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ZNACAJ ODREPIVANJA BAZICNOG CIMBENIKA RASTA FIBROBLASTA U URINU U
DIJAGNOSTICI, LIJECENJU I PRACENJU DJECE S INFANTILNIM HEMANGIOMIMA

ARNES RESIC!, JASNA OBULJEN?

Cilj: Primarni cilj ove studije bio je istraziti znacaj odredivanja bazicnog ¢imbenika rasta fibroblasta (bFGF) u urinu u razli-
¢itim fazama rasta infantilnih hemangioma (IH) u djece.

Materijali i metode: Provedena je studija istrazivanja parova (case-control study). Za potrebe istrazivane ciljne skupine kori-
Steni su uzorci od pedeset (N=50) djece s IH. Kontrolnu skupinu cinilo je stotinu (N=100) zdrave djece usporedive dobi i spola bez
IH i vaskularnih malformacija. Za potrebe ovog istrazivanja kontrolna skupina bila je podijeljena na fazu 1, koja je odgovarala
proliferaciji ispitivane skupine, i fazu 2, koja je odgovarala involuciji ispitivane skupine. Imunotest (ELISA) koristen je za odredi-

vanje urinskih vrijednosti bFGF-a.

Rezultati: Usporedba vrijednosti bFGF-a u fazama proliferacije i involucije u skupini bolesnika s IH nije pokazala statisticki
znacajnu razliku (p=0,893). U kontrolnoj skupini tijekom 1. faze znacajno vise ispitanika imalo je vrijednosti bFGF u urinu >0,31
u odnosu na 2. fazu (P=0,003). Mjereno u fazi proliferacije IH, odnosno u fazi I kontrole, u kontrolnoj skupini znacajno je vise
ispitanika imalo vrijednosti bFGF-a u urinu >0,31 (najniZa vrijednost koja je bila detektabilna na uredaju): 24,0% prema 4,0%;
P=0,008. Vrijednosti bFGF-a u urinu u fazi involucije IH u usporedbi izmedu ispitivane i kontrolne skupine (faza 2) nisu pokazala

statisticku znacajnu razliku (P=0,617).

Zakljucak: lako se smatra da rast IH nastaje pod utjecajem angiogenih cimbenika, ova studija nije pokazala znacaj i korisnost
odredivanja bFGF-a u urinu u dijagnostici, lijecenju i pracenju djece s IH.

Kljuéne rije¢i: ANGIOGENEZA, BAZICNI CIMBENIK RASTA FIBROBLASTA (bFGF), INFANTILNI HEMANGIOMI (IH)

Uvod

Infantilni hemangiomi (IH) najceséi
su benigni vaskularni tumori u djece, s
incidencijom 5 do 10% (1). Karakterizira
ih brzi rast u djetinjstvu (proliferacija)
i prestanak rasta nakon prve godine zi-
vota ili kasnije u djetinjstvu (involucija).
Patogeneza IH je jo§ nepoznata. Imu-
nohistokemijske studije potvrduju da su
IH vaskularnog endotelnog podrijetla.
Histoloske analize pokazuju da se radi o

'Klinika za djeéje bolesti Zagreb, Sveucilisni odjel
zdravstvenih studija, Sveuciliste u Splitu

*Klinika za djeéje bolesti Zagreb, Zavod za
laboratorijsku dijagnostiku, Odjel za medicinsku
biokemiju i hematologiju

Adresa za dopisivanje:

Doc. dr. sc. Arnes Resi¢, dr. med., spec. pedijatar,
uzi spec. pedijatrijske klinicke farmakologije i
toksikologije

10000 Zagreb, Gramaca 3b

E-mail: aresic@ozs.unist.hr

120

visokostani¢nim tumorima, sastavljenim
od neorganiziranih krvnih zila i nezrelih
endotelnih stanica koje su po morfolo-
giji 1 ekspresiji proteina sli¢ne fetalnim
endotelnim stanicama s moguénos$éu
diferencijacije (2). IH se takoder sastoje
od neendotelnih stanica, stromalnih sta-
nica koje pokazuju angiogene odgovore
i dendriti¢nih stanica koje su imunohi-
stokemijski usko povezane sa sustavom
mononuklearnih fagocita (3). U fazi ra-
sta IH naden je poveéan broj mastocita
duz krvnih zila, koje pokazuju ekspre-
siju ¢imbenika rasta fibroblasta (FGF) i
sposobne su za brzo, ali postupno oslo-
badanje Cimbenika rasta vaskularnog
endotela (VEGF). Stoga se smatra da
mastociti imaju vaznu ulogu koja uklju-
Cuje stimulaciju angiogeneze u fazi pro-
liferacije i inhibiciju angiogeneze u fazi
involucije, ali njihova to¢na uloga u rastu
hemangioma jo§ nije u potpunosti razjas-

