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1. UVOD

Hemangiomi su dobroc¢udni tumori gradeni od hiperplasti¢énog vaskularnoga endotela,
nepoznate su etiologije. Dojenacki hemangiomi (infantile hemangioma, IH) ili kako se
joS nazivaju hemangiomi dojenacke dobi (hemangioma of infancy, His) su najCeSci
dobrocudni tumori u djece, s incidencijom i do 10% (1). Nedavne ameri¢ke publikacije
izvjeScuju o incidenciji oko 4,5% (2). lako jasno benigni, viSe od 50% ih se nalazi u
podrucju lica i vrata, gdje svojim rastom i masom pokazuju tumorski karakter. Naj¢es¢e
su solitarni, dobro ograniceni, ali mogu zahvacati i ve¢a podrucja ili biti multipli.
Karakterizira ih ubrzani rast u fazi proliferacije (hiperplazija i hipertrofija) tijekom
dojenacCke dobi i usporavanje rasta u fazi regresije do potpune involucije u dobi od 2.
- 7. godine Zivota djeteta, ali to ne znacCi i nuzno nestajanje. Involuciju obiljeZzava
gubitak bioloSke aktivnosti uz promjenu strukture tkiva (fibrozno - masna). Stupan; i
Sirina involucije hemangioma znatno varira izmedu pogodene djece i teSko ga je
predvidjeti. VeCina hemangioma ne zahtijeva aktivno lijecenje, najceSce je dovoljno
.aktivno pracenje“. Procjenjuje se da je terapijski postupak za hemangiome u
dojenackoj dobi potreban u 10 - 20% slucajeva (3). Ovisno o lokalizaciji u proliferativnoj
fazi veliCina tumora moze poprimiti velike dimenzije, zahvacati vitalne strukture,
uzrokujuci funkcionalne poteSkoce, ugrozavajuci vid, disanje, onemogucavati
hranjenje te Ciniti veliki estetski problem i nagrdivanje. Naj¢eS¢a komplikacija je
ulceracija koja se javlja s incidencijom oko 16% (4). Involucija €esto nije pracena
pojavom normalne koze te oko polovina djece s hemangiomom ima trajne posljedice
kao Sto su oziljci, atrofija, teleangiektazije, diskoloracija ili suvisak koze. Hemangiomi
smjesteni lumbosakralno mogu biti udruzeni sa spinalnim disrafizmom ili drugim
udruzenim kongenitalnim anomalijama (PELVIS- perineal hemangioma, external
genital malformations, lipomyelomeningocele, vesicorenal abnormalities, imperforate
anus, and skin tag). Rjede, hemangiomi mogu biti udruzeni s anomalijama srediSnjeg
Ziv€anog sustava i drugih organa, kao Sto je PHACE(S) (sindrom-posterior fossa
abnormalities, hemangioma, arterial/aortic anomalies, cardiac anomalies, eye
abnormalities and sternum/supraumbilical raphe) (5). Stoga je pri kliniCkoj procjeni
vazno uzeti u obzir sve ove spoznaje te u indiciranim slu€ajevima uciniti kompletnu

obradu i odluciti se za ispravan terapijski postupak. Dijagnoza se postavlja na temelju



klinicke slike. Ne postoji univerzalno prihvacena laboratorijska metoda koja bi sluzila
za potvrdu dijagnoze i donoSenje odluke o nacinu lijeCenja dojenackih hemangioma.
Kad je terapijski postupak nuzan, procjena se Cini individualno na temelju dobi
pacijenta, faze rasta, lokalizacije, veliCine hemangioma, zahvacanja vitalnih struktura i

komplikacija.

1.1 Epidemiologija

Dojenacki hemangiomi su najcesc¢i benigni tumori dojencadi i djece, s pojavnos¢u 3 do
10% u populaciji dojenacke dobi (1). U€estaliji su medu djecom bijelaca, a najmanje
Cetiri puta CeS¢e se pojavljuju kod Zenske djece. Takoder su ucestaliji kod
prematurusa, u novorodencadi s malom porodnom tezinom te u majki €ija je trudnoca
komplicirana placentarnim anomalijama (6).

Kod rodenja uglavnom nisu prisutni, a najce$¢e se hemangiomi uo¢avaju tijekom prvih
par tjedana Zivota (4 - 6 tjedna). Zbog toga se teSko uoCe u rodiliStu i nisu
novorodencadi.

U terminske novorodenc¢adi incidencija je 1,1% do 2,6%, dok je incidencija u dojencadi
bijele rase izmedu 3. mjeseca i 1. godine 10 - 12% (7). Incidencija hemangioma u
prijevremeno rodene djece je veca, iznosi i do 30% (8). Ceséi su u bijelaca, a iako se
nalaze u do 10% srodnika u obitelji, hemangiomi se ne nasljeduju. Podatak da su
hemangiomi €eS¢i u blizanaca povezan je s prematuritetom i manjom porodnom
teZzinom kod multiplih gestacija.

Kod Zenskog spola su hemangiomi ¢eSci u odnosu na muski spol u omjeru 3:1 (9, 10).
Predominacija Zenskog spola je i ve¢a (90%) u djece koja imaju komplicirane
hemangiome (11) i u rjedim situacijama udruzenosti hemangioma sa strukturnim
anomalijama (12). U prijevremeno rodene novorodencadi odnos spola je 1:1 (13).
Jedno od mogucih objasnjenja je da je prematuritet ¢eS¢i u muskog spola.

U objavama autora Kaplan i sur., Burton i sur., Bauland i sur., povecana je uCestalost
hemangioma u djece kod zena koje su imale transcervikalnu biopsiju korionskih resica,
u odnosu na zene kod kojih je radena amniocenteza, ali i tu je visoka uCestalost

prematuriteta u takvim stanjima pridonoseci ¢imbenik (14-16).



Prema literature poznati rizicni Cimbenici za razvoj dojenackih hemangioma su:

Mala porodna tezina (uCestalost do 30% u novoroden€adi manje od 1,5 kg),
poodmakla zivotna dob majke, djevojcice, bijela rasa, prematuritet (25 - 29 tjedana),
multiple gestacije, placenta previja, preeklampsija, hipoksija te pozitivha obiteljska

anamneza na hemangiome (8, 17-19).

1.2 Patogeneza

Kroz stolje¢a se vjerovalo da su razlog nastanka hemangioma promjene u maj€inim
emocijama tijekom trudnoce, koje su se reflektirale na nerodeno dijete s pojavom
hemangioma u dojenackoj dobi. Virchow je davne 1863. god. bio prvi koji je pod
mikroskopom analizirao hemangiome i vjerovao da nastaju rastom krvnih Zila, a ne
pasivnom dilatacijom vec prisutnih krvnih prostora. Patogeneza hemangioma jos uvijek
nije poznata. Imunohistokemijske studije potvrduju vaskularno podrijetlo hemangioma.
HistoloSka analiza hemangioma ukazuje da se radi o visoko celularnim tumorima,
gradenim od disorganiziranih krvnih zila i nezrelih endotelnih stanica, koje su po svojoj
morfologiji i ekspresiji proteina sliCne fetalnim endotelnim stanicama s moguénosti
diferencijacije (20). Hemangiomi su gradeni i od velike populacije neendotelnih stanica,
stromalnih stanica koje pokazuju angiogeni odgovor i dendritiCkih stanica koje su
imunokemijski usko povezane s monocitno-makrofagnim sustavom (21). | u fazi
proliferacije i u fazi involucije nalazi se povec¢an broj mastocita duz krvnih Zila
hemangioma koji pokazuju ekspresiju Cimbenika rasta fibroblasta (FGF) i koji imaju
mogucnost brzog, ali i postupnog otpustanja vaskularnoga endotelnoga Cimbenika
rasta (VEGF). Stoga se smatra da mastociti imaju odredenu ulogu koja ukljuCuje
stimulaciju angiogeneze u fazi proliferacije i inhibiciju angiogeneze u fazi involucije, ali

njihova to¢na funkcija jos nije kod hemangioma u potpunosti poznata (22-24).



1.2.1 Angiogeneza i hemangiomi

Koncept da su hemangiomi ovisni o angiogenezi prvi je predlozio Folkman, sugerirajuci
da su tijekom razvoja, pokretacki Cimbenici angiogeneze Cesto promjene mikrookolisa,
a medu njima hipoksija je jedan od najvaznijih potentnih induktora angiogeneze (25-
27).

Prema konceptu angiogeneze, rast kapilara je fizioloSki je reguliran lokalnim
C¢imbenicima angiogeneze. Ta regulacija se postize ravnotezom utjecaja inhibitora
angiogeneze (trombospondini i endostatin) i stimulatorima angiogeneze (VEGF,
bazicni Cimbenik rasta fibroblasta - bFGF, angiopoetini). Endotelne stanice u
normalnom tkivu imaju niski mitotski indeks koji se mjeri u godinama, medutim neke
endotelne stanice su u stanju vrlo brzo proliferirati nakon Sto dobiju angiogeni signal ili
nakon ozljede tkiva (28). Upravo ta neravnoteza, izmedu brzog otpustanja €imbenika
stimulacije angiogeneze iz ekstracelularnog matriksa i smanjena aktivnost ¢imbenika
inhibicije angiogeneze, €ini se da vodi stimulaciji kapilarne proliferacije kroz odredeno
vremensko razdoblje. Cimbenike angiogeneze dijelimo u dvije glavne skupine: oni koji
koji indirektno djeluju mobilizirajui pomocnicke stanice (makrofage, mastocite), na
otpustanje stimulirajucih ili inhibirajucih ¢imbenika. Teorija ravnoteze primjenjiva je na
tumorsku angiogenezu (29, 30) kao i na ne-tumorske bolesti angiogeneze,
karakterizirane trajnom angiogenezom, kao $Sto su dijabetiCka retinopatija i retinopatija
kod prematurusa. Kljuéno je identificirati koji su to endogeni €imbenici koji dovode do
neravnoteze i uzrokuju kako proliferativnhu fazu rasta hemangioma, tako i oni koji
dovode do ravnoteZe uzrokujuci nastup involutivhe faze hemangioma.

Uz hipoksiju i acidozu, najvazniji induktori angiogeneze koji se povezuju uz rast
hemangioma su VEGF i bFGF (31). ZakljuCci imunohistokemijskih studija
Giatromanolaki i sur., govore u prilog €injenici da je aktivacija puta s induciraju¢im
C¢imbenikom hipoksije (HIF-2a) i posljediCna prejaka ekspresija VEGF-a u endotelnim
stanicama uklju€ena u patogenezu dojenackih hemangioma (32). Malo je literaturnih
podataka u kojima se izvjeStava o serumskim vrijednostima VGF-a u djece s
hemangiomima (33-36), a samo je jedno izvijes¢e u pacijenta s

hemangioendoteliomom (37). Smatra se da je potencijalna uloga VEGF-a u



patofiziologiji hemangioma vjerojatna. Do sada nema jasnog zakljuCka o korisnosti,
odnosno znacenju odredivanja ovih proangiogenih Cimbenika u klini¢koj praksi, u

pracenju i donoSenju odluke o lijeCenju djece s hemangiomima.

1.2.2 Vaskulogeneza i hemangiomi

Krvne zZile u postnatalnom razdoblju nastaju i vaskulogenezom iz mati¢nih stanica i
vaskularnih progenitorskih stanica (38). Radi se o razli€itom stanichom mehanizmu u
odnosu na angiogenezu, u kojem nove krvne Zile nastaju iz postojecih. Mnogi od gore
navedenih angiogenih ¢imbenika sudjeluju i u postnatalnoj vaskulogenezi, a posebice
je bitan VEGF. Pretpostavlja se da bi vaskulogeneza mogla biti primarni mehanizam
kojim se krvne Zzile formiraju u hemangiom, dok je rast novih krvnih zila iz postojecih u
hemangiom nuzan za integraciju novih hemangiomskih zila s cirkulacijom dojenceta
(39).

1.2.3 Zivotni ciklus hemangioma

Smatra se kako dojenacki hemangiomi nastaju kao rezultat disregulacije oba procesa,
angiogeneze i vaskulogeneze, ali Cimbenik koji inicira nastanak hemangioma jos uvijek
nije poznat.

Zivotni ciklus infantilnih hemangioma karakteriziraju tri faze promjene: prva faza
proliferacije, druga faza rane involucije i treCa faza kasne involucije.

U fazi proliferacije koja se dogada u prvoj godini Zivota, nepoznati stimulus potiCe
multipliciranje male skupine primitivnih stanica, za koje se smatra da su multipotentne
maticne stanice hemangioma. Povecava se celularnost endotela s formiranjem
sincicijske mase bez definirane vaskularne arhitekture. Tijekom te faze dogada se
nekontrolirana proliferacija endotelnih stanica, koje se organiziraju u nove kapilare.
Antitijela protiv stanicnih markera proliferacije kao Sto je Ki-67, pokazuju kako se

endotelne stanice dijele vrlo brzo (40, 41).



Tijekom faze rasta, endotelne i stanice intesticija pokazuju jaku ekspresiju ¢imbenika
proliferacije, Ki 67. CD31+ stanice endotela su klonalne i imaju ekspresiju odredenog
fenotipa: indoleamin 2,3 dioksigenaza (IDO), endotelni hijaluronanski receptor 1 limfnih
Zila (LYVE-1), merosin, receptor za kemokin tip 6 (CCR6), glukoza 1 transporter (GLUT
1), Lewis antigen (Ley), antigen FcRcll i CD15 (3-fucosyl-N-acetyl-lactosamine) (42,
43).

