesom i povecavaju se tije-
kom trudnoce, ali nema statisticke znakovitosti. Vrijed-
nosti IGF-II u trudnica s dijabetesom krecu se od
334,213 do 598,04 pg/mL, a u zdravih trudnica od
280,517 do 537,17 pg/mL.

Koncentracija IGF-II u umbilikalnoj veni trudnica s
dijabetesom je199,35, a u zdravih trudnica 168,200 pg/
mL i nema statisticke znakovitosti.
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Razina PIGF i sVEGFR-1 u pupcanoj veni su niZe u
odnosu na razinu PIGF i sVEGFR-1 seruma majke
(P <0,05) obje istrazivane skupine. Razina VEGF je
viSa u pupc€anoj veni u odnosu na razinu VEGF u seru-
mu majke u obje istrazivane skupine (P <0,001).

Rasprava

Koncentracija PIGF-a u serumu zdravih i dijabeti¢nih
trudnica se povecala oko cCetiri puta od prvog do pocet-
ka tre¢eg tromjesecja (tablica 2 i grafikon 1). Ovo po-
veéanje PIGF-a utjeCe na rast placente i odrzavanje
adekvatne placentne cirkulacije (18). Nakon 31. tjedna
trudnocée u dijabeti¢nih i zdravih trudnica, dolazi do
pada razine PIGF-a. U trudnica s preeklampsijom vri-
jednosti PIGF-a u serumu majke se neznatno mijenjaju
od 20. tjedna trudnoée do porodaja. Te vrijednosti su
nize od vrijednosti PIGF-a seruma zdravih trudnica.
Ove razlike u razini PIGF-a mogu se objasniti razinom
kisika u placenti. Dokazano je da je kisik glavni regula-
tor ravnoteze VEGF-a i PIGF-a. Hipoksija povecava
djelovanje VEGEF, a hiperoksija smanjuje (19). Uspjes-
na placentacija dovodi do niskog otpora krvnih Zzila
zbog transformacije spiralnih arterija.

Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF) i pla-
centni ¢imbenik rasta (PIGF) su klju¢ni ¢imbenici u an-
giogenezi placente (4). VEGF ispoljava svoje djelova-
nje preko svojih receptora (tirozin kinaze) VEGFR-1/
FlIt-1 i VEGFR2/KDR koji se nalaze u endotelnim sta-
nicama. Dva receptora VEGFR-1/Flt-1 i VEGFR-2/
KDR se smatraju da su specifi¢ni za endotel. U placenti
endotelne i neendotelne stanice imaju VEGF receptore.
VEGF se pokazao kao potentni stimulator endotelne
stanicne proliferacije i stvara PA (aktivator plazminoge-
na) potreban za proteolitiCko razaranje. Ovaj razli¢it
efekt se objasnjava Cinjenicom da se PIGF veze na
VEGFR-1/Flt-1 ali ne i na VEGF-2/KDR. Vezivanjem
PIGF na VEGFR-1/Flt-1 nastaje negranajuca angioge-
neza. VEGF 1 VEGFR-2/KDR su visoki u ranoj trudno-
¢i i njihova koncentracija se smanjuje trajanjem trudno-
¢e, dok PIGF i Flt-1 se povecavaju trajanjem trudnoce
(tablice 2 i 3). VEGF i VEGFR-2/KDR su ukljuceni u
prva dva tromjesecja trudnoce u nastajanju bogate gra-
najuce kapilarne mreze od mezenhimalne i nezrelih
resica, dok PIGF i VEGFR-1/Flt-1 su ukljuéeni u stva-
ranju dugih slabo granajucih terminalnih kapilara u tre-
¢em tromjesecju. VEGF stimulira ekstravazaciju teku-
¢ine 1 proteina, otpusta dusi¢ni oksid (NO).

Pravi protok krvi kroz intervilozni prostor se uspo-
stavlja izmedu 10.—12. tjedna trudnoce. Povecava se
pO, 1 dolazi do invazije trofoblasta i do promjena spiral-
nih arterija, $to dovodi do smanjenja otpora u placenti.
Visoka razina kisika dovodi do usporenja angiogeneze.