njena (4-6). Koncept da su hemangiomi
ovisni o angiogenezi prvi je predlozio
Folkman, sugerirajuci da su tijekom ra-
zvoja pokretacki ¢imbenici angiogeneze
Cesto promjene mikrookolisa, a medu
njima hipoksija je jedan od najvaznijih
potentnih induktora angiogeneze (7-9).
Prema konceptu angiogeneze, rast ka-
pilara je fizioloski je reguliran lokalnim
¢imbenicima angiogeneze. Ta regulacija
se postize ravnotezom utjecaja inhibitora
angiogeneze (trombospondini i endosta-
tin) 1 stimulatorima angiogeneze (VEGF,
bFGF, angiopoectini). Endotelne stanice
u normalnom tkivu imaju niski mitotski
indeks koji se mjeri u godinama, medu-
tim neke endotelne stanice su u stanju
vrlo brzo proliferirati nakon $to dobiju
angiogeni signal ili nakon ozljede tki-
va (10). Upravo ta neravnoteza, izmedu
brzog otpustanja ¢imbenika stimulacije
angiogeneze iz ckstracelularnog ma-
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triksa i smanjena aktivnost ¢imbenika
inhibicije angiogeneze, ¢ini se da
vodi stimulaciji kapilarne proliferaci-
je kroz odredeno vremensko razdoblje.
Cimbenike angiogeneze dijelimo u dvije
glavne skupine: oni koji direktno djelu-
ju na vaskularni endotel stimulirajuci
ili inhibiraju¢i mitotsku aktivnost i oni
koji indirektno djeluju mobilizirajuéi
pomocnicke stanice (makrofage, ma-
stocite), na otpustanje stimulirajuc¢ih
ili inhibiraju¢ih Cimbenika. Teorija
ravnoteze primjenjiva je na tumorsku
angiogenezu kao i na ne-tumorske bole-
sti angiogeneze, karakterizirane trajnom
angiogenezom, kao $to su dijabeticka re-
tinopatija i retinopatija kod prematurusa
(11, 12). Kljuéno je identificirati koji su
to endogeni Cimbenici koji dovode do
neravnoteze 1 uzrokuju kako prolifera-
tivnu fazu rasta hemangioma, tako i one
koji dovode do ravnoteze uzrokujuci na-
stup involutivne faze hemangioma. Uz
hipoksiju i acidozu, najvazniji induktori
angiogeneze koji se povezuju uz rast he-
mangioma su VEGF i bFGF (13). Nalazi
imunohistokemijskih studija podupiru
Cinjenicu da su hipoksija i aktivacija
puta s induciraju¢im ¢imbenikom hipok-
sije (HIF-2a), te posljedi¢na prekomjerna
ekspresija VEGF-a i FGF-a, ukljuéeni u
patogenezu IH (7).

Bazi¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta
(bFGF), koji se jos naziva i ¢imbenik ra-
sta fibroblasta 2 (FGF-2) ili kako se prije
nazivao heparin-vezivni ¢imbenik rasta
2 (HBGF-2), najvise je proucavan mito-
geni protein u obitelji ¢imbenika rasta fi-
broblasta (FGF). Clanovi obitelji dijele u
35-60% identi¢ne sekvence aminokiseli-
na, ali samo kod kiselih i bazi¢nih FGF-
ova nedostaju signalni peptidi i izlucuju
ih alternativnim putem. I u citoplazmiiu
jezgri moze se naci 18 kDa FGF bazi¢na
izoforma, a takoder je i oblik koji se
izluCuje. Zalihe se vjerojatno nalaze
unutar stanice ili na stani¢noj povrsini
heparan sulfat proteoglikana (HSPG).
Transkripcija s alternativnih startnih
mjesta proizvodi 21-23 kDa oblik koji se
nalaze samo u jezgri. bFGF je sve prisut-
no izrazen. Medutim, poremecaj misjeg
bFGF gena daje relativno blage kardio-
vaskularne, skeletne i neuralne fenotipo-
ve, §to ukazuje na kompenzaciju ostalih
¢lanova FGF obitelji. Transgeni¢na pre-

tjerana ekspresija bFGF utjece na razvoj
i mineralizaciju kosti. Cetiri FGF-a (FGF
R) i njihove varijante pokazuju razlicito
vezanje FGF-a. bFGF preferirano veze
FGF Rlci2c s pikomolarnim afinitetom.
bFGF takoder ima i niz drugih vezujucih
partnera koji uskladuju osnovne aktivno-
sti FGF-a, ovisno o njihovim lokacijama
i koli¢inama. To ukljucuje heparin, inte-
grin avp3, topljiv FGF R1, FGF-vezujuci
protein, slobodne gangliozide, trombos-
pondine, pentraksin 3, fibrinogen, o2-
makroglobulin, ¢imbenik rasta trom-
bocita i trombocitni ¢imbenik-4, koji se
vezu s nanomolarnim afinitetom. Ove
molekule mogu djelovati kao ko-recep-
tori ili adhezijski partneri na stanica-
ma ili spremiStima u ekstracelularnom
matriksu. Vezanje bFGF na stani¢nu
povrsinu HSPG je posebno kriti¢no i
potrebno je za vezanje, dimerizaciju i
aktivaciju receptora tirozin kinaze (FGF
R). bFGF modulira procese angiogeneze,
zacjeljivanje rana, popravka tkiva, em-
brionalnog razvoja i diferencijacije srca,
kosti i mozga. Upreguliran je kao odgo-
vor na upalu preko medijatora kao $to su
TNF-a, IL-1beta, IL-2, PDGF (¢imbenik
rasta trombocita) i dusi¢ni oksid. Kod
mnogih tumora u ljudi dokazana je ek-
spresija FGF-a, §to moze biti povezano s
vaskularnos¢u tumora (14). U nekoliko
izvjesca proucavala se korisnost odredi-
vanja VEGF-a i bFGF-a za diferencija-
ciju IH od vaskularnih malformacija, sa
zakljuckom koji sugerira kako bi odredi-
vanje bilo korisno u razlikovanju jednog
od drugog klinickog entiteta (15, 16).