IDO i LYVE-1 su pozitivni u prvoj fazi rasta hemangioma, a kasnije postaju negativni,
kad maturacija dovede do nastanka normalnih endotelnih stanica s blazom
ekspresijom GLUT-1, Ley, FcRcll i merozina. Navedeni markeri su negativni u drugim
tumorima i vaskularnim malformacijama (44). Faza rasta je karakterizirana
intenzivnhom celularnom hiperplazijom, uglavhom zbog proliferacije endotela. Ta
proliferacija je pod stimulacijom proangiogenih Cimbenika kao S$to su vaskularni
endotelni Cimbenik rasta i bazi¢ni Cimbenik rasta fibroblasta (45, 46). U ovoj fazi IDO,
protein koji se takoder nalazi kod malignih tumora pokazuje jaku ekspresiju. Ovaj
protein katalizira razgradnju triptofana i inhibira funkciju T limfocita. Stoga se
pretpostavlja da IDO igra ulogu u usporavanju involucije hemangioma usporavajuci
odgovor citotoksi¢nih T stanica. Smatra se da su medijatori endotelnih prekursorskih
stanica VEGF-A, MMP-9, stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) i induciraju¢i Cimbenik
hipoksije-1 a (HIF-1a) prejako izrazeni tijjekom faze proliferacije. ZakljuCci
imunohistokemijskih studija govore u prilog da je aktivacija puta s induciraju¢im
Cimbenikom hipoksije-1 a (HIF-2a) i posljedicna prejaka ekspresija VEGF-a u
endotelnim stanicama uklju¢ena u patogenezu dojenackih hemangioma (32).
Tijekom faze proliferacije predominiraju endotelne stanice formirajuci sincicijalnu masu
bez definirane vaskularne arhitekture. Kasnije se organiziraju u strukture sli¢ne
kapilarama s viSeslojnim bazalnim membranama, ukljuujuc¢i endotelne stanice i
pericite. Nakon 3. godine zivota, kad nastupa faza involucije promjer krvnih zila postaje
uzi i krvne zile se zamjenjuju ostacima fibrozno-masnog tkiva. U fazi involucije, kod
endotelnih stanice dogada se ekspresija kaspaza koje su poznati marker apoptoze.
Kaspaze (cistein-asparaginske proteaze, cistein-aspartaze ili cistein-ovisne proteaze
usmjerene na aspartat) su obitelj proteaznih enzima koji igraju bitne uloge u
programiranoj smrti stanice (ukljuCujuc¢i apoptozu, nekrozu) i upalu. Dolazi i do

povecane ekspresije markera maturacije i aktivacije endotelnih stanica kao $to su



HLA-DR (Human Leukocyte Antigen — antigen D Related) i ICAM1 (Intercellular
Adhesion Molecule 1), poznat kao i CD54 (Cluster of Differentiation 54). Na izgled ne-
slu¢ajna distribucija i razlika u potencijalu rasta dojenackih hemangioma kod pojedine
djece, vjerojatno proizlaze iz kompleksne kombinacije genetske predispozicije,
disregulacije VEGF receptora i raznih ekoloSkih i lokalnih ¢imbenika, kao Sto su

nenormalna bazalna vaskularizacija i vanjska trauma (hipoksija) (47).

1.2.4 Angiogeni €imbenici rasta

Angiogeneza je slozen proces pod pozitivnom i negativnom kontrolom Eimbenika
rasta. Cimbenici rasta su $iroka kategorija endogenih molekula koje promidu
proliferaciju i/ ili diferencijaciju stanica. Pretpostavlja se da svi ¢imbenici rasta koji
induciraju neovaskularizaciju tako stimuliraju proliferaciju i migraciju endotelnih
stanica. Sposobnost Cimbenika rasta kao S$to su VEGF, FGF, cimbenik rasta
hepatocita (HGF), IGF-1 (Insulin-like growth factor-1) i ¢imbenici transkripcije kao Sto
je HIF-1, u povecanju brzine proliferacije endotelnih stanica dokazana je na nekoliko
Zivotinjskih modela. Proliferacija je uglavhom ograniCena na ishemijske zone, Cak i
nakon sistemske primjene ili aktivacije tih Cimbenika (48-52). Mehanizam koji
ograni¢ava njihovo djelovanje na ishemijska podrucja nije jasan. Angiopoietini su
podskup &imbenika rasta koji imaju ulogu u angiogenezi. Cini se da specifiéni
angiopoietini (angiopoietin-1) reguliraju prezivljavanje endotelnih stanica, kao i
interakcije s pericitima. Dodatno, sposobnost tkiva da reagira na angiogenu
signalizaciju moze se regulirati promjenama u sastavu ekstracelularnog matriksa,
ukljuCujuci ekspresiju enzima koji razgraduju matriks, kao $to su metaloproteinaze i
inhibitori tkivnih metaloproteinaza (TIMP) (53). U proliferativnoj fazi rasta dojenackih
hemangioma, imunohistokemijskim metodama su dokazana dva potentna angiogena
peptida, VEGF i FGF. Isto tako se Cini se da je koncentracija oba ¢imbenika rasta niza

u fazi involucije tumora (22, 23).



1.2.4.1 Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF)

VEGF je dominantni ¢imbenik rasta koji kontrolira angiogenezu. Jedan je od ¢lanova
VEGEF obitelji, koja takoder sadrzi VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, orf virus VEGF (VEGF-
E) i faktor rasta placente (PLGF). Prethodno je bio poznat pod nazivom vaskularni
permeabilni ¢imbenik (VPF). Radi se o potenthom medijatoru angiogeneze i
vaskulogeneze u fetusa, djece i odraslih (54-56).

Karakteriziran je prisutnoS¢u osam ocCuvanih cisteinskih ostataka u strukturi cistinskih
¢vorova i formiranju antiparalelnih disulfidnih povezanih dimera. Kod ljudi se nalaze
naizmjenicno povezane izoforme u duljini od 121, 145, 165, 183, 189 i 206
aminokiselina. Cini se da je VEGF165 najzastupljenija i moé¢na izoforma, a slijede
VEGF121 i VEGF189. Ekspresija VEGF-a prisutna je u brojnim stanicama i tkivima
ukljuCujuci skeletne i srane miSice, hepatocite, osteoblaste, neutrofile, makrofage,
keratinocite, smede masno tkivo, CD34 + matiCne stanice, endotelne stanice,
fibroblaste i stanice glatkih miSi¢a krvnih zila. Inducirana je hipoksijom i citokinima kao
Sto su interleukini: IL-1, IL-6, IL-8, onkostatin M i TNF-alfa (Tumor necrosis factor alfa).
VEGF dimeri veZu se na dva receptora tirozinske kinaze, VEGF R1 (takoder nazvane
Fit-1) i VEGF R2 (FIk-1/KDR) i induciraju njihovu homodimerizaciju i autofosforilaciju.
lako je afinitet vezanja VEGF-a veci za VEGF R1, Cini se da VEGF R2 predstavlja
primarni posrednik VEGF angiogene aktivnosti. VEGF165 takoder veze receptor
neuropilin-1, koji potice stvaranje kompleksa s VEGF R2 (56).

VEGF-A je najCeSce proucavan i farmakoloski ciljani ¢lan obitelji VEGF za patoloSku
angiogenezu. VEGF-A je proizveden nizom razliCitih tipova stanica (npr. razliCitih
epitelnih linija, upalnih i hematopoetskih stanica, samih endotelnih stanica), djeluje
selektivno na vaskularne endotelne stanice i sposoban je stimulirati angiogenezu in
vitro i in vivo. Kao takav, €ini se da igra aktivhu ulogu u indukciji, odrzavanju i rastu
vaskularnih endotelnih stanica. Ima izravni ucinak na: stimulaciju endotelne
mitogeneze, promicanje prezivljavanja endotela, kontrolu vaskularne propusnosti,
povecCanu ekspresiju aktivatora tkivnog plazminogena, aktivatora plazminogena
urokinaze, kolagenaza i metaloproteinaza stanicnog matriksa, kao i degradaciju ECM-
a, Sto je potrebno za migraciju endotelnih stanica (57). Kod embrija bez jednog od dva

VEGEF alela, mutacija je smrtonosna u ranoj trudnodi, zbog oSte¢ene angiogeneze (58).



Ekspresija VEGF je regulirana hipoksijom putem mehanizma povratne sprege kod
smanjene oksidacije tkiva, kroz promociju formiranja novih krvnih Zila. Regulaciju
ekspresije VEGF hipoksijom posreduje obitelj hipoksijom induciranih transkripcijskih
Cimbenika (HIFs), koji povecavaju transkripciju VEGF gena. Osim toga, hipoksija
takoder povecava razine VEGF stabilizacijom VEGF glasnicke RNA (mRNA) (59).
Citokini kao sto je epidermalni Cimbenik rasta (EGF) i transformirajuci Cimbenik rasta
beta (TGF-beta) kao i drugi utjecaji, takoder mogu povecati ekspresiju VEGF pomocu
brojnih razli€itih mehanizama. Obrnuto, antiangiogeno (i antitumorsko) svojstvo ima
interferon alfa inhibicijom transkripcije VEGF gena (60).

VEGF je najpoznatiji po svojoj ulozi u vaskulogenezi. Tijekom embriogeneze, VEGF
regulira proliferaciju, migraciju i prezivljavanje endotelnih stanica ¢ime regulira gusto¢u
i veliCinu krvnih Zila. VEGF potiCe i stvaranje kostiju kroz regrutiranje osteoblasta i
hondroblasta, a takoder kemotaksijom usmjerava monocite. Nakon rodenja, VEGF
odrzava integritet endotelnih stanica i snazan je mitogen za mikro- i makrovaskularne
endotelne stanice. U odraslih osoba, VEGF sudjeluje uglavhom u zacjeljivanju rana i
reproduktivnom ciklusu Zena (56). U tkivima koja su zahvacena boleSc¢u, VEGF poti¢e
vaskularnu propusnost. Stoga se smatra da doprinosi metastaziranju tumora
promicanjem ekstravazacije i tumorske angiogeneze (61). Cirkulirajuce razine VEGF
koreliraju s aktivnoS¢u bolesti u autoimunim bolestima kao Sto su reumatoidni artritis,
multipla skleroza i sistemski lupus eritematodes (62).

Smatra se da je potencijalna uloga VEGF-a u patofiziologiji hemangioma vjerojatna.
Do sada nema jasnog zaklju€ka o korisnosti odredivanja ovih proangiogenih Cimbenika
u klinickoj praksi, u pracenju i donosenju odluke o lije€enju djece s hemangiomima (33-
36).



1.2.4.2 Baziéni €¢imbenik rasta fibroblasta (bFGF)

Bazicni Cimbenik rasta fibroblasta (bFGF), koji se joS naziva i Cimbenik rasta fibroblasta
2 (FGF-2) ili kako se prije nazivao heparin-vezivni ¢imbenik rasta 2 (HBGF-2), najvise
je prougavan mitogeni protein u obitelji ¢imbenika rasta fibroblasta (FGF). Clanovi
obitelji dijele u 35-60% identicne sekvence aminokiselina, ali samo kod kiselih i
bazicnih FGF-ova nedostaju signalni peptidi i izlu€uju ih alternativnim putem. | u
citoplazmi i u 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 prisutno izrazen.
Medutim, poremecaj miSjeg bFGF gena daje relativnho blage kardiovaskularne,
skeletne i neuralne fenotipove, Sto ukazuje na kompenzaciju ostalih ¢lanova FGF
obitelji. Transgeni¢na pretjerana ekspresija bFGF utjeCe na razvoj i mineralizaciju
kosti. Cetiri FGF (FGF R) i njihove varijante pokazuju razli¢ito vezanje FGF. bFGF
preferirano veZze FGF R1ci 2c s pikomolarnim afinitetom. bFGF takoder ima i niz drugih
vezujuCih partnera koji uskladuju osnovne aktivhosti FGF-a, ovisno o njihovim
lokacijama i kolicinama. To ukljuCuje heparin, integrin avp3, topljiv FGF R1, FGF-
vezujuci protein, slobodne gangliozide, trombospondine, pentraksin 3, fibrinogen, a2-
makroglobulin, ¢imbenik rasta trombocita i trombocitni ¢imbenik-4, koji se vezu s
nanomolarnim afinitetom. Ove molekule mogu djelovati kao ko-receptori ili adhezijski
partneri na stanicama ili spremistima u ECM-u. Vezanje bFGF na stani¢nu povrsinu
HSPG je posebno kriticno i potrebno je za vezanje, dimerizaciju i aktivaciju receptora
tirozin kinaze (FGF R). bFGF modulira procese angiogeneze, zacjeljivanje rana,
popravka tkiva, embrionalnog razvoja i diferencijacije srca, kosti i mozga. Upreguliran
je kao odgovor na upalu preko medijatora kao sto su TNF-a, IL-1beta, IL-2, PDGF
(C¢imbenik rasta trombocita) i dusicni oksid. Kod mnogih tumora u ljudi dokazana je
ekspresija FGF-a, Sto moze biti povezano s vaskularnoS¢u tumora (63). U nekoliko
izvjeScCa prouCavala se korisnost odredivanja VEGF-a i bF GF-a za diferencijaciju IH od
vaskularnih malformacija, sa zakljuckom koji sugerira kako bi odredivanje bilo korisno

u razlikovanju jednog od drugog klinickog entiteta (64, 65).
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1.2.4.3 Stanicni izvor VEGF-a i bFGF-a kod hemangioma

Stanicni izvor/i VEGF-a i bFGF-a istraZivani su u brojnim studijama. Smatra se da su
direktni izvori VEGF-a i bF GF-a makrofagi ili mastociti te trombociti koji su odliCan izvor
angiogenih ¢imbenika u tumorskoj angogenezi (66).

Berard i sur. 1997. god. su dokazali in vitro produkciju VEGF-A iz stromalnih stanica
hemangioma (21). Nasuprot tome, endotelne stanice izolirane iz hemangioma imale
su nisku ekspresiju VEGF-a (odredivano Northern blot metodom), kvantitavnim
realtime PCR i imunohistokemijskom metodom (ELISA). Hemangiomske
multipotentne mati¢ne stanice (HemSCs) imaju visoku ekspresiju i sekreciju VEGF-A.
Lokalizacija VEGF-A pozitivnih stanica imunofluorecencijom, dokazuje stromalne
stanice kao izvor VEGF-A (67).

1.3 Klasifikacija vaskularnih anomalija

Medunarodno drustvo za prou€avanje vaskularnih anomalija (International Society for
the study of Vascular Anomalies, ISSVA) je 1996. godine, a potom 2014. godine,
klasificiralo vaskularne anomalije u dvije skupine: vaskularne malformacije i vaskularne
tumore (68).

1.3.1 Vaskularne malformacije

Vaskularne malformacije nastaju kao posljedica poremecaja u morfogenezi krvnih Zila
i prisutne su od rodenja. Ako se opaza rast vaskularnih malformacija, on prati rast
djeteta ili rasta uopce nema. Promjene boje vaskularnih malformacija ¢esto su odraz
stanja hidrostatskog tlaka u krvnim Zzilama, odnosno posljedica strujanja krvi (brzini
protoka), kod razliCitih malformacija, u stanju aktivnosti ili mirovanja te razlike u
promjeni vanjske temperature (toplo-hladno). Prema brzini protoka dijele se na:

vaskularne malformacije sporog protoka (kapilarne, venske, limfatiCcke, mijeSane) i
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vaskularne malformacije brzog protoka (arterijske, arterijsko-venske, arterijsko-venske

fistule, mijeSane).

Prema ISSVA Klasifikaciji iz 2014. godine vaskularne malformacije dijele se na:

1.

Jednostavne vaskularne malformacije:

kapilarne,

limfaticke,

venske,

arteriovenske malformacije,

arteriovenska fistula.

. MijeSane vaskularne malformacije:

kapilarno-venozne (CVM),
kapilarno-limfaticke (CLM),
kapilarno-arteriovenozne (CAVM),
limfaticko-venozne (LVM),
kapilarno-limfaticko-venozne (CLVM),
kapilarno-limfatiCko-arteriovenozne (CLAVM),
kapilarno-venozno-arteriovenozne (CVAVM),

kapilarno-limfaticno-venozno-arteriovenozne malformacije (CLVAVM).