U trudnica s preeklampsijom oksigenacija majke je
uredna, ali zbog oSteéenja uteroplacentne cirkulacije
placenta i fetus su hipoksi¢ni. U tim uvjetima se pove-
¢ava VEGF, a smanjuje PIGF.

Ekspresija VEGF i VEGFR-2 najintenzivnija je ranoj
u trudno¢i, a pada kako trudnoca napreduje (20). Nase

istrazivanje je pokazalo viSe vrijednosti VEGF izmedu
27 —31 tjedna trudnoée u dijabeti¢nih trudnica u odnosu
na kontrolnu skupinu (16,871+,2121: 20,744+4,9631;
P <0,05).

Suprotno tome, ekspresija PIGF-a 1 topljivog
VEGFR-1 je veca prema terminu kako ucestalost ne-
granajuce angiogeneze raste (tablice 2 i 4) §to su doka-
zali 1 drugi autori (21,22). Za oba tipa granajuce angio-
geneze Cini se vjerojatnim da je regulacija pod utje-
cajem VEGF 1 njegovih receptora zajedno s Ang-1 i
Ang-2 i njihovim receptorom Tie-2 (Tek). Uloga PIGF
u granajucoj spram negranajuc¢e angiogeneze je nesi-
gurna.

Sekrecija sFlt-1 (sVEGF-1) povecava se u trudnoc¢i
prate¢i masu posteljice. Plodova voda sadrzi visoke
koncentracije sFlt-1, nepoznatog izvora, koji u normal-
nim uvjetima neutralizira VEGF i/ili PIGF koji difun-
diraju iz posteljice (23). U kulturi postelji¢nih stanica,
hipoksija potice sekreciju sVEGFR-1 (sFlt-1), a hiper-
oksija djeluje inhibitorno. Topljivi VEGFR-1 (sFlt-1) je
povisen u trudnica koja ée razviti preeklampsiju (24).

Razine VEGF su poviSene u DM-1 trudnica (tablica
3). Ovo zapazanje pojacava ideju da poveéane razine
VEGF pridonose poremecajima opazenima u tipa 1 di-
jabeti¢nim placentama. U GDM koji zahvaca kasniju
polovicu trudnoce, postedjevsi tako razvojne faze va-
skulogeneze i rane angiogeneze, slika je manje jasna
buduéi da postoje funkcionalni poremecaji te dokazi i
za 1 protiv pojacane angiogeneze (25). Istrazivanja uz
upotrebu trodimenzionalne tehnike vizualizacije izvije-
stila je o pojatanom longitudinalnom rastu fetopla-
centarnih krvnih Zila i pojacanoj granajucoj angiogene-
zi u GDM. Intolerancija glukoze kod GDM obi¢no je
blaga, no ona ipak znaci veéu ucestalost komplikacija
tijekom trudnoce i povecan perinatalni mortalitet i mor-
biditet novorodene djece. Rana ispitivanja placenti dija-
beti¢nih majki otkrila su da je postojala znacajno veca
povrsina za izmjenu izmedu majke i fetusa, s obzirom
na povrsinu perifernih resica i kapilara, te ve¢i volumen
meduviloznog prostora (26). Ove strukturne promjene
protumacene su kao uspjesna prilagodba metabolickim
poremecajima majke. Status permeabilnosti ovih krvnih
zila nije poznat.

Doplerska ispitivanja pokazala su da se fetalni vasku-
larni otpor smanjuje tijekom normalne trudnoce pri
¢emu kod kompliciranih trudno¢a moze do¢i do pore-
mecaja (27). Budu¢i da nema autonomne inervacije,
protok krvi u krvnim zilama je reguliran lokalnim vazo-
aktivnim spojevima i kombinacijom fizioloskih prila-
godbi (perfuzijskog tlaka i vaskularnog otpora) i ana-
tomskih promjena (u lumenu krvnih zila).