Primarni cilj bio je istraziti znacaj
odredivanja vrijednosti bFGF-a u urinu
u razli¢itim fazama rasta hemangioma u
djece. Sekundarni ciljevi bili su odrediti
vrijednosti bFGF-a u fazama proliferaci-
je 1 involucije IH-a, usporediti vrijedno-
sti bFGF-a u urinu u fazama proliferacije
i involucije IH-a s vrijednostima bFGF-a
u urinu u zdravoj kontrolnoj skupini dje-
ce usporedivih u smislu dobi i spola te
utvrditi korelaciju vrijednosti bFGF-a u
urinu u djece s IH s drugim klinickim
pokazateljima (dob i spol djeteta, tijek
trudnoce, invazivni prenatalni postupci,
prijevremeni porod, porodajna tezina,
klinicki nalazi solitarnih ili multiplih
hemangioma, lokalizacija hemangioma,
tip hemangioma, ekstrakutane manife-

stacije, komplikacije, povezanost s dru-
gim anomalijama i sindromima). Glavna
hipoteza istrazivanja bila je da su u fazi
proliferacije vrijednosti bFGF-a u urinu
vece u usporedbi s fazom involucije i
zdravom kontrolnom skupinom. U ko-
nacnici, cilj je bio 1 odgovoriti na pitanje
znacaja odredivanja bazi¢nog ¢imbenika
rasta fibroblasta u urinu u dijagnostici,
lijeCenju i pracenju djece s [H.

Ispitanici i metode

Za potrebe istrazivane ciljne skupine
koriSteni su uzorci pedeset (N=50) djece
s TH bez pridruzenih bolesti u razli¢itim
stadijima rasta hemangioma (faza pro-
liferacije 1 involucije), koja su pracena i
lijeCena u Klinici za djec¢je bolesti Za-
greb tijekom trogodiSnjeg razdoblja (1.
sijecnja 2013. - 31. prosinca 2015.). Kli-
nika za djecje bolesti Zagreb najvedi je
tercijarni centar u Republici Hrvatskoj u
koji se upucuju djeca iz cijele zemlje na
lijecenje infantilnih hemangioma. Dobni
raspon bio je od 0 do 18 godina, a bila su
ukljucena oba spola. Dijagnoza heman-
gioma postavljena je klinickim pregle-
dom. Kontrolnu skupinu ¢inilo je stotinu
(N=100) zdrave djece (50 za 1. fazu i 50
za 2. fazu), kod kojih je klini¢kim pregle-
dom iskljuceno postojanje IH i vaskular-
nih malformacija. Podskupine kontrolne
skupine (prva i druga faza od po 50 dje-
ce) odabrane su u odnosu na prolifera-
tivnu i involucijsku fazu ciljne skupine.
Skupine su sastavljene od kohorte paci-
jenata na takav nac¢in da budu usporedive
u smislu dobi i spola. Radilo se o studiji
istrazivanja parova (case-control study).
Informirani pristanak za sudjelovanje
u istrazivanju dali su roditelji. Nijedan
pacijent nije izgubljen tijekom studije. U
djece s IH nije radena biopsija. Uzimanje
urina obavljeno je rutinski u sklopu pre-
gleda djeteta. Za odredivanje bazi¢noga
¢imbenika rasta fibroblasta (bFGF) uzi-
malo se 20 ml urina, pri prvom pregle-
du u bolnici, kada su svi anamnesticki 1
klinicki pokazatelji djece s ITH detaljno
evaluirani, i drugi put, u pravilu nakon
godinu do dvije, na nekom od kontrolnih
pregleda, kada se utvrdilo da je heman-
giom u fazi involucije. Zdravim kontro-
lama, za koje se detaljnim anamnestic-
kim i klinickim pokazateljima utvrdilo
da nemaju ili nikada nisu imali IH ili
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vaskularnu malformaciju i nisu bolova-
li od tumorske bolesti, uzeto je takoder
20 mL urina tijekom hospitalizacije koja
se dogodila iz drugih razloga. Imunoke-
mijskom metodom (ELISA) odredila se
vrijednost bFGF-a u urinu. Od materi-
jala su koriSteni Quantikine HS Human
FGF basic Immunoassay - za kvantita-
tivno odredivanje humanoga bazi¢nog
C¢imbenika rasta fibroblasta u urinu i
Human FGF basic Controls - kontrola za
humani bazi¢ni ¢imbenik rasta fibrobla-
sta, tvrtke R&D Systems®, Minneapo-
lis, MN, SAD. Odredivanje vrijedno-
sti VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu
provelo se u Zavodu za laboratorijsku
dijagnostiku, Odjelu za medicinsku bio-
kemiju i hematologiju Klinike za djecje
bolesti Zagreb, 2x za djecu s hemangi-
omima (u proliferativnoj fazi i u fazi in-
volucije) i 1x za zdrave kontrole. Studiju
je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Klinike
za djecje bolesti Zagreb Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Hrvat-
ska (Reg. broj: 251-59-10106-23-111/135,
Klasa: 641-01/23-02/01, Datum odobre-
nja: 25. listopada 2012. godine)