3. Anomalije velikih krvnih zila

4. Vaskularne malformacije udruzene s drugim anomalijama

Klippel-Trenaunay sindrom

Parkes Weber sindrom

Servelle-Martorell sindrom

Sturge-Weber sindrom

Maffucci sindrom

CLOVES sindrom (Congenital, Lipomatous, Overgrowth, Vascular
Malformations, Epidermal Nevi and Spinal/Skeletal Anomalies and/or
Scoliosis)

Proteus sindrom

Bannayan-Riley-Ruvalcaba sindrom
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Za razliku od IH, vaskularne malformacije imunohistokemijski ne pokazuju ekspresiju
GLUT-1. Farmakoterapija nije indicirana u lijecenju vecine vaskularnih malformacija.
Terapijski izbor su kirurski postupci, terapija laserom, embolizacija i sklerozacija.

Ukoliko se ne lijeCe gotovo uvijek su vidljive kroz cijeli Zivot.

S

" 4

/

Slika 1. Vaskularna malformacija kapilarnog tipa na lijevoj strani lica

(fotografirano uz dopustenje majke)

1.3.2 Vaskularni tumori
Prema ISSVA klasifikaciji od 2014. godine, vaskularni tumori se dijele:

1. Benigni:
- dojenacki hemangiomi
- kongenitalni hemangiomi-brzo involuirajuci (RICH) neinvoluirajuéi (NICH),
djelomicno involuirajuci (PICH)
- resiCasti angiomi,
- hemangiomi vretenastih stanica,
- piogeni granulomi (poznat kao lobularni kapilarni hemangiom)

- ostali
2. Lokalno agresivni (granicni):

- kaposiformni hemangioendoteliom

- retiformni hemangioendoteliom
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- papilarni intralimfaticni angioendoteliom (PILA)
- Dabska tumor

- mijeSani hemangioendoteliom

- Kaposijev sarkom

- ostali
3. Maligni:
- epiteloidni hemangioendoteliom

- angiosarkom (68).

IH su naj¢es¢i dobrocudni tumori u djece. Tablica 1. Prikazuje najcesce razlike izmedu

IH i vaskularnih malformacija

Tablica 1. Razlike izmedu dojenackih hemangioma i vaskularnih malformacija

Dojenacki hemangiomi (IH) Vaskularne malformacije (VM)

Hiperplazija endotela Dismorfogeneza

Kod rodenja odsutni ili sitni Prisutne od rodenja

Brzi rast tijekom rane dojenacke dobi Rast prati rast djeteta ili nema rasta

GLUT1 + GLUT1 —

Dobar odgovor na farmakoterapiju Nema odgovora na farmakoterapiju
Involucija u djetinjstvu Zauvijek prisutne

Th: farmakoterapija, kirurgija, laser Th: laser, kirurgija, embolizacija, sklerozacija

U klasifikaciji ISSVA 2014. god. naglasena je vaznost istrazivanja ekspresije GLUT1
kod biopsije vaskularnih anomalija, koja razlikuje IH unutar vaskularnih anomalija.
GLUT1 je specifican marker za IH (68).

Poznavajuéi gore navedene razlike, u vecini slu€ajeva dijagnoza se moZe postaviti na

temelju anamneze i kliniCke slike, samo klinickim pregledom.
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Slika 2. Dojenacki hemangiom cela (fotografirano uz dopustenje majke)

U dvojbenim slu€ajevima od koristi su dodatne slikovne radioloSke pretrage: ultrazvuk

s kolor doplerom i magnetska rezonanca s prikazom krvnih Zila.

1.4 Klinicka slika dojenackih hemangioma

Karakteristike rasta IH su ovisne o dobi djeteta i fazi IH.

1.4.1 Prekursorske lezije

Kod rodenja su IH odsutni ili prisutni kao prekursorske lezije koje se mogu naci kao
teleangiektazije, blijeda diskoloracija koZe, hipopigmentacija ili makula slicna
hematomu (69). Studija Tollefsona i sur., gdje su se ocjenjivale fotografije novorodene
djece od prvog dana Zivota, pokazala je vidljive prekursorske lezije u 65% slu€ajeva
koje nisu bile ocite roditeljima, a postale su vidljive unutar 1 - 2 tjedna Zivota (70).
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1.4.2 Podjela dojenackih hemangioma prema tipu

Prema tipu IH se dijele na: povrsinski, duboki i mijeSani tip hemangioma.
Povrsinski tip hemangioma nalazi se u gornjem dermisu i obi€no se pojavljuju kao jarke

crvene lezije, zaobljene crvene papule ili noduli ili neravni plakovi (slika 3).

Duboki infantilni hemangiomi se proteZzu u duboki dermis i masno tkivo, a mogu se
vidjeti kao plavi noduli koji prosijavaju kroz kozu nejasnih granica, glatke povrsine, s
porastom 2 - 3 mjeseca nakon rodenja (slika 4).

MijeSani tip hemangioma ima znacajke i povrsinskih i dubokih hemangioma, uglavnom
su vidljivi kao crvena ploha koja prekriva plavi€asti nodul (slika 5).

Slika 3. Slika 4. Slika 5.
Povrsinski segmentalni Duboki hemangiom desne MijeSani tip hemangioma
hemangiom lica* strane Cela* na vlasistu*

*(fotografirano uz dopustenje majke)
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Prema morfoloSkom podtipu IH se dijele na (18):
- Lokalizirani (fokalni) tip (67%), (slika 6)
- Segmentalni tip (13%), (slika 7)
- Neodredeni (16,5%), (slika 8)
- Multifokalni (3,5%), (slika 9)

Slika 6. Lokalizirani (fokalni) tip hemangioma*
*(fotografirano uz dopustenje roditelja)

Slika 7. Segmentalni tip hemangioma*

*(fotografirano uz dopustenje roditelja)
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Slika 8. Neodredeni tip hemangioma*
*(fotografirano uz dopustenje roditelja)

Slika 9. Multifokalni tip hemangioma*

*(fotografirano uz dopustenje roditelja)
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Prema vremenu nastanka hemangiomi se dijele na (slika 10):
- Kongenitalne hemangiome koji ¢ine do 3% svih hemangioma (RICH, NICH, PICH)

- Klasi¢ne dojenacke hemangiome 97% svih hemangioma (68).
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Slika 10. Preuzeto i prilagodeno iz: Growth curves for rapidly involuting
hemangioma (RICH), non-involuting hemangioma (NICH) and infantile
hemangioma (IH). Mulliken i Enjolras. J Am Acad Dermatol 2004; 50: 876.

1.4.3 Faze razvoja dojenac¢kih hemangioma

Nakon latentnog razdoblja od 1 - 3 tjedna, hemangiomi pocinju fazu proliferacije.
Prirodni tijek IH je sli¢an i za terminsku i za prijevremeno rodenu djecu. U proliferativnoj
fazi karakterizira ih rast koji nije linearan. NajceS¢e dolazi do brzog rasta tijekom prvih
3 mjeseca zivota, posebice izmedu 5. i 8. tjedna Zivota i oko 80% njihovog apsolutnog
rasta zavrSava do dobi od 3 - 4 mjeseca (3). Segmentalni IH i duboki IH mogu nastauviti
rast do 9. ili 12. mjeseca zivota, a u rijetkim sluajevima i do 24. mjeseca (71). U
proliferativnoj fazi IH postaju tvrdi i slabo kompresibilni. PovrSinski hemangiomi postaju
intenzivno crvene boje, a duboki imaju jako plavicasto prosijavanje u smislu otekline ili
Cvori¢a uz ponekad i nekontroliran rast koji moze zahvatiti vitalne strukture ili raditi
bitno estetsko nagrdivanje. Ovisno o tipu i lokalizaciji hemangioma, dobi djeteta, brzini
rasta, dolazi i do razvoja moguéih komplikacija. Proliferativna faza rasta je
karakterizirana i prisutnosScu Ki 67 (Cimbenika proliferacije) i pove¢anom ekspresijom
VEGF-a i bFGF-a. Nakon 12 mjeseci zivota najCeSce slijedi razdoblje relativne

stabilizacije rasta, gdje je klinicko stanje uglavhom nepromijenjeno, ali se viSe ne
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opaZza rast hemangioma kao $to je bilo u fazi proliferacije. Na fazu stabilizacije (platoa)
nastavlja se faza rane (2.- 5. godina Zivota), a potom i kasne involucije koja moze trajati
razli€ito, vise mjeseci, pa i godina (5 -10 godina). Zaustavljanje rasta, promjena boje,
volumena i konzistencije, oznaCava prestanak faze proliferacije i poCetak rane faze
involucije. Vidljiva je promjena boje hemangioma iz jarko crvene u zagasito crvenu, a
potom sivu, sa svjetlijim arealima koji se pocinju javljati u srediSnjem dijelu
hemangioma i koji se postupno Sire prema rubovima. Konzistencije tumora postaje
meksSa, lokalno je prisutna manja toplina nego u fazi rasta, a s vremenom dolazi i do
smanjenja volumena. U nekim slu€ajevima kod mijeSanih hemangioma, faza
proliferacije i involucije se moze i preklapati, kad dolazi do regresije povrsinske
(crvene) komponentne hemangioma, ali se i dalje opaza rast duboke komponenta
hemangioma. Ipak, u vecini slucaja regresija je najcesSce dovrSena do 4. godine Zivota
(slika 11). Kod dubokih hemangioma potpuna involucija moze potrajati i puno dulje i
do 8. - 10. godine Zivota. Kod nelijeCenih IH ostatne lezije su vidljive u 70% slucajeva,
prvenstveno kao teleangiektazije, viSak fibrozno-masnog tkiva i suvisak kozZe koja je
izgubila normalni elasticitet na mjestu prethodno prisutnog hemangioma. Na mjestu
hemangioma moze se josS vidjeti i atrofija koze, ostatno crvenilo, ali i hipopigmentacija.

Prethodno prisutna ulceracija uvijek kasnije dovodi do pojave oziljka (72).
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Slika 11. Preuzeto i prilagodeno iz: C Léauté-Labréze et al. Lancet. 2017; 390:86.

Fig 2. Characteristic growth behaviour of infantile haemangiomas (47).
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1.4.4 Dijagnoza

Dijagnoza IH se postavlja na temelju anamneze i kliniCke slike, a najéesce je dovoljan
kliniCki pregled. U nekim dvojbenim situacijama ili kod udruzenosti hemangioma u
sindrome, koriste se i druge dijagnosticke metode.

Ultrazvuk s kolor doplerom Kkoristi se u objektiviziranju tumorske mase kod dubokih
hemangioma (dubina i veli€ina), multifokalnih i hemangioma u jetri (broj i veli€ina),
hemangioma lumbosakralne regije (udruZenost s urogenitalnim anomalijama i
isklju€enju spinalnog disrafizma - SACRAL sindrom) te u diferencijalnoj dijagnozi
prema vaskularnim malformacijama.

Ehokardiografija se koristi kod velikih i mutlifokalnih hemangioma, PHACE sindroma i
hemangioma lumbosakralne regije, kako bi se iskljucile anomalije aorte, srca i sr€ana
insuficijencija.

Magnetska rezonanca s prikazom krvnih Zila mozga kod segmentalnih hemangioma
ima zadatak iskljuCiti intrakranijske, cerebrovaskularne anomalije i anomalije
kraljeznice.

Oftalmoloski pregled uobi€ajeno se Cini kod periokularnih hemangioma i PHACE
sindroma kako bi se isklju€ila ambliopija i pridruzene anomalije.

Testovi zgruSavanja (veliki koagulogram i d-dimeri) obavezni su kod multifokalnih
hemangioma jetre kako bi se iskljuCila diseminirana intravaskularna koagulacija,
odnosno potrosna koagulopatija.

Zbog moguce udruzenosti velikin i multifokalnih hemangioma sa sekundarnom

hipotireozom kontrolira se TSH (tiroideja stimuliraju¢i hormon) (47).

1.4.5 Komplikacije

Kod procjene rizika za razvoj komplikacija, treba uzeti u obzir dob djeteta, veli€inu i
lokaciju i podtip hemangioma (segmentalni, fokalni, multifokalni). lako su segmentalni
hemangiomi u pravilu veéi od fokalnih, bez obzira na veli€inu, predstavljaju neovisan
¢imbenik rizika za razvoj komplikacija i potrebe za lijeCenjem. U prospektivnoj studiji

Haggstrom i sur. segmentalni IH imali su 8 puta vecu vjerojatnost potrebe za lijeCenjem
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i 11 puta vecu vjerojatnost za razvoj komplikacija u usporedbi s lokaliziranim IH i nakon

to je doslo do kontrole rasta IH (4).

1.4.5.1 Ulceracija

Ulceracija je naj¢eS¢a komplikacija nekontroliranog rasta hemangioma, koja nastaje u
10 - 25% pacijenata, uglavnom u podrucju lica, usana, vrata i perianalne regije (73).
Prvi rani znak razvoja moguce ulceracije, pojava je blijede diskoloracije na rubovima
hemangioma. Naj¢eS¢e nastaje izmedu 4. - 8. mjeseca zivota, Cesto je udruzena s
bolnoSc¢u i infekcijom na izlozenom mjestu, kao i s mogucéim jacim krvarenjem na

povrSini. Uzrokom je boli u djeteta i uvijek rezultira stvaranjem oZiljka (slika 12).

Slika 12. Ulceracija i krvarenje dojenackog hemangioma na prsistu (fotografirano

uz dopustenje majke)

1.4.5.2 Smetnje vida

Opstrukcija vida manifestira se u ranoj fazi proliferacije periokularno smjestenih
hemangioma (slika 13). UCestalost smetnji vida kod djece s hemangiomima nalazi se
u 5-6% pacijenata. Ukoliko je hemangiomom zahvacena vjeda, zbog nekontroliranog

rasta i tezine hemangioma mozZe doci do potpunog zatvaranja oka, opstrukcije vidne
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osovine, kompresije u podru€ju o€ne jabucice i krvarenja u roznicu s trajnim
posljedicama poput astigmatizma, strabizma i ambliopije. Ambliopija je najteza
komplikacija koja se dogada u 43 - 60% pacijenata kod kojih je hemangiom zahvatio
vidni put, zbog nemogucnosti stimulacije svijetloS¢u i normalnog razvoja vida (74).
Ostale udruzene oftalmoloske komplikacije uklju€uju: opstrukciju suznog kanali¢a,
proptozu, ptozu, strabizam i miopiju, stoga je oftalmolog je nuZan dio tima koji sudjeluje

u zbrinjavanju ovih pacijenata.

Slika 13. Potpuno zatvaranje oka, opstrukcija vidne osovine, kompresija u podrucju
ocne jabucice (fotografirano uz dopustenje majke)

1.4.5.3 Opstrukcija diSnog puta

Rijetka je, ali po Zivot opasna komplikacija rasta hemangioma u podrucju diSnog puta
(slika 14). Cesée se vidi kod hemangioma u podrugju brade i vrata, gdje stridorozno
disanje moze biti prvi znak postojanja hemangioma u paraglotichom, subglotiCnom i
intratrahealnom podrucju, zbog ¢ega je obvezan pregled specijaliste za uho, grlo, nos
te laringoskopija za objektiviziranje stanja.
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Slika 14. Hemangiom dna usne Supljine*
*(fotografirano uz dopustenje majke)

1.4.5.4 Opasnost od trajnih oziljaka i izobli¢avanja

Posebno rizicha podrucja za nastanak trajnih sekvela su podrucja srediSnjeg dijela
lica, parotidne Zlijezde koja su zahvacena hemangiomom, kao i podrucje prsista u
djevojcica s velikim hemangiomima te regije. U podrucju nosa i usnica vrlo ¢esto ne
dolazi do potpune involucije, nego se i u kasnijoj zivotnoj dobi vide rezidue fibrozno-
masnog tkiva koje mogu dovesti do trajnog izobli¢avanja ("tzv. Cyrano nos", asimetrija
usnica i sliéno) (slika 15).