Istrazivanja na trudnicama s tipom 1 DM pokazala su
da do povecane fetoplacentarne angiogeneze moze doéi
i usprkos dobroj kontroli glikemije i razini glikozilira-
nog hemoglobina HbA,_ (28,29). DM je sindrom i, su-
kladno tome, ¢imbenici u pozadini hiperglikemije mogu
utjecati na vaskularne promjene koje vidimo, ukljucu-
juéi inzulinsku terapiju. Kroni¢na hipoksija moze biti
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djelomic¢no odgovorna za poveéanu angiogenezu i pre-
vladavanje krvnih zila uzrokovano VEGF-om §to je
nadeno u nasem istrazivanju (fablica 3). Hipoksija je
poznata kao jedan od uzroka lokalnog porasta VEGF-a,
u DM-1 nalazimo dokaz fetalne hipoksije. Prilagodbe u
placentarnom transportu kisika zahvacaju prvenstveno
fetalni kapilarni sustav. Osim toga, maj¢inski hemato-
krit je normalan, ali nalazimo poviSene fetalne hemato-
krite, koncentracije hemoglobina i razine eritropoeze.
Eritropoetin regulira eritropoezu tijekom fetalnog Zivo-
ta, a smanjen tlak kisika neposredan je podrazaj za nje-
govu produkciju. Sam eritropoetin posjeduje angiogena
svojstva.

Postoji djelomicna nesigurnost glede ekspresije an-
giogenih ¢imbenika rasta u DM-1 placenti. Janota i su-
radnici izvijestili su o izostanku razlika u razini ekspre-
sije mRNA VEGF-a, Ang-1, Ang-2, FGF-2 ili njihovih
receptora (30). Ipak, na razini proteina, pronadene su
razlike u VEGF-a, VEGF-R1, FGF-2 i FGF-R2. U maj-
¢inskom serumu trudnica s DM-1, razine PIGF-a ¢ine se
normalne. Morfoloski i molekulski nalazi sugeriraju da
u dijabetic¢nih trudnica do poveéane vaskulogeneze i an-
giogeneze moze doci nakon hiperglikemijskih epizoda
u ranim fazama trudnoce dok je tlak kisika nizak, a eks-
presija VEGF-a poveéana. Ovo bi bilo u skladu s povi-
Senim razinama VEGF-a i VEGFR-1 koje nalazimo u
vaskulogenezi. Nakon drugog tromjesecja trudnoce,
ucinak visoke glukoze mogao bi biti manji, budu¢i da
faza poviSene razine kisika i PIGF-a, zajedno sa sma-
njenom ekspresijom VEGF, dovode do negranajuce an-
giogeneze.

U¢inci dijabetesa vidljivi su na mnogim organskim
sustavima 1 ukljucuju krvozilne abnormalnosti retine i
bubrega, kao i fetusa i placente. Ipak, preporuca se
oprez prilikom ekstrapolacije dogadaja angiogeneze s
jednog organskog sustava na drugi, buduéi da odgovor
na dijabetes moze varirati medu pojedinim organima.
Pojacana angiogeneza dogada se u dijabeticnoj retino-
patiji i nefropatiji, dok do smanjenja angiogeneze dola-
zi kod embrionske vaskulopatije, nedovoljnog razvoja
kolaterala koronarnih arterija i smanjenog kapaciteta za
cijeljenje rana.