Statisti¢ka analiza

Kategorijske varijable prikazane
su u obliku postotaka i apsolutnih fre-
kvencija. Razlike su analizirane Fishe-
rovim egzaktnim testom. Wilcoxonov
test analizirao je zavisne kontinuirane
varijable, a McNemarov test koristen je
za kategorijske vrijednosti. Kontinuirani
podaci prikazani su kao medijani (inter-
kvartilni rasponi) i aritmeticke sredine
(standardne devijacije). Razlike u kvan-
titativnim vrijednostima izmedu ispiti-
vane 1 kontrolne skupine analizirane su
Mann-Whitneyjevim U testom i prika-
zane su Box i Whiskerovim plotovima.
Provedena je multivarijatna regresijska
analiza, kako bi se odredio odnos razi-
na VEGF u serumu s drugim klinickim
pokazateljima. Analiza je provedena po-
mocu programskog paketa R® ver. 4.3.1
(R Foundation for Statistical Computing,
Bec, Austrija), s razinom statisticke zna-
¢ajnosti postavljenom na p <0,05.

Rezultati

Skupinu djece s IH cinilo je 36
(72%) djece Zenskog spola 1 14 (28%)
djece muskog spola (omjer 2,6:1). U kon-
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trolnu skupinu, za fazu proliferacije i za
fazu involucije ukljuceno je po 36 (72%)
djece zenskog spola i po 14 (28%) djece
muskog spola. Prosje¢na dob djece u fazi

proliferacije IH bila je 4,43+2,43 mjese-
ca, dok je prosjecna dob djece u kontrol-
noj skupini za prvu fazu bila 4,58+2,51
mjeseci (p=0,773). Prosje¢na dob djece u

Tablica 1.
Klinicke karakteristike ispitivane skupine pacijenata
N %

Ne 33 66,00%
Hemangiom u obitelji

Da 17 34,00%

Ne 42 84,00%
Invazivni prenatalni zahvati

Da 8 16,00%

Ne 40 80,00%
Prematuritet

Da 10 20,00%

Povrsinski 2 4,00%
Tip hemangioma Duboki 29 58,00%

Mijesani 19 38,00%

Segmentalni- lice 20 40,00%
Lokalizacija hemangioma Fokalni- ostalo 20 40,00%

Multipli 10 20,00%

Ne 45 90,00%
Ekstrakutane manifestacije

Da 5 10,00%

Ne 28 56,00%
Komplikacije

Da 22 44,00%

Nema 48 96,00%
Sindromi PHACE 1 2,00%

SACRAL 1 2,00%

Vitalna 16 32,00%
Indikacija za lijecenje

Kozmetska 34 68,00%

Samo propranol 18 36,00%
Terapija L .

P”roprar.lolol u kombinaciji s ostalim 3 64.00%

lijekovima

Ne 43 86,00%
Nuspojave

Da 7 14,00%

Ne 47 94,00%
Relaps

Da 3 6,00%

Potpuna involucija 37 74,00%

Proliferacija 0 0,00%
Ishod lijecenja

Bez promjene 1 2,00%

Involucija + rezidua 12 24,00%
Duljina lijecenja (mjeseci) Aritmeticka sredina + SD 19,11 10,82

Porodajna tezina (g)

Aritmeticka sredina + SD

3258,06 692,8
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Skupina: Pacijentl
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Udio (%)
8

8

Involucija

Proliferacija
Tip rasta

McNemarov test: P=1,000

Wilcoxonov test: P=0,893

FGF-U PROUIFERACUA FGF-U INVOLUCUA

Box i Whiskerov plot

itmeti Centil
N Antme'tléka sD Min Max entile
sredina 25. Medijan 75.
FGF-U PROLIFERACIJA 50 0,08 042 000 269 000 000 0,00
FGF-U INVOLUCIJA 50 0,08 049 000 342 000 000 0,00
z P
FGF-U INVOLUCIJA - FGF-U PROLIFERACIJA 0,135 0,893

Slika 1.

Usporedba bFGF-a izmedu faza proliferacije i involucije u skupini pacijenata

fazi involucije bila je 23,58+9,21 mjeseci,
dok je prosje¢na dob djece u kontrolnoj
skupini za drugu fazu bila 23,54+9,37
mjeseci (p=0,904). Prosje¢na porodajna
tezina bila je 3258,06+692,80 g. Prosjec-
no trajanje lijecenja bilo je 19,11£10,82
mjeseca.

Klinicke karakteristike bolesnika
s infantilnim hemangiomom prikazane
su u Tablici 1. Usporedbom vrijednosti
bFGF-a u urinu izmedu faza proliferacije
iinvolucije u skupini pacijenata s I[H nisu
zabiljezene statisticki znacajne razlike
(P=0,893) (Slika 1).