Slika 15. Hemangiom vrska nosa (fotografirano uz dopustenje majke)
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1.4.5.5 Psiholoski uéinci

Hemangiomi koji uzrokuju funkcionalne poremecaje, ograniCenja i bitno estetsko
nagrdivanje utjeCu na kvalitetu zivota kako djece, tako i roditelja. Obzirom da se vecina
hemangoma pojavljuje na vidljivom mjestu, najceS¢e na licu, promjene na kozi mogu
imati razliCite psiholoSke ucinke na roditelje, ali iza 3. godine Zivota i na djecu. Naj¢escée
se opisuje tjeskoba, tuga, stres, nisko samopostovanje, introvertiranost te asocijalno
ponasanje (75). Posebno to dolazi do izrazaja ukoliko do polaska u kolektiv (vrtic,
Skola) ne nastupi faza potpune involucije hemangioma, S$to Cesto vidimo kod
hemangioma koji zahvacaju velike povrSine i nalaze se na izloZenim mjestima gdje se
zaostaje velika rezidualna masa ili nakon ulceracije nastaju oziljkaste promjene na koZi
(slika 16).

Slika 16. Oziljkaste promjene, teleangiektazije i depigmentacija koZe na mjestu
hemangioma lijeve parotide*®

*(fotografirano uz dopustenje majke)
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1.5 Lijecenje

Obzirom da vecéina hemangioma ima tendenciju spontane regresije, lijeCenje se
provodi samo za komplicirane sluCajeve (10 - 15% svih hemangioma). Prema
smjernicama za lijeCenje hemangioma u dojencadi, glavni ciljevi su zaustavljanje
nekontroliranog rasta i zahvacanje vitalnih struktura, kako bi se sprijeCilo trajno
estetsko nagrdivanje koje Ce ostaviti zaostale promjene na kozi i nakon involucije,
smanjenje psihosocijalnog stresa za pacijenta i obitelj, sprjeCavanje i lijeCenje
ulceracija, smanjenje oZiljaka i boli i izbjegavanje agresivnih postupaka za lijeCenje
onih dojenackih hemangioma koji imaju dobru prognozu i bez terapije (7). Naj¢esce je
lijeCenje kombinirano, konzervativho farmakoterapijom i KkirurSkim postupcima:
podvezivanjem, ekscizijom, elektrokoagulacijom i laser kirurgijom. Cilj primjene
lijekova je zaustavljanje proliferacije i smanjenje tumorske mase s krajnjim rezultatom
smanjenja rasta hemangioma i u pojedinim sluCajevima omogucavanja kirurSkog
zahvata ukoliko primjena lijekova nije dovoljna.

Kad je terapijski postupak nuzan, procjena se cini individualno na temelju dobi
pacijenta, faze rasta, lokalizacije, veliCine hemangioma, zahvacanja vitalnih struktura i
komplikacija.

Kriteriji za lijeCenje dojenackih hemangioma definirani su 1997. god. od strane Frieden
i sur. (7) i ukljuCuju:

1. zivotno ugrozavajuci IH i oni koji zahvacaju vitalne funkcije (zatvaranje
diSnog puta, oka, hemangiomi u jetri s komplikaciiama u smislu
koagulopatije),

2. IH u pojedinim anatomskim lokalizacijama gdje Cesto ostavljaju trajne
oziljke ili deformacije, posebice nos, usne, usi i glabelarno podrucje,

3. veliki IH lica, posebice oni s istaknutom dermalnom komponentom (veca
vjerojatnost da Ce nastati stalni oZiljci),

4.  maniji IH na izloZenim mjestima, kao Sto su lice i ruke mogu se uzeti u obzir
za lijeCenje,
ulceracija i krvarenje,

IH na peteljci (ve€a vjerojatnost znacajnijeg vezivno-masnog tkiva, nakon

involucije) (7).
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Svi gore navedeni modaliteti lijeCenja koriSteni su u praksi, ali propranolol ima najbolje
rezultate u smislu ucinkovitosti i sigurnosti. 1z tog razloga, propranolol je vrlo brzo
usvojen za lijeCenje hemangioma kod djece. Zamijenio je veC spomenute
kortikosteroide i imunomodulatore, a danas se smatra terapijom prvog izbora za

lijeCenje IH (8).

1.5.1 Lokalna terapija

1.5.1.1 Timolol

lako je ucinkovitost i sigurnost lokalne primjene timolola literaturno opisana u vise
prikaza sluCajeva i serija sluCajeva, do sad je provedeno samo jedno randomizirano
placebom kontrolirano klini¢ko ispitivanje koje je usporedilo timolol u 15 dojenc¢adi s IH
i 17 kontrola koji su dobivali placebo. ZnaCajna promjena boje hemangioma je
zabiljeZena u 24 tjednu studije (P = .003), a znacajno veci udio hemangioma kod kojih
je primijenjen timolol imao je redukciju u veli€ini >5% u 20 i 24 tjednu studije (P < .02).
Nije se naSlo statistiCki znacCajne razlike u vrijednosti krvnog tlaka i pulsa izmedu
promatranih skupina (76). ZakljuCeno je da lokalna primjena 0,5% timolol maleat gela
s maksimalnom dozom 0,5 mg/dan, predstavlja siguran i uc€inkovit izbor za lijeCenje
manjih povrSinskih dojenackih hemangioma koji nisu ulcerirani ili ne zahvacaju
mukozu. Problem predstavlja $to na trziStu nema dostupnih formulacija beta blokatora
za lokalnu primjenu koji su registrirani za lijeCenje dojenackih hemangioma. NajceSce
se izvan odobrenih indikacija koristi 0,5% otopina timolol maleata koja je registrirana

kao kapi za oci u indikaciji lijecenja bolesnika s poviSenim ocnim tlakom.

1.5.1.2 Imiquimod

Primjenjuje se lokalno, kao krema, ima antiangiogeno djelovanje i pokazao se u€inkovit

kod povrsinskih hemangioma (77). Kako primjena nosi veci rizik iritacije koze i moguce
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pojave ulceracije, a ucinkovitost je slicna timololu, manje se koristi u svakodnevnoj
kliniCkoj praksi (78).

1.5.1.3 Lokalne ili intralezijske injekcije

Lokalne injekcije bleomicina ili drugih antimitotskih sredstava u IH treba izbjegavati u
male djece. Ovi postupci su invazivni i mogu uzrokovati ozbiljne lokalne i sustavne
nuspojave. Dojenacki hemangiomi u fazi proliferacije mogu imati dobar odgovor na
primjenu ultrapotentnih kortikosteroida, osobito ako se radi o povrSinskim
hemangiomima, ali postoji rizik lokalne atrofije koze i sistemske apsorpcije (79). Isto
vrijedi i za intralezijske injekcije triamcinolona, gdje je primjena bolna i nosi dodatne

rizike mogucée adrenalne supresije i nezeljene embolizacije (80).

1.5.2 Sistemska terapija

1.5.2.1 Propranolol

Propranolol je beta blokator kojeg karakteriziraju nedostatak kardioselektivhe
aktivnosti u blokadi beta -1 adrenergickih receptora, antiaritmicki u€inak, nepostojanje
djelomine aktivnosti agonista (ili intrinziCne simpatomimeti¢ke aktivnosti). U odraslih
se propranolol koristi dugi niz godina u lijeCenju: arterijske hipertenzije, aritmija,
koronarne bolesti, lije€enju akutnog infarkta miokarda, sekundarne prevencije nakon
akutnog infarkta miokarda, angine pectoris, sr€ane insuficijencije, esencijalnog
tremora, profilaksi napadaja migrene i brojnim drugim indikacijama.

Od 2008. god., nakon izvjeSCa autora iz Francuske (Léauté-Labréze C. i sur.),
propranolol se koristi "off label” u lijeCenju kompliciranih dojenackih hemangioma (81).
Unato€ €injenici da se radi o “off label" primjeni i da se koristio u formulaciji koja nije
prilagodena pedijatrijskoj populaciji, nakon brojnih literaturnin objava koja su
dokazivala njegovu ucinkovitost, postao je prva linijja konzervativnog lijeCenja
dojenackih hemangioma u proliferativnoj fazi rasta. U travnju 2014. god. u EU je

registrirana peroralna suspenzija propranolol hidroklorida pod nazivom Hemangiol®,
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ATK CO7AAOQ05, nositelja odobrenja Pierre Fabre Dermatologie, u indikaciji lije€enja
dojenackih hemangioma u proliferativnoj fazi rasta koji zahtijeva sistemsku terapiju
(82). Radi se o prvom i jedinom lijeku koji je odobren za ovu indikaciju od dobi 5 tjedana
Zivota, a Cijom primjenom se osigurava potpuna ili djelomi¢na regresija dojenackih
hemangioma uz dobro poznat i prihvatljiv sigurnosni profil lijeka.

Od 2008. god. kad je usao u Siroku primjenu lijeCenja dojenaCkih hemangioma
propranolol se smatra prvom linijom i "zlatnim standardom", odnosno lijekom izbora.
Moguc¢i mehanizmi djelovanja propranolola u cilju zaustavljanja rasta hemangioma su
viSestruki. U literaturnim podacima najviSe se naglasava djelovanja propranolola na
lokalni hemodinamski ucinak (vazokonstrikcija), inhibiciju angiogeneze, stimuliranje
uCinka apoptoze na kapilarnim endotelnim stanicama i smanjenje signalnih putova
VEGF-a, bFGF-a i posljedicne angiogeneze i proliferacije. Za rane ucinke lijeka
(svjetlija boja povrSine hemangioma unutar 1 - 3 dana od pocCetka primjene lijeka)
smatra se da su rezultat vazokonstrikcije zbog smanjenog oslobadanja dusi¢nog
oksida (NO). Zaustavljanje rasta hemangioma pripisuje se blokiranju proangiogenih
signala VEGF-a, bFGF-a i metaloproteinaza (MMP 2/9). Za trajne uCinke smatra se da
su posljedica indukcije apoptoze endotelnih stanica Sto rezultira regresijom tumora
(83).

Djelotvornost propranolola kod dojencadi (u dobi od 5 tjedana do 5 mjeseci na pocetku
lijeCenja) s proliferiraju¢im infantilnim hemangiomom koji zahtijeva sistemsku terapiju
dokazana je klinickom studijom, u randomiziranoj, placebom kontroliranoj,
multicentri€noj, viSedoznoj, adaptivnoj fazi Il/lll istrazivanja, Ciji je cilj bio usporediti
Cetiri rezima propranolola (1 ili 3 mg/kg/dnevno tijekom 3 ili 6 mjeseci) s placebom
(dvostruko slijepa) (84). Kako su pokazali rezultati randomiziranih kontroliranih studija
(84), velikih kohortnih studija (85) i meta-analize 1264 slucCaja (86), oralno primijenjen
propranolol u dozi 2-3 mg/kg /dan tijekom 6 mjeseci lijeCenja doveo je u 96 - 98%
slu€ajeva do regresije hemangioma.

Nakon toga je uslijedila registracija lijeka Hemangiol® za indikaciju lijedenja dojenackih
hemangioma od strane FDA 14.03.2014. godine i EMA 23.04.2014. godine, odnosno
lijek je odobren centraliziranim postupkom davanja odobrenja za stavljanje u promet

lijeka za sve zemlje Clanice Europske unije, tako i Republike Hrvatske.
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Indiciran je za lijeCenje proliferiraju¢eg infantiinog hemangioma koji zahtijeva
sistemsku terapiju:

- hemangiom koji ugrozava zivot ili funkciju,

— ulcerirani hemangiom s bolovima i/ili izostankom odgovora na jednostavne

mjere njege rane,

- hemangiom s opasnoscu od trajnih oziljaka ili izobliCavanja.
Preporuca se primjenu lijeka zapocCeti kod dojenc¢adi u dobi od 5 tjedana do 5 mjeseci.
Do pojave ovog lijeka na trzistu i registracije u EU nije bilo niti jednog registriranog
lijeka za indikaciju lijeCenja dojenackih hemangioma. "Off label" koriSten propranolol,
od 2008. godine Siroko je uSao u primjenu nakon rezultata francuskih autora o
uCinkovitosti kod dojenackih hemangioma. Treba naglasiti kako koriStenje prasaka koji
su se dobivali razvagivanjem tableta propranolola ili pravljenjem magistralnih
pripravaka sirupa od tableta, nosi veci rizik od neadekvatnog doziranja a takoder i
mogucnosti predoziranja, posebice u dojenackoj dobi. Upitna je i stabilnost takvog
pripravka (87). Peroralni glukokortikoidi u visokim dozama koji su su prije koristili u
lijeCenju dojenackih hemangioma imali su vrlo varijabilnu klinicku ucinkovitost u ishodu
lijeCenja (uCinkovitost do 30% - 80%) uz lo$ sigurnosni profil, opterecen brojnim
nuspojavama tijekom lijeCenja i komplikacijama u gotovo 30% pacijenata (88).
Citostatici i imunomodulatori (vinkristin, interferon alfa) koji su se koristili kao zadnja
terapijska opcija u kompliciranih dojenackih hemangioma zbog svojih ireverzibilnih
ozbiljnih nuspojava (neurotoksicnost u 10 - 30% pacijenata) nisu zaZivjeli u klinickoj
praksi (89). Niti jedna od ovih terapijskih opcija nije formulacijom bila prilagodena
pedijatrijskoj populaciji, niti je bila registrirana za ovu indikaciju.
Propranolol u formi praska koji se koristi napravljen od tableta u “off label” primjeni
nosi veCe opasnosti od neadekvatnog doziranja i mogucih razvoja nuspojava, a i
koliCina laktoze koja se mijeSa kako bi se dobilo na volumenu kod razvagivanja malih
doza utjeCe na razliCitu apsorpciju aktivhe supstance i bioraspolozivost, moguce
pogreske kod primjene, na ishod lije€enja, kao i na mogucénost razvoja karijesa u male
djece.
Klinickom studijom nositelja odobrenja za lijek Hemangiol® utvrdeno je da suspenzija
propranolol hidroklorida ima zadovoljavajuci sigurnosni profil u dozi do 3 mg/kg/dan

kad se daje u trajanju do 6 mjeseci lijeCenja i u skladu je s oCekivanim sigurnosnim
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profilom koji je ve¢ poznat za propranolol. Ima nisku ucestalost kardiovaskularnih
dogadaja koji nisu ovisni o dozi, osim za bronhoopstrukciju i dijareju. U kliniCkim
ispitivanjima za proliferirajuci infantilni hemangiom, najCeSc¢e zabiljeZene nuspojave
kod dojencadi bili su hladnoc¢a periferije (ekstremiteta), proljev i poremecaji spavanja.
ZabiljeZzeno smanjenje Secera u krvi tijekom klinickih ispitivanja bilo je asimptomatsko.
Nekoliko izvjeS¢a hipoglikemije s povezanim hipoglikemijskim napadajima zabiljezeni
su u literaturi, narocito u slucaju posta tijekom interkurentne bolesti (90). Sve navedene
nuspojave su ve¢ dobro poznate pojave za propranolol, nije detektirana niti jedna
neocCekivana nova komplikacija.