Inzulinu sli¢éni ¢imbenici rasta imaju znacajnu ulogu
u kontroli rasta i sazrijevanja kako fetusa tako i placen-
te. Snabdijevanje ploda putem placente osnovnim sup-
stratima kao S$to su kisik i prehrambene tvari s jedne
strane odreduje, izravno i neizravno, maksimum do
kojega fetus moze rasti, a s druge strane odrzava veé
formirana tkiva. Ograni¢ena prehrana majke takoder
mijenja i strukturu placente. Ograni¢ena prehrana maj-
ke smanjuje placentu, uslijed ¢ega dolazi do zaostajanja
u rastu ploda i smanjenog kapaciteta razmjene tvari.
Tablica 6. prikazuju srednje vrijednosti IGF-2 tijekom
trudnoce u istrazivanim skupinama. Vrijednosti su vise
u skupini trudnica s dijabetesom i povecavaju se tije-
kom trudnoce, ali nema statisticke znacajnosti. Vrijed-
nosti IGF-2 u trudnica s dijabetesom krecu se 334,213
do 598,04 pg/mL, a u zdravih trudnica od 280,517 do
537,17 pg/mL.
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Razina IGF-2 u umbilikalnoj veni trudnica s dijabe-
tesom je199,35 pg/ml, a u zdravih trudnica 168,2 pg/mL
i nema statisticke znacajnosti. Ovi nalazi u skladu su s
pretpostavkom da sistemski IGF-II u majci pospjesSuje
rast placente i diferencijaciju u prvoj polovici trudnoce
kada trofoblast prodire u deciduu. Julie Owens (31)
istrazivala je o razliCitim posljedicama placentarne
restrikcije na razinu fetalnog IGF-a i na rast fetusa. En-
dokrini odgovor fetusa na obilje supstrata u njegovu
okruzenju djelomi¢no odrazava djelovanje snabdjeve-
nosti supstratima na rast fetusa i njegov metabolizam.
Medu glavnim anabolickim hormonima zaduzenim za
rast in utero su i inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta (IGF),
inzulin i hormon tiroidne zlijezde, dok su glavni katabo-
licki hormoni kateholamini i kortizol.

Zakljuéci

Koncentracije PIGF-a progresivno rastu od pocetka
trudnoce do 31. tjedna trudnoce kada su nadene najvise
vrijednosti, a nakon toga dolazi do znacajnog pada.

Koncentracija PIGF-a u umbilikalnoj veni je znacaj-
no niza u odnosu na razinu PIGF-a seruma majke.

Koncentracije sVEGFR-1 rastu od 27-31 tjedana
trudno¢e do termina u obje skupine. Koncentracija
sVEGFR-1 je viSa u trudnica s dijabetesom u odnosu na
zdrave trudnice ali nije nadena znacajna razlika.

Koncentracije VEGF-a tijekom trudnoce su vise u
trudnica s dijabetesom u odnosu na zdrave trudnice.
Statisticki znakovita razlika izmedu istrazivanih skupi-
na je nadena izmedu 27-31 tjedana trudnoce i nepo-
sredno nakon porodaja.

Vrijednosti IGF-II su vise u skupini trudnica s dijabe-
tesom i povecavaju se tijekom trudnoce, ali nema stati-
sticke znacajnosti. Vrijednosti IGF-II u trudnica s dija-
betesom krecu se 334,21 pg/ml do 598,04 pg/mL, a u
zdarvih trudnica od 280,517 do 537,17 pg/mL.
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SumMARY. Vascular endothelial growth factor (VEGF), placental growth factor (PIGF), insulin-like growth factor
(IGF-1I) and soluble VEGEF-1 receptor all have direct effects on the growth and function of fetoplacental vessels. The aim
of the study was to determine the concentration of placental angiogenesis factors (VEGF, PIGF, IGF-II) and the soluble
VEGFR-1 or sFlt-1 receptor in healthy pregnant women and pregnant women with type-1 diabetes. Participants and
research method. The study included 42 pregnant women with type-1 diabetes (DM-1) and 34 healthy pregnant women
(control group). VEGF, PIGF, IGF-II and sVEGFR-1 (sFlt-1) were determined from maternal blood samples during
pregnancy as well as umbilical vein immediately after delivery. The results. PIGF and sVEGFR-1 levels were slightly
higher during pregnancy in DM-1 pregnant women, but no significant differences were found. The sVEGFR-1 / PIGF
ratios were low during pregnancy in both study groups (control group 9.6 and DM-1 1 9.4 between 16-20 weeks of
gestation and between 32-36 weeks of gestation: control group 4.6 and DM-1 1 3,7). The level of PIGF in the umbilical
vein is lower (control group median 29.6 and DM-1 median 27.2) relative to maternal PIGF serum level (control group
median 122.3 and DM-1 median 141.5). Conclusion. During pregnancy, there was a significant increase in PIGF and
VEGFR-1 in both study groups. The ratios between sVEGFR-1 / PIGF in both study groups were low during pregnancy
and did not predict the development of preeclampsia and IUGR. None of the pregnant women developed gestational
hypertension or preeclampsia.
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