Skupina: Kontrola

FGF-U

o3
o3

Udio (%)

FGF-U, 1faza FGF-U, 2 faza
Tip rasta

McNemarov test: P=0,003

FGF-U, 1faza FGF-U, 2 faza

Box i Whiskerov plot

Aritmeti¢ka
sredina
FGF-U 1 faza 50 0,34
FGF-U 2 faza 50 0,01

Centile
25. Medijan 75.
0,93 0,00 4,88 0,00 0,00 0,11
0,05 0,00 0,34 0,00 0,00 0,00

SD Min Max

Wilcoxonov test: P=0,002

FGF-U, 1 faza - FGF-U, 2 faza

3,11 0,002

Slika 2.

Usporedba bFGF-a u urinu u dvije faze u kontrolnoj skupini

U kontrolnoj skupini, koja je za po-
trebe ovog istrazivanja bila podijeljena na
dvije skupine (faza 1, koja je odgovarala
proliferaciji ispitivane skupine, i faza 2,
koja je odgovarala involuciji ispitivane
skupine), znacajno viSe ispitanika ima
vrijednost bFGF u urinu >0,31 tijekom 1.
faze u odnosu na 2. fazu (P=0,003) (Sli-
ka 2.).

Vrijednosti bFGF-a u urinu u fazi
proliferativnog rasta i u fazi involucije
hemangioma kod djece i usporedba iz-
medu ispitivane i kontrolne skupine pri-
kazane su na Slici 3.

Analiziraju¢i vrijednosti bFGF-a u
urinu u fazi proliferacije IH, odnosno
u fazi 1 kontrole, u kontrolnoj skupini
znacajno je vise ispitanika imalo vri-
jednosti bFGF-a u urinu >0,31 (najniza
vrijednost koja je bila detektabilna na
uredaju): 24,0% prema 4,0%; P=0,008.
Vrijednosti bFGF-a u urinu u fazi invo-
lucije IH u usporedbi izmedu ispitivane i
kontrolne skupine (faza 2) nisu pokazale
statisticku znacajnu razliku (P=0,617)
(Slika 3).

Multivarijatni regresijski model ko-
jim se utvrduje odnos razina bFGF-a u
urinu u djece s hemangiomima u fazi pro-
liferacije 1 involucije s drugim klini¢kim
pokazateljima prikazan je u Tablici 2.

U fazi proliferacije model objasnjava
42% varijance zavisne varijable od svih
prediktorskih varijabli u modelu. Po-
rodajna masa je jedina varijabla koja se
znacajno izdvajala, a koja je s razinom
bFGF-a u urinu povezana negativno
(beta koeficijent=-0,39; P=0,037) kon-
trolirano na ucinak svih ostalih varijabli
u modelu.

U fazi involucije, model objasnjava
55% varijance zavisne varijable od svih
prediktorskih varijabli u modelu. Posto-
janje sindroma (PHACE - (P)osterior fos-
sa and other structural brain malformati-
ons; large (H)emangiomas of the face,
neck, and/or scalp; anatomical anomali-
es of the cerebral or cervical (A)rteries;
(C)ardiac anomalies / (C)oarctation of
the aorta; and (E)ye abnormalities, SA-
CRAL - spinal dysraphism, anogenital,
cutaneous, renal and urologic anomalies,
associated with an angioma of lumbosa-
cral localization) jedina je varijabla koja
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Pacyent Kontrola o Pacienti Kontrota
Skupina Skupina
Fisherov egzaktni test
Skupina P
Pacijenti Kontrola
N % N %
FGF-U <0,31 48 96,0% 38 76,0% 0,008
PROLIFERACIJA: 20,31 2 4,0% 12 24,0%
FGF-U <0,31 47 94,0% 49 98,0% 0,617
INVOLUCIJA: 20,31 3 6,0% 1 2,0%

Slika 3.

bFGF u proliferaciji i involuciji IH i usporedba ispitivane i kontrolne skupine

se znacajno izdvajala, a koja pozitivno
prediktira razinu bFGF-a u urinu (beta
koeficijent=0,60; P<0,001) kontrolirano
na ucinak svih ostalih varijabli u modelu.

Rasprava

Smatra se da je potencijalna uloga
bFGF-a u patofiziologiji hemangioma
vjerojatna (32). U najveem broju ra-
dova odredivana je vrijednost VEGF-a

u serumu i bFGF-a u serumu ili urinu
usporedujuci vrijednosti kod IH i vasku-
larnih malformacija, gdje se zakljuéivalo
o korisnosti odredivanja ovih ¢imbenika
urazlikovanju IH od vaskularnih malfor-
macija (16, 18, 19, 20). Studija Zhang i
sur. iz 2011. godine, koja je pored VEGF-
a ukljucila i odredivanje bFGF-a u urinu
u 364 razli¢itih vaskularnih anomalija
(146 hemangioma u fazi proliferaci-
je, 106 hemangioma, 112 vaskularnih
malformacija) i 440 slucajeva razli¢itih
vaskularnih anomalija (154 hemangioma
u fazi proliferacije, 148 hemangioma u
fazi involucije 1 138 vaskularnih malfor-
macija), potvrdila je da su serumske vri-
jednosti VEGF-a i vrijednosti bFGF-a u
urinu kod hemangioma u fazi prolifera-
cije bile znacajno vise od vrijednosti kod
hemangioma u fazi involucije, vasku-
larnih malformacija i zdravih kontrola
(p<0.01). Razlike serumskih vrijednosti
VEGF-a i vrijednosti bFGF-a u urinu u
involutivnoj fazi 1 serumskih vrijedno-
sti VEGF-a i vrijednosti bFGF-a u urinu
kod vaskularnih malformacija i zdravih
kontrola, nisu bile statisticki znacajne.
U zakljucku se navodi da je odredivanje
koncentracije VEGF-a u serumu i bFGF-
a u urinu korisno u razlikovanju IH od
vaskularnih malformacija (16).