Konsenzus konferencija odrzana je u Chicagu u prosincu 2011. godine kako bi se
standardizirala primjena propranolola u dojen¢adi s hemangiomima. Dvadeset i osam
sudionika iz dvanaest institucija nazocili su konferenciji, iz pet specijalistickih struka
(pedijatrija, dermatologija, kardiologija, otorinolaringologija i onkologije). Predstavljali
su skupinu eksperata koja je lije€ila peroralnim propranololom vise od tisu¢u djece koja
su imala dojenacki hemangiom (91). ZakljuCeno je da najoptimalniju skrb daje
medicinski tim koji ima iskustva u dijagnosticiranju i pracenju djece s hemangiomima,
uz iskustvo u primjeni propranolola koji je prvi izbor lijeCenja. Naznacen je problem
nepostojanja odobrenog protokola ili formalne smjernice za uvodenje i odredivanje
doze lijeka, kao niti smjernica za povecanje doze tijekom lijeCenje i pracenja bolesnika,
tako da se u vecini bolnica koriste interni protokoli, Sto ima za posljedicu razliCite
terapijske sheme koje se znacajno razlikuju od drzave do drzave, a ponekad i u
bolnicama unutar iste drzave. Upravo su rezultati studije koja je provedena na lijeku
Hemangiol® i kasnija registracija lijeka standardizirali postupak primjene i dali jasne

smjernice za peroralnu primjenu propranolola u lijeCenju dojenackih hemangioma.

1.5.2.2 Ostali beta blokatori

U manjim, ne-kontroliranim studijama nadolol (92, 93), atenolol (94, 95) i acebutolol
(96) pokazali su ucinkovitost u lijeCenju dojenackih hemangioma. Za razliku od
propranolola, oni su hidrofilni i ne prolaze krvno-mozdanu barijeru. Teoretski bi zbog
toga svojstva mogli imati manji rizik nuspojava, manji utjecaj na CNS (poremeca;j

spavanja), kao i na bronhospazam i hipoglokemiju. Atenolol je 31- selektivni blokator
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koji ne djeluje niti na plu¢ne, niti pankretiCne B2 receptore (94). U odnosu na

propranolol dostupno je vrlo malo podatka o ucinkovitosti i sigurnosti ovih lijekova.

1.5.2.3 Sistemska kortikosteroidna terapija

Prije otkri¢a propranolola u terapiji dojenackih hemangioma, "zlatni standard" u prvoj
liniji izbora lijekova predstavljali su sistemski kortikosteroidi koji se u djece s
proliferativnim kavernoznim hemangiomima daju viSe od 40 godina. UcCinkovitost u
hemangioma je slu€ajno otkrivena 1960. god., a primjenjuju se izvan odobrenih
indikacija za kortikosteroide. Najcesce je koristen prednizon per os. Terapijski odgovor
je varijabilan i u€inkovitost se krece izmedu 30 - 84% (30% dobar terapijski odgovor,
30% neuspjeh, 40% umjeren odnosno dvojben terapijski odgovor). Uobi¢ajena doza
prednizona je 2 - 3 mg/kg/dan (i do 5 mg/kg/dan), ovisno o kliniCkoj procjeni, s
postupnom redukcijom doze do ukidanja. Prosjecno trajanje terapije je 2 - 6 mjeseci.
Nuspojave su vidljive odmah po pocCetku uzimanja lijekova, najéeS¢e kao pojacani
apetit ("vu€ja glad") u porastu tjelesne mase, kuSingoidnog izgleda, pojacane
dlakavosti i promjena u ponaSanju (razdraZljivost). U manjeg broja pacijenata
nuspojave su rezultirale gastrointestnalnim smetnjama, poviSenjem razine glukoze u
krvi, hipertenzijom te hipertroficnom opstruktivnom kardiomiopatijom. Najozbiljnija
nuspojava je adrenalna supresija, odnosno imunosupresija koja rezultira sklonos¢u
infekcijama (Pneumocystis carinii pneumonija). Zbog potencijalnog negativnog
djelovanja na gastrointestinalni sustav uz kortikosteroide se daju i blokatori H2
receptora (ranitidin) ili inhibitori protonske pumpe (pantoprazol). Kao prevencija
mukozitisa lokalno se primjenjuje nistatin u kapima ili mikonazol oralni gel. Cijepljenje
Zivim cjepivima tijekom terapije je kontraindicirano. Potrebno je stalno pracenje uz
titriranje doze na najmanju mogucu kojom se joS uvijek postize terapijski ucinak,
pracenje rutinskih nalaza i mogucih nuspojava lije€enja. LijeCenje je vrlo zahtjevno jer
uklju€uje suradnju roditelja za odgovarajucu primjenu lijekova kod kuce i edukaciju za
postupke u slu€aju infekcija i pojavu nuspojava primjene terapije. Stoga je potrebno
osigurati trajni nadzor takvog pacijenta radi titriranja doze lijeka i procjena terapijskog

uCinka. Nakon otkrica propranolola u lije€enju dojenackih hemangioma sistemski
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kortikosteroidi se koriste kao druga linija lijeCenja u tzv. "off label” primjeni ukoliko

postoji kontraindikacija za primjenu propranolola (82).

1.5.2.4 Vinkristin

Upotreba vinkristina prije otkri¢a ucinkovitosti propranolola u terapiji hemangioma bila
je rezervirana za najagresivnije hemangiome kao alternativa u slu€aju neuspjeha s
primjenom Kkortikosteroida. In vitro, vinkristin inducira apoptozu tumora i endotelnih
stanica. UobiCajeno se vinkristin aplicira putem centralnog venskog katetera, u dozi 1
- 1,5 mg/m2 tjedno. Zbog brojnih nuspojava, medu kojima su imunosupresija,
neuropatija, alopecija, konstipacija, abdominalni bolovi, paralitiCki ileus, pareza
kranijalnih Zivaca, bolovi u kostima, potreban je stalni nadzor pacijenata. Literaturni
podaci potvrduju u€inkovitost u lijeCenju IH iz retrospektivne studije koja je ukljucCila tek
9 dojencadi (97).

1.5.2.5 Inteferon alfa

Interferon alfa, potentni inhibitor angiogeneze koristio se u lijeCenju agresivnih
hemangioma nakon neuspjeha s primjenom kortikosteroida i vinkristina kao treca linija
lijeCenja. PoCetna doza interferon alfa je 3 mil. jedinica/m2/dan. Interval izmedu doza
varira od par tjedana do nekoliko mjeseci, ovisno o klinickom odgovoru. Ipak, nakon
objave ozbiljnih nuspojava (spasti¢na diplegia u do 10 - 20% lijeCenih pacijenata)
mnogi su rezervirani u pogledu primjene interferona kao druge ili trece linije lijekova u
pacijenata s hemangiomima dojenacke dobi. Potencijalna neurotoksicnost manje je
izraZzena sa povecanjem dobi i rjede se vidi u dobi poslije 1. godine Zivota. Druge
uobiajene nuspojave koje su najcesce prolazne su vrucica, iritabilnost, neutropenija i
poviSenje transaminaza. Potreban je stalan neuroloski nadzor tijekom primjene lijeka.
O uCinkovitosti 40 - 50% interferon alfa u lijeCenju IH u trajanju 9 - 14 mjeseci,

izvjescivali su Frieden i sur. 2005 god. (98).
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1.5.3 Ostali terapijski modaliteti

1.5.3.1 Laser

Laser terapija nije metoda izbora lijeCenje hemangioma u proliferativnoj fazi rasta,
posebice dubokih dojenackih hemangioma. Sam postupak se obavlja u opcoj
anesteziji i nakon zahvata najCeSce ima za posljedicu bolnost na mjestu tretiranja
laserom. U vecini slu€ajeva nije dovoljna samo jedna terapija laserom, $to znacajno
poskupljuje lijeCenje i izlaze dijete opetovanim uvodenjem u opéu anesteziju.

U studiji Batta i sur., u Birmingemu koja je objavljena u Lancetu 2002. godine, 121
dojenCe s nekompliciranim hemangiomima randomizirano je u dvije skupine:
opservacijsku i skupinu lijecenu tzv. pulsed dye laserom (PDL). Krajnji ishod bio je bolji
u opservacijskoj skupini, a znac¢ajno viSe oziljaka nakon lije€enja bilo je u skupini
tretiranoj PDL-om (99).

1.5.3.2 Kirurski postupci

KirurSke metode (podvezivanje, ekscizija, elektrokoagulacija, embolizacija)
rezervirane su za rijetke sluCajeve kad nema terapijskog odgovora na konzervativno
lijeCenje, ali mogu biti povezane s destrukcijom susjednih vitalnih struktura, rizikom
znatnih krvarenja, infekcije i bolnosti te prisutnoScu trajnog ozZiljka nakon operativhog
zahvata (100).
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2. HIPOTEZA

U proliferativnoj fazi rasta hemangioma kod djece oCekuju se poviSene vrijednosti
vaskularnoga endotelnoga €imbenika rasta (VEGF) u serumu i bazicnoga ¢imbenika
rasta fibroblasta (bFGF) u urinu u odnosu na involutivnu fazu i vrijednosti kod zdravih

kontrola.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

3.1.  Opéi cilj istrazivanja

Istraziti znacCenje odredivanja VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u razli€itim fazama

rasta hemangioma kod djece.

3.2.  Specificéni ciljevi

1. Odrediti razinu VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u fazi proliferativhog
rasta hemangioma kod djece.

2. Odrediti razinu VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u fazi involucije
hemangioma kod djece.

3. Usporediti razine VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u fazi proliferativnog
rasta hemangioma kod djece, s razinama VEGF-a u serumu i bFGF-a u
urinu kontrolne skupine djece usporedive dobi i spola.

4. Usporediti razine VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u fazi involucije
hemangioma kod djece, s razinama VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu
kontrolne skupine djece usporedive dobi i spola.

5. Odrediti povezanost razine VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu kod djece
s hemangiomima s drugim klinickim pokazateljima (dob i spol djeteta, tijek
trudnoCe majke, invazivni prenatalni zahvati, prematuritet, porodna masa,
klinickim nalazima solitarnih ili multiplih hemangioma, mjesta ishodista
hemangioma, tipa hemangioma, ekstrakutanih  manifestacija,

komplikacija, udruZzenosti s drugim anomalijama u sindrome).
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4. BOLESNICI | METODE

4.1 Bolesnici

Bolesnici: Djeca s postavljenom dijagnozom hemangioma u razliCitim fazama rasta
hemangioma, koja se prate i lijee u Klinici za djecje bolesti Zagreb, Klinici za pedijatriju
i Klinici za djecju kirurgiju. Ukupan broj ispitanika u istrazivanju je pedeset bolesnika
(N=50) s hemangiomima u fazi proliferacije i pedeset (N=50) s hemangiomima u fazi
involucije uz dobni raspon 0 do 18 godina, a ukljuCena su oba spola. Radi se o istoj
skupini ispitivane djece u dvije faze rasta hemangioma. Dijagnoza hemangioma je
postavljena klinickim pregledom.

Kontrolna skupina: djeca koja se lijeCe u Klinici za djeCje bolesti Zagreb, Klinici za
pedijatriju i Klinici za dje€ju kirurgiju, kod kojih je klinickim pregledom isklju¢eno
postojanje hemangioma, vaskularnih malformacija: venskih malformacija, arterio-
venskih malformacija, kapilarnih arterio-venskih malformacija (Parkes Weber
sindrom), venularnih malformacija (port wine stains), limfatickih malformacija,
kapilarnih veno-limfatickih malformacija (Klippell Trenauney sindrom) i koja ne boluju
od tumorske bolesti. Ukupan broj u istrazivanju je sto pacijenata zdravih kontrola

(N=100), usporedive dobi i spola prema skupini bolesnika.

4.2 Opis istrazivanja

Rije€ je o prospektivnoj studiji istrazivanja parova (case-control study), koja ukljucuje
pedeset bolesnika (N=50) s hemangiomima u fazi proliferacije i pedeset (N=50) s
hemangiomima u fazi involucije i sto pacijenata-zdravih kontrola (N=100) usporedive
dobi i spola prema skupini bolesnika, Ciji su roditelji potpisali informirani pristanak za
sudjelovanje u ovom znanstvenom istrazivanu. Istrazivanje se provelo u Klinici za
djecje bolesti Zagreb, Klinici za pedijatriju, Odsjek pedijatrijske klinicke farmakologije i
toksikologije i djeCje nefrologije i Klinici za kirurgiju, Odjelu za abdominalnu kirurgiju.

Kod prve hospitalizacije uzimali su se anamneza i status bolesnika — prikupljajuci
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podatke o dobi i spolu, o pojavi hemangioma u obitelji, trudnodi, invazivnim prenatalnim
zahvatima, prematuritetu, porodnoj masi, tipu hemangioma, lokalizaciji, ekstrakutanim
manifestacijama, komplikacijama, indikaciji za lijeCenje, primjeni modaliteta
konzervativne terapije, kirurskog lijeCenja, nuspojavama lijeka, ishoda lijeCenja.
Uklju€eni su pacijenti kojima se zbog svoje osnovne bolesti rade rutinske pretrage, pri
¢emu im se za potrebe ovog pracenja uzima uzorak krvi i urina kao dio standardne
dijagnostike i terapije bez dodatnih venepunkcija zbog istraZivanja, a pacijentima s
hemangiomom nije ucinjena biopsija tumora.
Imunokemijskom metodom (ELISA) odredila se vrijednost VEGF-a u serumu i bFGF-
a u urinu u fazi proliferativnog rasta hemangioma i u fazi involucije hemangioma. Za
svakog bolesnika i zdravu kontrolu uzelo se: za odredivanje vaskularnoga endotelnoga
Cimbenika rasta (VEGF) 5 ml krvi, za odredivanje baziénoga Cimbenika rasta
fibroblasta (bFGF) 20 ml urina. Za serum su se Koristile epruvete s gel separatorom, a
uzorak se ostavljao koagulirati 30 min. Centrifugiranje se vrsSilo na 1000xg 15 minuta.
Nakon $to se odvojio serum, zamrznuo se na temperaturi - 20C. Asepti¢no skupljen
prvi jutarnji urin se centrifugirao, potom su se alikvoti zamrznuli na temperaturi - 20C.
Ovaj test koristi kvantitativnu “sendvi€” imunokemijsku tehniku. Jazice na mikrotitarskoj
plo€i su obloZene monoklonalnim protutijelom specificnim na VEGF i bFGF. Standardi
i uzorci su se pipetirali u jaZice te se VEGF i bFGF iz uzorka veze na imobilizirano
protutijelo. Nakon ispiranja svih nevezanih tvari, u jaZice se dodaje poliklonalno
protutijelo na koje je vezan enzim. Slijedilo je drugo ispiranje u kojem se odstranjuju
nevezana protutijela te se dodala otopina supstrata i dolazi do razvijanja boje.
Intenzitet boje je proporcionalan koli€ini VEGF-a i bFGF-a u uzorku. Razvijanje boje
se zaustavlja dodatkom stop reagensa te se automatski oCitao intenzitet boje.
Od materijala su koristeni:

- Quantikine Human VEGF Immunoassay - za kvantitativno odredivanje

humanoga vaskularnoga endotelnoga Cimbenika rasta u serumu
- Quantikine HS Human FGF basic Immunoassay - za kvantitativno odredivanje
humanoga bazicnoga Cimbenika rasta fibroblasta u urinu
- Human VFG Controls - kontrola za humani vaskularni endotelni ¢imbenik rasta
- Human FGF basic Controls - kontrola za humani bazi¢ni Cimbenik rasta

fibroblasta
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Odredivanje vrijednosti VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu provelo se u Klini€koj
jedinici za medicinsku biokemiju u pedijatriji, Klinike za djecje bolesti Zagreb, 2x za
djecu s hemangiomima (u proliferativnoj fazi i u fazi involucije) i 1x za zdrave kontrole.
Rezultati su se usporedili s rezultatima analize kontrolne skupine djece usporedive
dobi i spola, analiziraju¢i podatke kao Sto su dob i spol djeteta, pojave solitarnih ili
multiplih hemangioma, mjesta ishodiSta hemangioma, tipa hemangioma, ekstrakutane
manifestacije, komplikacije, udruzenost s drugim anomalijama u sindrome, kao i s
rezultatima provedenih terapijskih postupaka (kirurSki zahvat, konzervativno lijeCenje

- farmakoterapija).

4.3 Statisticka obrada

Podaci su obradeni metodama deskriptivne i analitiCke statistike. Kategorijske varijable
su prikazane u obliku postotaka i apsolutnih frekvencija. Razlike u kategorijskim
vrijednostima analizirane su Fisherovim egzaktnim testom. Zavisne razlike u
kontinuiranim vrijednostima analizirane su Wilcoxonovim testom, dok se za
kategorijske vrijednosti koristio McNemarov test.

Kontinuirani podaci su prikazani kroz medijane i interkvartilne raspone te aritmeticke
sredine, standardne devijacije radi usporedbe s dostupnim literaturnim podacima.
Razlike u kvantitativnim vrijednostima izmedu ispitivane i kontrolne skupine analizirane
su Mann-Whitney U testom te prikazane Box i Whiskerovim plotovima (standardni
prikaz: vrijednosti iznad najmanja vrijednost, 25. centila, medijan, 75. centila, najveca
vrijednost). Outlieri (vanjske vrijednosti na Box i Whiskerovim plotovima) su definirani
kao vrijednosti koje odstupaju najmanje 1,5 interkvartilnog raspona.

Za potrebe utvrdivanja povezanosti koncentracije VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu
i klinickih nalaza poput pojave solitarnih ili multiplih hemangioma, mjesta ishodista
hemangioma, tipa hemangioma, ekstrakutanim manifestacija, komplikacija,
udruzenost s drugim anomalijama u sindrome, kao i s rezultatima terapijskih postupaka
provela se multivarijatna regresijska analiza. Analiza je provedena u programskom

paketu R, s razinom statisticke zna€ajnosti postavljenom na P<0,05.
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4.4 Eticka pitanja

Istrazivanje je odobrilo EtiCko povjerenstvo Klinike za djecje bolesti Zagreb i Eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Ispitanici su bili upoznati sa svrhom i ciljem istraZivanja, koje je bilo i dodatno
objasnjeno na informiranom pristanku za roditelje. Za sva pitanja i nedoumice oko
istrazivanja ispitanici su se mogli obratiti lijeCniku telefonski ili elektronickom postom.

Obavijest za ispitanika i suglasnost za sudjelovanje u istrazivanju je u prilogu.
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5. REZULTATI

Podaci su prikazani tablicno i graficki. Kontinuirani podaci su prikazani kroz medijane

i interkvartilne raspone te aritmetiCke sredine i standardne devijacije.

5.1 Deskriptivna statistika — svi ispitanici

U istrazivanju je sudjelovalo 150 ispitanika. Pedeset bolesnika (N=50) s
hemangiomima u fazi proliferacije i istih pedeset bolesnika (N=50) s hemangiomima u
fazi involucije te kontrolna skupina 100 djece (N=100), pedeset (N=50) u svakoj fazi,
usporedive dobi i spola. Svi ispitanici su zavrSili istrazivanje. Uklju€eni su ispitanici u

dobnom rasponu 0 do 18 godina, oba spola (tablica 2a, 2b, 3a, 3b).

Tablica 2a. Usporedba ispitivane i kontrolne skupine obzirom na spol: Fisherov

egzaktni test

Skupina
Pacijenti Kontrola (1 faza) P
N % N %
Muski 14 28,0% 14 28,0%
Spol = - 1,000
Zenski 36 72,0% 36 72,0%

Tablica 2b. Usporedba ispitivane i kontrolne skupine obzirom na spol u fazi involucije:

Fisherov egzakitni test

Skupina
Pacijenti Kontrola (2 faza) P
N % N %
Muski 14 28,0% 14 28,0%
Spol < - 1,000
Zenski 36 72,0% 36 72,0%
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Tablica 3a. Usporedba ispitivane i kontrolne skupine obzirom na dob u fazi

proliferacije: Mann-Whitney U test

Skupina N Aritmeticka o Max Centile
sredina 25. Medijan 75.
Dob (mi) Pacijenti 50 4,43 243 1,00 11,00 2,00 4,00 6,00
Kontrola (1 faza) 50 4,58 2,51 1,00 11,00 2,88 4,00 6,25
Mann-Whitney U V4 P
Dob (mj) 1208,500 -0,289 0,773

Tablica 3b. Usporedba ispitivane i kontrolne skupine obzirom na dob u fazi involucije:
Mann-Whitney U test

i ié Centile
Skupina N Aritmeticka ohvin Max
sredina 25. Medijan 75.
. Pacijenti 50 23,58 9,21 12,00 53,00 16,00 22,00 29,00
Dob (mj)

Kontrola (2 faza) 50 23,54 9,37 11,00 54,00 16,00 22,00 29,25

Mann-Whitney U V4 P
Dob (mj) 1232,500 -0,121 0,904

|z tablica je razvidno da nema statistiCki znacajnih razlika te se moze tvrditi da su
ispitivana i kontrolna skupina dobno i spolno podudarne.

Istrazivanje je ukljucilo 36 (72%) pacijenata s hemangiomima Zzenskog spolai 14 (28%)
pacijenata s hemangiomima muskog spola, u omjeru 2,6:1

U kontrolnu skupinu za fazu proliferacije i za fazu involucije uklju¢eno je po 36 (72%)
djece Zenskog spola i po 14 (28%) djece muskog spola.

ProsjeCna dob ispitanika u fazi proliferacije hemangioma je 4,43 + 2,43 mjeseca.
ProsjeCna dob kontrolne skupine djece za fazu proliferacije je 4,58 + 2,51 mjeseci.
Prosje¢na dob ispitanika u fazi involucije je 23,58 * 9,21 mjeseci. Prosjecna dob

kontrolne skupine djece za fazu involucije je 23,54 £+ 9,37 mjeseci.
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Tablica 4. prikazuje kliniCke karakteristike ispitivane skupine pacijenata. Hemangiom
u obitelji ima 17 (34,0%) ispitanika, intenzivne prenatalne zahvate je imalo 8 (16,0%)
ispitanika, a prematuritet 10 (20,0%) ispitanika. ProsjeCna porodna teZina ispitivane
skupine iznosila je 3258 + 692,8 grama. Vecina pacijenata je imala duboki tip
hemangioma (58,0%), 20 (40%) pacijenata s IH imao je lokalizirani (fokalni) podtip
hemangioma, 20 (40%) pacijenata imalo je segmentali, nije bilo pacijenata s
neodredenim podtipom IH i 10 pacijenata (20%) imalo je multiple hemangiome.
Ekstrakutane manifestacije hemangioma u istrazivanju je imalo 5 (10%) pacijenata.
Udruzenost u sindrome u istrazivanju je imalo 2 (4%) pacijenta i to SACRAL sindrom
1 (2%) pacijent i PHACE sindrom 1 (2%) pacijent. Komplikacije nekontroliranog rasta
hemangioma imalo je 22 (44%) pacijenata. U skoro dvije treCine ispitanika indikacija
za lije€enje bila je kozmetska. Propranolol u kombinaciji s ostalim lijekovima primalo
je 32 (64,0%) ispitanika dok je 7 (14,0%) ispitanika je imalo nuspojave terapije.
Potpunu involuciju hemangioma je imalo 37 (74,0%) pacijenata dok je prosjecna
duljina lijeCenja iznosila 19,11 + 10,82 mjeseci. Nakon prekida lijeCenja relaps je

zabiljeZen u 3 pacijenta (6%).
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Tablica 4. KliniCke karakteristike ispitivane skupine pacijenata

Hemangiom u obitelji

Invazivni prenatalni zahvati

Prematuritet

Tip hemangioma

Lokalizacija hemangioma

Ekstrakutane manifestacije

Komplikacije

Sindromi

Indikacija za lijecenje

Terapija

Nuspojave

Relaps

Ishod lijeCenja

Duljina lije€enja (mjeseci)

Porodajna tezina (g)

Ne

Da

Ne

Da

Ne

Da

Povrsinski
Duboki
MijeSani
Segmentalni- lice
Fokalni- ostalo
Multipli

Ne

Da

Ne

Da

Nema

PHACE
SACRAL
Vitalna
Kozmetska
Samo propranol

Propranolol u kombinaciji s ostalim lijekovima

Ne

Da

Ne

Da

Potpuna involucija
Proliferacija

Bez promjene

Involucija + rezidua
Aritmeticka sredina £+ SD

Aritmeticka sredina + SD

N
33
17
42

8
40
10

2
29
19
20
20
10
45

5
28
22
48

1

1
16
34
18
32
43

7
47

3
37

0

1
12
19,11

3258,06

%
66,0%
34,0%
84,0%
16,0%
80,0%
20,0%

4,0%
58,0%
38,0%
40,0%
40,0%
20,0%
90,0%
10,0%
56,0%
44,0%
96,0%

2,0%

2,0%
32,0%
68,0%
36,0%
64,0%
86,0%
14,0%
94,0%

6,0%
74,0%

0,0%

2,0%
24,0%

10,82

692,80
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5.2 Vrijednosti VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u fazi proliferacije i u fazi

involucije hemangioma kod djece

Kod usporedbe VEGF-a u serumu izmedu faza proliferacije i involucije u skupini

pacijenata nije bilo statistiCki znaCajnih razlika (slika 17 i tablica 5).

Skupina: Pacijenti

40

1.400

1.200

1.000

800

600

400

200

VEGF PROLIFERACIJA VEGF INVOLUCIJA
Slika 17. Usporedba VEGF u serumu izmedu faza proliferacije i involucije u skupini

pacijenata: Wilcoxonov test: P=0,171

Tablica 5. Usporedba VEGF u serumu izmedu faza proliferacije i involucije u skupini

pacijenata: Wilcoxonov test: P=0,171

i ié Centile
Arltme_tlcka SD Min Max
sredina 25. Medijan 75.
VEGF PROLIFERACIJA 50 410,54 264,70 63,78 1447,48 212,83 344,50 542,82
VEGF INVOLUCIJA 50 377,86 252,53 62,50 1050,48 153,72 337,57 536,20
4 P
VEGF INVOLUCIJA - VEGF PROLIFERACIJA -1,368 0,171
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Nisu zabiljeZzene znacajne razlike u vrijednostima bFGF u urinu izmedu faze

proliferacije i involucije kod pacijenata (slika 18a i 18b, tablica 6 ).

Skupina: Pacijenti
FGF-U

<031

100
W>=0.31

80

60

Udio (%)

40

20

Proliferacija Involucija

Tip rasta

Slika 18a. Usporedba bFGF-a u urinu izmedu faza proliferacije i involucije u

skupini pacijenata: McNemarov test: P=1,000

Skupina: Pacijenti

* %

FGF-U PROLIFERACIJA FGF-U INVOLUCIJA

Slika 18b. Usporedba bFGF-a u urinu izmedu faza proliferacije i involucije u

skupini pacijenata: Box i Whiskerov plot
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Tablica 6. Usporedba bFGF-a u urinu izmedu faza proliferacije i involucije u skupini

pacijenata: Wilcoxonov test: P=0,893

i i¢ Centile
Arltme_tlcka SD Min Max
sredina 25. Medijan 75.
FGF-U PROLIFERACIJA 50 0,08 0,42 0,00 269 0,00 0,00 0,00
FGF-U INVOLUCIJA 50 0,08 0,49 0,00 342 0,00 0,00 0,00
V4 P
FGF-U INVOLUCIJA - FGF-U PROLIFERACIJA -0,135 0,893
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5.3 Vrijednosti VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u dvije faze u kontrolnoj

skupini

Usporedbom VEGF-a u serumu izmedu faza proliferacije i involucije u kontrolnoj

skupini nisu utvrdene statistiCki znacajne razlike (slika 19, tablica 7).

Skupina: Kontrola

2.000
1.500

1.000

VGF. 1 faza VGF. 1 faza
Slika 19. Usporedba VEGF u serumu u dvije faze u kontrolnoj skupini: Wilcoxonov

test: P=0,981

Tablica 7. Usporedba VEGF u serumu u dvije faze u kontrolnoj skupini: Wilcoxonov

test: P=0,981

i i¢ Centile
Arltme_tlcka SD Min Max
sredina 25. Medijan 75.
VEGF 1 faza 50 533,90 267,05 63,00 1267,00 335,75 507,50 631,25
VEGF 2 faza 50 553,10 382,60 63,00 1725,00 274,25 421,00 759,00
V4 P
VEGF PROLIFERACIJA - VEGF INVOLUCIJA 1,36 0,981
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U kontrolnoj skupini znacajno viSe ispitanika ima vrijednost bFGF u urinu 20,31 tijekom
proliferacije u odnosu na involuciju (P=0,003) (slika 20 a i 20b, tablica 8).