Il;izgfljc;;z bFGF-a u fazi proliferacije i involucije s drugim klini¢kim pokazateljima
FGF PROLIFERACIJA FGF INVOLUCIJA

Standardizirani 95% interval Standardizirani 95% interval

koeficijenti ¢ pouzdanosti P koeficijenti ¢ pouzdanosti P

Beta Donji Gornji Beta Donji Gornji
Dob (mj) -0,02 -0,16 -0,06 0,05 0,871 0,22 1,64 -0,01 0,1 0,11
Spol -0,31 2,2 -0,55 -0,02 0,034 -0,16 -1,29 -0,44 0,1 0,206
iﬁﬁiﬁﬁm prenatalni 5 5 280 0,13 0,75 0,006  -0,06 20,52 -0,39 0,23 0,608
Prematuritet -0,27 -1,37 -0,71 0,14 0,178 -0,06 -0,34 -0,5 0,36 0,734
PM (g) -0,39 -2,16 0 0 0,037 -0,13 -0,79 0 0 0,434
Tip hemangioma -0,26 -1,85 -0,42 0,02 0,072 0,02 0,2 -0,2 0,24 0,846
ﬁ:;iﬁ;?g;i -0,07 205 0,19 0,11 0,619 0,09 0,76 -0.1 021 0.451
fnisgf;‘elz‘tl;zﬁz 0,09 049 -0,64 0,39 0,628 0,11 0,71 0,34 0,7 0,481
Komplikacije 0,15 0,98 -0,13 0,38 0,335 0,07 0,53 -0,19 0,32 0,603
Sindromi -0,09 -0,52 -0,92 0,55 0,608 0,6 4,01 0,73 2,21 <0,001
Terapija 0,05 0,33 -0,23 0,32 0,74 0 -0,03 -0,28 0,28 0,974
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U naSem radu odredivana je vrijed-
nost bFGF-a u urinu u djece s hemangi-
omima, ali je iskljucujuéi kriterij bio po-
stojanje vaskularnih malformacija, tako
da nije bilo pacijenata s vaskularnim
malformacijama ciji bi se nalazi uspore-
dili s nalazima djece s hemangiomima,
pa se zakljucak o korisnosti odredivanja
ovih ¢imbenika u razlikovanju IH od va-
skularnih malformacija nije niti mogao
donijeti.

U radu Przewratil i sur. 2010. god.
cilj istrazivanja bio je utvrditi periferne
(iz cirkulacije) i lokalne razine (iz he-
mangioma) serumskog bFGF u bolesni-
ka s TH i vaskularnim malformacijama
(21). Istrazivanje je ukljucilo 52 djece s
IH, 14 s vaskularnim malformacijama i
36 zdravih kontrola. Razine serumskog
bFGF analizirane su ELISA testom. U
urinu je bFGF odreden u 11 pacijenata s
IH. Rezultati su pokazali da su vrijedno-
sti serumske koncentracije bFGF u djece
s proliferativnim hemangiomima bile
manje nego u zdravih kontrolnih skupina
(p=0,03). Nije bilo povezanosti izmjere-
ne razine bFGF-a i veli¢ine hemangio-
ma, kao 1 dobi bolesnika. Lokalne razine
bFGF seruma u 29 djece s hemangiomi-
ma bile su viSe nego u perifernoj krvi
(p=0,022). Vrijednost bFGF-a u urinu u
pacijenata s IH nije se statisticki razli-
kovala od vrijednosti zdravih kontrola.
Zakljuceno je kako odredivanje razine
bFGF u serumu nije korisno u razlikova-
nju faza rasta IH i razlikovanja IH od va-
skularnih malformacija, sto je u skladu
sa zaklju€cima naseg istrazivanja vezano
uz korisnost odredivanja ovih ¢imbenika
u razlikovanju faza rasta IH. Rezultati
Przewratil i sur., koji su pokazali nize
vrijednosti bFGF-a u serumu u djece s
IH u odnosu na vrijednosti kod zdravih
kontrola, nisu ocekivani, odnosno mogli
bismo reci i da su proturjecni s pocetnom
hipotezom o povecanoj aktivnosti ovih
¢imbenika u pacijenata s IH (21).