100

80

60

Udio (%)

40

20

Skupina: Kontrola
FGF-U

W <0,31
1l >=0,31

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

Tip rasta

Slika 20a. Usporedba bFGF-a u urinu u dvije faze u kontrolnoj skupini:

McNemarov test; P=0,003

Skupina: Kontrola

BE R B X

*

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

Slika 20b. Usporedba bFGF-a u urinu u dvije faze u kontrolnoj skupini: Box i

Whiskerov plot
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Tablica 8. Usporedba bFGF-a u urinu u dvije faze u kontrolnoj skupini: Wilcoxonov

test: P=0,002

i i¢ Centile

Arltme_tlcka SD Min Max

sredina 25. Medijan 75.
FGF-U 1 faza 50 0,34 0,93 0,00 4,88 0,00 0,00 0,11
FGF-U 2 faza 50 0,01 0,05 0,00 0,34 0,00 0,00 0,00

V4 P
FGF-U PROLIFERACIJA - FGF-U INVOLUCIJA 3,11 0,002
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5.4 Usporedba razine VEGF-a u serumu u fazi proliferacije i u fazi involucije
hemangioma kod djece, s razinama VEGF-a u serumu kontrolne skupine

djece usporedive dobi i spola.

Tablica 9. i Slika 21. prikazuju razinu VEGF-a u serumu u fazi proliferativnog rasta
hemangioma kod djece i usporedbu izmedu ispitivane i kontrolne skupine. Kontrolna
skupina, u odnosu na pacijente ima statisticki znacajno vece vrijednosti VEGF u fazi
proliferacije (P=0,009).

Tablica 9. Razina VEGF-a u serumu u fazi proliferativnog rasta hemangioma kod

djece i usporedba izmedu ispitivane i kontrolne skupine: Mann-Whitney U test

Skupina N Aritmeticka SD Min Max Centile
sredina 25. Medijan  75.
VEGF Pacijenti 50 410,54 264,70 63,78 1447,48 212,83 344,50 542,82

PROLIFERACUA kontrola 50 533,90 267,05 63,00 1267,00 33575 507,50 631,25

Mann-Whitney U Z P

VEGF PROLIFERACIJA 868,500 -2,630 0,009

1600,0

1400,0

oo

1200,0

1000,0 B

800,0

600,0

VEGF PROLIFERACIJA

400,0]

200,0]

Pacijenti Kontrola

Skupina
Slika 21. Razina VEGF-a u serumu u fazi proliferativhog rasta hemangioma kod

djece i usporedba izmedu ispitivane i kontrolne skupine
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Tablica 10. i Slika 22. prikazuju razinu VEGF-a u serumu u fazi involucijskog rasta
hemangioma kod djece i usporedbu izmedu ispitivane i kontrolne skupine. Kontrolna
skupina, u odnosu na pacijente ima statistiCki znacajno vece vrijednosti VEGF u fazi
involucije (P=0,019).

Tablica 10. Razina VEGF-a u serumu u fazi involucijskog rasta hemangioma kod djece

i usporedba izmedu ispitivane i kontrolne skupine: Mann-Whitney U test

Skupina N Aritmeticka SD Min Max Centile
sredina 25. Medijan 75.
VEGF Paciienti 50 377,86 252,53 62,50 1050,48 153,72 337,57 536,20
INVOLUCNA  Kkontrola 50 553,10 382,60 63,00 172500 274,25 421,00 759,00
Mann-Whitney U Z P
VEGF INVOLUCIJA 911,000 2,337 0,019
2200,0
2000,0
1800,0 o
1600,0
<
2 1400,0
S
5' 1200,0
>
£ 10000
(V]
W 8000
600,0]
400,0]
200,0
,0
Pacijenti Kontrola
Skupina

Slika 22. Razina VEGF-a u serumu u fazi involucijskog rasta hemangioma kod

djece i usporedba izmedu ispitivane i kontrolne skupine
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5.5 Usporedba razine bFGF-a u urinu u fazi proliferacije i u fazi involucije

hemangioma kod djece, s razinama bFGF-a u urinu kontrolne skupine

djece usporedive dobi i spola.

Razina bFGF-a u urinu u fazi proliferativhog rasta hemangioma kod djece i usporedba

izmedu ispitivane i kontrolne skupine prikazana je u Tablici 11 te na Slici 23. U

kontrolnoj skupini znacajno je vise ispitanika imalo vrijednosti 20,31 (najniZa vrijednost

koja je bila detektabilna na uredaju): 24,0% naprema 4,0%; P=0,008.

Tablica 11. Razina bFGF-a u urinu u fazi proliferativnog rasta hemangioma kod

djece i usporedba izmedu ispitivane i kontrolne skupine: Fisherov egzaktni test

FGF-U
PROLIFERACIJA:
skupine

Pacijenti

N
<0,31 48
20,31 2

Skupina
Kontrola

96,0%
4,0%

100

80

60

Udio (%)

407

48
96,00%

2
4,00%

38
76,00%

T
Pacijenti

Skupina

Kontrola

P

%
76,0% 0,008
24,0%

FGF-U
PROLIFERACIJA:
skupine

J<0,31
Z>=031

Slika 23. Razina bFGF-a u urinu u fazi proliferativnog rasta hemangioma kod djece

i usporedba izmedu ispitivane i kontrolne skupine
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Razina bFGF-a u urinu u fazi involucijskog rasta hemangioma kod djece i usporedba

izmedu ispitivane i kontrolne skupine prikazana je u Tablici 12 te na Slici 24. Nije bilo

znacajnih razlika (P=0,617).

Tablica 12. Razina bFGF-a u urinu u fazi involucijskog rasta hemangioma kod djece

i usporedba izmedu ispitivane i kontrolne skupine: Fisherov egzaktni test

Skupina P
Pacijenti Kontrola
N % N %
FGF-U INVOLUCIJA: <0,31 47 94,0% 49 98,0% 0,617
skupine >0,31 3 6,0% 1 2,0%
FGF-U
INVOLUCIJA:
100 skupine
[J<0,31
% >=031
80—
£ 60
o 47
3 94,00% 98%%%

3 1
I

0 T
Pacijenti Kontrola

Skupina
Slika 24. Razina bFGF-a u urinu u fazi involucijskog rasta hemangioma kod djece i

usporedba izmedu ispitivane i kontrolne skupine
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5.6 Povezanost razine VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu kod djece s

hemangiomima s drugim klini€kim pokazateljima

Tablica 13. prikazuje multivarijatni regresijski model predikcije razine VEGF-a u
serumu kod djece s hemangiomima u fazi proliferacije s drugim klinickim pokazateljima
(dob i spol djeteta, tijek trudnoCe majke, invazivni prenatalni zahvati, prematuritet,
porodna masa, klinickim nalazima solitarnih ili multiplih hemangioma, mjesta ishodista
hemangioma, tipa hemangioma, ekstrakutanih manifestacija, komplikacija,
udruzenosti s drugim anomalijama u sindrome). Model objasnjava 15% varijance
zavisne varijable te nije bilo zna€ajnih prediktorskih varijabli (iako su komplikacije

grani¢no pozitivho povezane, P=0,064).

Tablica 13. Predikcija razine VEGF-a u serumu kod djece s hemangiomima u fazi

proliferacije s drugim klinickim pokazateljima: multivarijatni linearni regresijski model

VEGF PROLIFERACIJA Standardizirani t 95% interval P
koeficijenti pouzdanosti
Beta Doniji Gorniji

Dob (mj) -0,03 -0,14 -42,95 37,25 0,886
Spol -0,24 -1,39 -337,65 62,75 0,173
Invazivni prenatalni zahvati 0,02 0,10 -222,21 244 .55 0,923
Prematuritet -0,34 -1,39 -540,73 100,83 0,173
PM (g) -0,15 -0,68 -0,23 0,11 0,502
Tip hemangioma -0,08 -0,48 -204,26 125,90 0,634
Lokalizacija hemangioma 0,03 0,19 -104,22 125,45 0,853
Ekstrakutane manifestacije -0,13 -0,59 -503,35 276,19 0,559
Komplikacije 0,34 1,90 -11,38 373,22 0,064
Sindromi -0,11 -0,52 -697,68 412,30 0,606
Terapija -0,06 -0,33 -244,53 175,56 0,741
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Tablica 14. prikazuje multivarijatni regresijski model predikcije razine VEGF-a u
serumu kod djece s hemangiomima u fazi involucije s drugim klinickim pokazateljima
(dob i spol djeteta, tijek trudnoce majke, invazivni prenatalni zahvati, prematuritet,
porodna masa, klinickim nalazima solitarnih ili multiplih hemangioma, mjesta ishodista
hemangioma, tipa hemangioma, ekstrakutanih manifestacija, komplikacija,
udruzenosti s drugim anomalijama u sindrome). Model objasnjava 21% varijance
zavisne varijable, a kao znaCajna prediktorska varijabla koja je pozitivno povezana s
razinom VEGF-a u serumu tijekom involucije izdvaja se postojanje invazivnih
prenatalnih zahvata (beta koeficijent=0,33; P=0,043) kontrolirano na ucinak svih

ostalih varijabli u modelu.

Tablica 14. Predikcija razine VEGF-a u serumu kod djece s hemangiomima u fazi

involucije s drugim kliniCkim pokazateljima: multivarijatni linearni regresijski model

VEGF INVOLUCIJA Standardizirani t 95% interval P
koeficijenti pouzdanosti
Beta Donji Gornji

Dob (mj) -0,08 -0,47 -45,32 28,36 0,644
Spol -0,17 -1,03 -277,15 90,67 0,311
Invazivni prenatalni zahvati 0,33 2,10 7,69 436,47 0,043
Prematuritet -0,31 -1,31 -485,88 103,48 0,197
PM (g) -0,09 -0,42 -0,19 0,12 0,675
Tip hemangioma 0,09 0,52 -112,61 190,68 0,605
Lokalizacija hemangioma 0,07 0,44 -82,37 128,61 0,660
Ekstrakutane manifestacije 0,06 0,31 -304,03 412,08 0,762
Komplikacije 0,21 1,21 -70,86 282,45 0,233
Sindromi -0,14 -0,69 -684,15 335,52 0,493
Terapija -0,16 -0,86 -274,94 110,97 0,395
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Tablica 15. prikazuje multivarijatni regresijski model predikcije razine bFGF-a u urinu
kod djece s hemangiomima u fazi proliferacije s drugim klinickim pokazateljima (dob i
spol djeteta, tijek trudnoée majke, invazivni prenatalni zahvati, prematuritet, porodna
masa, klinickim nalazima solitarnih ili multiplih hemangioma, mjesta ishodista
hemangioma, tipa hemangioma, ekstrakutanih manifestacija, komplikacija,
udruzenosti s drugim anomalijama u sindrome). Model objasnjava 42% varijance
zavisne varijable od svih prediktorskih varijabli u modelu (dob i spol djeteta, tijek
trudnoce majke, invazivni prenatalni zahvati, prematuritet, porodna masa, klinickim
nalazima solitarnih ili multiplih hemangioma, mjesta ishodista hemangioma, tipa
hemangioma, ekstrakutanih manifestacija, komplikacija, udruzenosti s drugim
anomalijama u sindrome). Porodajna masa je jedina varijabla koja se znacajno izdvaja,
a koja je s razinom bFGF-a u urinu povezana negativno (beta koeficijent=-0,39;

P=0,037) kontrolirano na ucinak svih ostalih varijabli u modelu.

Tablica 15. Predikcija razine bFGF-a u urinu kod djece s hemangiomima u fazi

proliferacije s drugim klinickim pokazateljima: multivarijatni linearni regresijski model

FGF_U PROLIFERACIJA Standardizirani t 95% interval P
koeficijenti pouzdanosti
Beta Donji Gorniji

Dob (mj) -0,02 -0,16 -0,06 0,05 0,871
Spol -0,31 -2,20 -0,55 -0,02 0,034
Invazivni prenatalni zahvati 0,39 2,89 0,13 0,75 0,006
Prematuritet -0,27 -1,37 -0,71 0,14 0,178
PM (g) -0,39 -2,16 0,00 0,00 0,037
Tip hemangioma -0,26 -1,85 -0,42 0,02 0,072
Lokalizacija hemangioma -0,07 -0,50 -0,19 0,11 0,619
Ekstrakutane manifestacije -0,09 -0,49 -0,64 0,39 0,628
Komplikacije 0,15 0,98 -0,13 0,38 0,335
Sindromi -0,09 -0,52 -0,92 0,55 0,608
Terapija 0,05 0,33 -0,23 0,32 0,740
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Tablica 16. prikazuje multivarijatni regresijski model predikcije razine bFGF-a u urinu
kod djece s hemangiomima u fazi involucije s drugim kliniCkim pokazateljima (dob i
spol djeteta, tijek trudnoée majke, invazivni prenatalni zahvati, prematuritet, porodna
masa, klinickim nalazima solitarnih ili multiplih hemangioma, mjesta ishodista
hemangioma, tipa hemangioma, ekstrakutanih manifestacija, komplikacija,
udruzenosti s drugim anomalijama u sindrome). Model objasnjava 55% varijance
zavisne varijable od svih prediktorskih varijabli u modelu. Postojanje sindroma
(PHACE, SACRAL) jedina je varijabla koja se znaCajno izdvaja, a koja pozitivho
prediktira razinu bFGF-a u urinu (beta koeficijent=0,60; P<0,001) kontrolirano na

ucinak svih ostalih varijabli u modelu.

Tablica 16. Predikcija razine bFGF-a u urinu kod djece s hemangiomima u fazi

involucije s drugim kliniCkim pokazateljima: multivarijatni linearni regresijski model

FGF_U INVOLUCIJA Standardizirani t 95% interval P
koeficijenti pouzdanosti
Beta Doniji Gorniji

Dob (mj) 0,22 1,64 -0,01 0,10 0,110
Spol -0,16 -1,29 -0,44 0,10 0,206
Invazivni prenatalni zahvati -0,06 -0,52 -0,39 0,23 0,608
Prematuritet -0,06 -0,34 -0,50 0,36 0,734
PM (g) -0,13 -0,79 0,00 0,00 0,434
Tip hemangioma 0,02 0,20 -0,20 0,24 0,846
Lokalizacija hemangioma 0,09 0,76 -0,10 0,21 0,451
Ekstrakutane manifestacije 0,11 0,71 -0,34 0,70 0,481
Komplikacije 0,07 0,53 -0,19 0,32 0,603
Sindromi 0,60 4,01 0,73 2,21 <0,001
Terapija 0,00 -0,03 -0,28 0,28 0,974
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6. RASPRAVA

6.1 Obiljezja ispitane populacije

U opisanom istrazivanju ispitano je znacenje odredivanja VEGF-a u serumu i bFGF-a
u urinu u razliitim fazama rasta hemangioma kod djece. Takoder je istrazena
usporedba povezanosti razine VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu kod djece s
hemangiomima s drugim kliniCkim pokazateljima (dob i spol djeteta, tijek trudnoée
majke, invazivni prenatalni zahvati, prematuritet, porodna masa, kliniCkim nalazima
solitarnih ili multiplih hemangioma, mjesta ishodiSta hemangioma, tipa hemangioma,
ekstrakutanih manifestacija, komplikacija, udruzenosti s drugim anomalijama u
sindrome). Isto tako usporedene su razine VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u fazi
proliferativnog rasta hemangioma i u fazi involucije hemangioma kod djece, s razinama
VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu kontrolne skupine djece usporedive dobi i spola.
Istrazivanje je provedeno na uzorku od 150 ispitanika. Pedeset bolesnika (N=50) s
hemangiomima u fazi proliferacije i istih pedeset bolesnika (N=50) s hemangiomima u
fazi involucije te kontrolna skupina 100 djece (N=100) usporedive dobi i spola. Svi
ispitanici su zavrsili istrazivanje. Uklju€eni su ispitanici u dobnom rasponu 0 do 18
godina, oba spola.