I u naSem istrazivanju mjerene su
nize vrijednosti bFGF-a u djece s IH u
odnosu na vrijednost kod zdravih kon-
trola, ali je u nasem istrazivanju odreden
bFGF-a u urinu. Prema istrazivanju Pr-
zewratili sur., ¢ini se kako niti urinske
niti serumske vrijednosti bFGF-a ne
odrazavaju aktivnost ovog ¢imbenika u
tumoru. U istrazivanju su lokalne razine

bFGF seruma u 29 djece s IH bile vise
nego u perifernoj krvi (p=0,022). Auto-
ri su pretpostavili da bFGF ima jacu lo-
kalnu aktivnost u tkivu hemangioma, s
manjim uplivom i manjom aktivnosti u
cirkulaciji. Takoder, bFGF moze biti u
vezanoj formi s mukopolisaharidima i
heparinom, §to ga ¢ini manje dostupnim
za detekciju imunokemijskim testovima
(19, 21).

Studija Yang i sur. iz 2011. god.
istrazila je ulogu serumskog bFGF-a,
estradiola i bFGF-a u urinu u diferenci-
jaciji IH od vaskularnih malformacija.
Ukljuceno je 97 pacijenata s hemangi-
omima i 25 pacijenata s vaskularnim
malformacijama te 48 pacijenata s ras-
cjepom usnice i/ili nepca kao kontrole.
Nadene su statisticki znacajne razlike u
koncentraciji bFGF-a u serumu i urinu
izmedu gore navedenih skupina pacije-
nata (hemangiomi, vaskularne malfor-
macije, kontrole p=0.027, p=0.001).
Serumske vrijednosti estradiola su bile
znacajno vise u pacijenata s hemangio-
mima u odnosu na pacijente s vaskular-
nim malformacijama (p=0.001) i kontro-
la (p=0.001) (20).

Studija El-Raggal i sur. iz 2017. god.
takoder je istrazila ulogu odredivanja
VEGF-a u serumu i bFGF-a u serumu u
razlikovanju IH od vaskularnih malfor-
macija i njihov utjecaj na klinicki tijek
IH. Ukljuceno je 60 djece s razli¢itim
vaskularnim koznim promjenama podi-
jeljenih u tri skupine: IH u fazi prolifera-
cije (N=25), IH u fazi involucije (N=23),
vaskularne malformacije (N=12), a nala-
zi su usporedeni s 40 zdravih kontrola.
Serumske vrijednosti VEGF-a i FGF-a
bile se znacajno vise u svim skupinama u
odnosu na kontrolu (p<0.001). Obje sku-
pine pacijenata s IH (i u fazi proliferacije
iu fazi involucije) imale su znacajno vise
koncentracije u odnosu na pacijente s
vaskularnim malformacijama (p<0.05).
Ovi nalazi su komparabilni sa studijom
Zhang i sur. iz 2011. godine. Znacajno
nizi pad vrijednosti VEGF-a bio je u pa-
cijenata s hemangiomima koji su spon-
tano regredirali (N=11) u odnosu na pa-
cijente s IH koji su bili lije¢eni (N=37),
(p<0.5). Kod vrijednosti bFGF-a u seru-
mu nije nadena statisticki znacajna razli-
ka izmedu ove dvije skupine pacijenata
(p>0.05) (15, 16). U naSem istrazivanju,

usporedbom vrijednosti bFGF-a u uri-
nu izmedu faza proliferacije i involu-
cije u skupini pacijenata s IH, nije bilo
statisticki znacajnih razlika. Studija je
pokazala da nema statisticke znacajne
razlike u vrijednosti VEGF-a u serumu
i bFGF-a u serumu u fazi proliferacije 1
u fazi involucije hemangioma kod dje-
ce, Sto je u skladu s rezultatima nasSeg
istrazivanja. MiSljenje je autora da nema
koristi u odredivanju ovih ¢imbenika
kako bi se razlikovala faza rasta IH (pro-
liferacija ili involucija), §to su potvrdili i
rezultati naseg istrazivanja (15).

Ipak, vecina studija govori u prilog
jakoj povezanosti izmedu povecane tkiv-
ne ekspresije VEGF-a i bFGF-a u proli-
ferativnoj u odnosu na involutivihu fazu
IH te potvrduju njihovu ulogu u regula-
ciji angiogeneze kod IH (22, 23). VEGF
kao i bFGF pokazuje prekomjernu tkiv-
nu ekspresiju kod TH i njegova ekspre-
sija ostaje poviSena i tijekom rane faze
involucije TH, S$to ne mora imati korelat
u koncentraciji VEGF-a u serumu, odno-
sno bFGF-a u serumu ili urinu (24).

Przewratil i sur. 2009. god. istrazili
su VEGF i bFGF u serumu u djece s
hemangiomima i vaskularnim malfor-
macijama, kao alat u dijagnosticiranju
hemangioma i pracenju ovih pacijena-
ta (19). Ukljuceno je 22 djece s IH (13
u fazi proliferacije i 9 u fazi involucije),
5 djece s vaskularnim malformacijama i
25 djece zdravih kontrola. VEGF i bFGF
u serumu odredeni su imunohistoke-
mijskom metodom (ELISA). Serumske
koncentracije bFGF-a su bile niske i nije
bilo statisticki znacajne razlike izmedu
promatranih skupina, §to je u skladu s
nasim rezultatima koncentracija bFGF-a,
ali u nasem radu bFGF je bio odredivan
u urinu.

Rezultati naseg istrazivanja, u uspo-
redbi izmedu ispitivane i kontrolne sku-
pine, pokazuju da u fazi proliferativnog
rasta IH u usporedbi izmedu ispitivane i
kontrolne skupine, u kontrolnoj skupini
znacajno je vise ispitanika imalo vrijed-
nosti bFGF-a u urinu >0,31 (najniza vri-
jednost koja je bila detektabilna na ure-
daju): 24,0% prema 4,0%; P=0,008. Ra-
zina bFGF-a u urinu u fazi involucijskog
rasta hemangioma kod djece u usporedbi
izmedu ispitivane i kontrolne skupine
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nije pokazala statisticku znacajnu razli-
ku (P=0,617). Iako se radi o neinvazivnoj
i objektivnoj metodi mjerenja, prema re-
zultatima ovog istrazivanja, odredivanje
razine bFGF-a u urinu pomoc¢u trenutno
dostupnih laboratorijskih standarda nije
pokazalo ocekivanu vrijednost i znacaj
za potrebe klinicke prakse. Rezultati
drugih studija su razliciti, bez jasnog
i konac¢nog zakljucka, a Cesto su i kon-
tradiktorni, kao $to je slucaj i s ovom
studijom, u kojoj pocetna hipoteza kaze
da ¢ée u bolesnika s IH do¢i do poveéane
aktivnosti bFGF-a. Stoga ¢e biti potreb-
na daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila
konacna uloga bFGF-a u patogenezi IH.

Ogranicenje studije

Glavno ogranicenje ove studije je
mali uzorak bolesnika s IH, pa ¢ak i ako
postoje razlike u izmjerenim vrijedno-
stima, one teSko postizu statisticku zna-
¢ajnost. Kako bi se pratilo kretanje istih
parametara u prirodnom tijeku hemangi-
oma, ovim istrazivanjem, iz etickih ra-
zloga, nisu obuhvaceni pacijenti koji bi
bili samo "aktivno praceni" bez lijeCenja.
Standardizirani regresijski koeficijenti
nisu izracunati za kontrolnu skupinu, a
svakako bi mogli donijeti odredeni uvid
u povezanost s ciljnom skupinom i ra-
zinama bFGF-a u urinu. U ovoj studiji
iskljueni su bolesnici s vaskularnim
malformacijama; stoga nismo mogli us-
porediti rezultate s prethodnim studija-
ma koje su donosile zakljucke na temelju
vrijednosti promatranih parametara u
razlikovanju IH od vaskularnih malfor-
macija.

Zakljucak

U naSem istrazivanju nije potvrdena
hipoteza da ¢e djeca u fazi proliferacije
rasta hemangioma imati vece vrijednosti
bFGF-a u urinu u odnosu na djecu u fazi
involucije. Prema rezultatima ovog istra-
zivanja, mjerenje razine bFGF-a u urinu
nema znacaj u diferencijaciji i odrediva-
nju stadija rasta infantilnih hemangio-
ma te nema istu vrijednost kao klinicki
pregled i pracenje bolesnika. Vrijednosti
bFGF-a u urinu u fazama proliferacije i
involucije u djece s IH bile su neoceki-
vano nize u odnosu na rezultate za djecu
kontrolne skupine usporedive po dobi i
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spolu. Mjerenje razine bFGF-a u urinu
stoga nije relevantno za klinicko prace-
nje i odlucivanje o vremenu i potrebi te-
rapijskog postupka u djece s [H-om, od-
nosno ne preporuca se koristiti rezultate
vrijednosti bFGF-a u urinu kao osnovu
za donosenje odluke o dijagnostici, lije-
¢enju i pracenju IH-a. Klinicki pregled
i pracenje djece s hemangiomima ostaju
zlatni standard u dijagnostici, aktivnom
praéenju i lije¢enju djece s TH.
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SIGNIFICANCE OF DETERMINING URINARY BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR IN THE DIAGNOSIS,
TREATMENT AND FOLLOW-UP CHILDREN WITH INFANTILE HEMANGIOMAS

Arnes Resic, Jasna Obuljen

Objective: The primary objective of this study was to investigate the significance of determination of urinary basic fibroblast
growth factor (bFGF) at different stages of growth of infantile hemangiomas (IH) in children.

Materials and methods: A case-control study was conducted. For the purposes of the researched target group, samples of fifty
(N=50) children with IH were used. The control group consisted of one hundred (N=100) healthy children of comparable age and
gender without IH and vascular malformations. The control group was divided into phase 1, corresponding to the proliferation of
the examined group, and phase 2, corresponding to the involution of the examined group. An immunoassay (ELISA) was used to

determine urinary bFGF values.

Results: Comparison of bFGF values in the phases of proliferation and involution in the group of IH did not show a statistically
significant difference (p=0.893). In the control group during the Ist phase significantly more subjects had urinary bFGF values
>0.31 compared to the 2nd phase (P=0.003). In proliferation phase of IH, i.e. in phase 1 of the control, significantly more subjects in
the control group had urinary bFGF values >0.31 (the lowest value that was detectable on the device): 24.0% vs. 4.0% ; P=0.008.
The urinary bFGF level in the involution phase IH compared to the examined and control group did not show statistically signifi-

cant difference (P=0.617).

Conclusion: This study did not show the significance of the urinary bF GF determination in the diagnosis, treatment and follow-

up children with IH.
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