Prosje¢na dob ispitanika u fazi proliferacije hemangioma je 4,43 + 2,43 mjeseca, $to
je u skladu sa prirodnim tijekom bolesti u fazi rasta (proliferacije), gdje najceS¢e dolazi
do brzog rasta tijekom prvih 3 mjeseca zivota, posebice izmedu 5. i 8. tjedna Zivota i
oko 80% njihovog apsolutnog rasta zavrSava do dobi od 3 - 4 mjeseca (3). Prosje¢na
dob ispitanika u fazi involucije je 23,58 + 9,21 mjeseci, a prema literaturnim objavama
u vecini slu€aja regresija do potpune involucije je najceSce dovrSena do 4. godine
Zivota, iako kod dubokih hemangioma potpuna involucija mozZe potrajati i puno dulje i
do 8. - 10. godine Zivota (3). ProsjeCna dob kontrolne skupine djece za fazu
proliferacije je 4,58 + 2,51 mjeseci, a za fazu involucije je 23,54 + 9,37 mjeseci, stoga
je zaklju€ak da su promatrane skupine usporedive po dobi.

Istrazivanje je ukljucilo 36 (72%) pacijenata s hemangiomima Zzenskog spolai 14 (28%)

pacijenata s hemangiomima muskog spola, u omjeru 2,6:1. Prevladavanje ispitanica
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Zenskog spola u skladu je s oCekivanjima, jer su i prethodne studije potvrdile da su kod
Zenskog spola hemangiomi ¢es¢i u odnosu na muski spol u omjeru 2,5 - 4:1, (9, 10).
U kontrolnu skupinu u fazi proliferacije uklju¢eno 36 (72%) djece Zenskog spola i 14
(28%) djece muskog spola. U kontrolnu skupinu djece u fazi involucije uklju¢eno je 36
(72%) djece zZenskog spola i 14 (28%) djece muskog spola te su promatrane skupine
usporedive i po spolu.

Prema literaturi poznati rizicni ¢imbenici za razvoj dojenackih hemangioma su: mala
porodna tezina (uCestalost do 30% u novorodencadi manje od 1,5 kg), poodmakla
Zivotna dob majke, djevojCice, bijela rasa, premauritet (25 - 29 tjedana), multiple
gestacije, placenta previja, preeklampsija, hipoksija, pozitivna obiteljska anamneza na
hemangiome (8, 17-19). Pozitivha obiteljska anamneza na prisutnost IH u obitelji
evidentirana je u 17 (34%) pacijenata s IH, Sto govori u prilog dosadasnjim saznanjima
kako se hemangiomi ne nasljeduju, ali se €eSc¢e javljaju u obitelji s pozitivhom
obiteljskom anamnezom na IH.

Prosje€na porodna teZina ispitivane skupine iznosila je 3258 £ 692,8 grama, $to znaci
da nije predstavljala rizi¢ni Cimbenik za nastanak IH.

U ovom istraZivanju majke 8 (16%) pacijenata s IH imale su invazivne prenatalne
zahvate. Prijevremeno je rodeno 10 (20%) pacijenata s IH.

U vecini sluCajeva dijagnoza se moze postaviti na temelju anamneze i kliniCke slike,
samo klini¢kim pregledom. Prema tipu IH se dijele: povrsinski, duboki i mijeSani tip
hemangioma. U radu Léauté-Labreze i sur. iz 2011. god. navodi se da najveci udio Cini
povrsinski tip hemangioma 55%, duboki tip 15 %, mijeSani tip 35% (18). Obzirom na
ovakvu distribuciju, vecCina IH ne zahtijeva aktivno lijeCenje, naj¢eS¢e je dovoljno
.aktivno pracenje®. Procjenjuje se je da je terapijski postupak za hemangiome u
dojenackoj dobi potreban u 10 - 20% sluc€ajeva (3).

U ovom istrazivanju najveci je broj pacijenata 29 (58%) imao duboki tip IH, 19 (38%)
pacijenata imalo je mijeSani tip IH, 2 (4%) pacijenta imalo je povrSinski tip IH, Sto
sugerira da su uklju€eni pacijenti koji su zahtijevali terapijski postupak i da su imali
komplikacije te nisu mogli biti samo aktivno praceni kao $to je to dovoljno za vecinu IH
koji su povrsinskog tipa i koji su najées¢i kod dojencadi (18).

Prema morfoloSkom podtipu IH se dijele na: lokalizirani (fokalni) podtip koji €ini 67 %,

segmentalni 13%, neodredeni 16,5%, multifokalni 3,5% (18). U ovom istrazivanju 20
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(40%) pacijenata s IH imao je lokalizirani (fokalni) podtip, 20 (40%) pacijenata imalo je
segmentalni, nije bilo pacijenata s neodredenim podtipom i 10 pacijenata (20%) imalo
je multiple hemangiome. U studiji Kanada i sur., IH su u 40% slu€ajeva zahvacali lice,
Sto je sukladno i nalazu ovog istrazivanja gdje je u 20 (40%) pacijenata ishodiste
hemangioma bilo na licu (2).

Prema vremenu nastanka IH dijele se na: kongenitalne hemangiome koji ¢ine do 3%
svih hemangioma (RICH, NICH, PICH) i klasi¢ne dojenacke hemangiome, koji Cine
97% svih hemangioma (68). Istrazivanje nije ukljuCilo kongenitalne hemangiome, svi
pacijenti 50 (100%) su imali klasicni tip dojenackog hemangioma.

Ekstrakutane manifestacije IH u istrazivanju je imalo 5 (10%) pacijenata. Udruzenost
u sindrome u istrazivanju je imalo 2 (4%) pacijenta i to: SACRAL sindrom 1 (2%)
pacijent i PHACE sindrom 1 (2%) pacijent. U velikoj prospektivnoj studiji koju su proveli
Metry i sur. u Hemangioma Investigator Group u 1096 djece s IH, 25 (2,3%) djece je
imalo ekstrakutane anomalije, uglavnhom povezane s PHACE sindromom (101).
Ulceracija i krvarenje su naj¢eS¢e komplikacija nekontroliranog rasta IH, koja nastaje
u 10-25% pacijenata, poglavito u podrucju lica, usana, vrata i perianalne regije (73).
Ucestalost smetnji vida kod djece s hemangiomima nalazi se u 5 - 6% pacijenata,
ukoliko je hemangiomom zahvacena vjeda ili orbita (74). U ovom istrazivanju 22 (44%)
pacijenta imalo je komplikacije nekontroliranog rasta IH (ulceracija i krvarenje).
NajcesSca indikacija za lijeCenje IH je kozmetsko nagrdivanje. Prema smjernicama za
lijeCenje hemangioma u dojencadi, glavni ciljevi su zaustavljanje nekontroliranog rasta
i zahvacanje vitalnih struktura, kako bi se sprijecilo trajno estetsko nagrdivanje koje ¢e
ostaviti promjena na kozi i nakon involucije, smanjenje psihosocijalnog stresa i za
pacijenta i obitelj, sprjeCavanje i lijeCenje ulceracija, smanjenje oziljaka i boli i
izbjegavanje agresivnih postupaka za lije€enje onih IH koji imaju dobru prognozu i bez
terapije (102). U istrazivanju za 16 (32%) pacijenata indikacija za lijeCenje bila je
zahvacanje vitalne strukture, a u 34 (68%) pacijenta radilo se o kozmetskom
nagrdivanju.

NajceSce je lijeCenje kombinirano, konzervativho farmakoterapijom i KkirurSkim
postupcima. Cilj primjene lijekova je zaustavljanje proliferacije i smanjenje tumorske

mase, s krajnjim rezultatom smanjenja rasta hemangioma i u pojedinim slu¢ajevima
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omogucavanja kirurSkog zahvata ukoliko primjena lijekova nije dovoljna. Kriteriji za
lijeCenje IH definirani su 1997. god. od strane Frieden i sur. (102).

Tijekom istrazivanja propranololom per os lijeCeno je 18 (36%) pacijenata, a
propranololom u kombinaciji s ostalim lijekovima (timolol, kortikosteroidi) 32 (64%)
pacijenta. ProsjeCna duZzina lije€enja iznosila je 19,11 £ 10,82 mjeseci. Tijekom
lijeCenja nuspojave su zabiljeZzene u 7 (14%) pacijenata. Price i sur. (2011) proveli su
multicentriCni retrospektivni pregled, zakljuCujuci da je 2/68 (3%) bolesnika lijeCenih
propranololom imalo nuspojave, u odnosu na 42/42 (100%) bolesnika lije€enih oralnim
kortikosteroidima (103).

Nakon prekida lijeCenja relaps je zabiljezen u 3 pacijenta (6%). Pierre Fabre
Dermatologien proveo je tri klinicke studije za lijek Hemangiol (V0400SB): dvije
farmakokinetske studije faze | (na 12 zdravih dobrovoljaca i 23 dojencadi s
hemangiomima) i jednu studiju faze II/lll (460 dojencadi s hemangiomom u trajanju 24
tiedna, od toga je 391 dojencadi pra¢eno dalje u trajanju do 96 tjedana). Kortikosteroidi
nisu ukljuéeni kao aktivni komparator zbog nedostatka regulatornog odobrenja za
lijeCenje dojenackih hemangioma u vecini zemalja (sve zemlje osim Francuske i
Njemacke gdje je registriran za lije€enje angioma) i nedostatka dokaza o djelotvornosti
ove terapijske alternative u ovoj indikaciji. Stoga je Studija 201 usporedila je
suspenziju propranolol hidroklorida s placebom. Radilo se o randomiziranoj, dvostruko
slijepoj, placebom kontroliranoj, u viSe doza, multicentricnoj studiji, faze Il/l1ll u
pacijenata s proliferirajuim hemangiomima koji su zahtijevali sustavnu terapiju.
Studija je provedena u 16 zemalja s ukupno 56 centara s primarnim ciljem da se odredi
odgovarajuca doza i duzina lijeCenja propranololom (faza Il) i pokaze svoju nadmo¢
(u€inkovitost) nad placebom koja se temelji na potpunom ili gotovo potpunom
poviaCenju IH u 24. tjednu (W24) (faza lll). Sekundarni cilj je bio dokumentirati
sigurnosni profil Cetiri reZima propranolola u lije€enju IH u bolesnika u dobi od 1 do 5
mjesec (35-150 dana) od ukljucivanja. LijeCenje primijenjeno na 456 ispitanika (401
propranolola u dozi od 1 ili 3 mg/kg/dnevno tijekom 3 ili 6 mjeseci, 55 placebo),
ukljuCujucéi fazu titranja u trajanju od 3 tjedna. Kod bolesnika (71,3% zenskih, 37% u
dobi od 35 do 90 dana i 63% u dobi od 91 do 150 dana) hemangiom je bio na glavi u
70%, a vecina IH je bila lokalizirana (89%). Uspjeh lijeCenja definiran je kao potpuno

ili gotovo potpuno iS€ezavanje ciljnog hemangioma, $to je procijenjeno putem slijepe
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srediSnje nezavisne procjene, izvrSene na temelju fotografija u 24. tjednu, u odsutnosti
prijevremenog prekida lijeCenja.

RezZim doziranja 3 mg/kg/dnevno tijekom 6 mjeseci (odabran na kraju Il faze studije)
pokazao je 60,4% uspjesnosti u odnosu na 3,6% kod placebo skupine (p-vrijednost
<0,0001).

Podskupine dobi (35 do 90 dana / 91 do 150 dana), spola i lokacije hemangioma
(glavaltijelo) nisu pokazale razlike u reakciji na propranolol. Na 88% bolesnika je nakon
5 tjedana lijeCenja propranololom uo€ena regresija hemangioma. Kod 11,4% bolesnika
bilo je potrebno ponoviti lije€enje nakon prekida lijeCenja, Sto je vise u odnosu na
rezultate u naSem istrazivanju (6%). Zbog etickih razloga vezanih uz koriStenje
placeba, kod bolesnika s visokim rizikom hemangioma demonstracija ucinkovitosti nije
prikazana. Dokaz o ucinkovitosti propranolola kod bolesnika s visokim rizikom
hemangioma dostupan je i u brojnim literaturnim izvjeS¢ima kao i u posebnom
programu milosrdnog davanja lijeka provedenog s Hemangiol®-om (Compassionate
Use Programme Supporting Efficacy in High risk IH). Na temelju retrospektivne studije,
kod manjine bolesnika (12%) bilo je potrebno ponoviti sistemsko lijeCenje. Kada se
lijeCenje ponovno zapocelo, kod velike veéine bolesnika zabiljeZeni su zadovoljavajuci
odgovori na lijeCenje (82). Rezultati ovog istraZivanju pokazuju da je potpuna involucija
nakon lije€enja nastupila u 37 (74%) pacijenata, involucija s reziduom u 12 (24%)
pacijenata, a kod 1 (2%) pacijenta nije bilo promjene u ishodu lije€enja. Dobiveni
rezultati u skladu su s gore navedenim kliniCkim studijama za lijek propranolol
hiroklorid oralna suspenzija, u indikaciji lijeCenja kompliciranih IH.

Prema gore navedenim pracenim pokazateljima, moze se zakljuCiti da su obiljezja
ispitivane populacije u skladu s dosadasnjim spoznajama o epidemiologiji, klinickoj slici

i lijeCenju hemangioma.

6.2 VEGEF i bFGF u razlikovanju IH od vaskularnih malformacija

Smatra se da je potencijalna uloga VEGF-a u patofiziologiji hemangioma vjerojatna

(32). VEGF je dominantni ¢imbenik rasta koji kontrolira angiogenezu. Obzirom da je
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topiv i difuzibilan peptid koji se nalazi kod hemangioma, pretpostavlja se da mjerenje
cirkulirajucih vrijednosti teoretski moze reflektirati angiogenu aktivnost IH (33).

U najvec¢em broju radova odredivana je vrijednost VEGF-a u serumu i bFGF-a u
serumu ili urinu usporedujuci vrijednosti kod IH i vaskularnih malformacija, gdje se
zakljuCivalo o korisnosti odredivanja ovih ¢imbenika u razlikovanju IH od vaskularnih
malformacija (33, 34, 65, 104).

U studiji Zhang i sur. iz 2005. godine, mjerena je serumska koncentracija VEGF-a u
59 pacijenata s hemangiomima u fazi proliferacije, 38 pacijenata s hemangiomima u
fazi involucije, 18 pacijenata s vaskularnim malformacijama i 12 pacijenata zdravih
kontrola, koriste¢i imunokemijsku metodu (ELISA). U proliferativnoj fazi rasta
hemangioma registrirane su viSe vrijednosti serumskog VEGF-a, sa statisticki
znacajnom razlikom u odnosu na involutivhu fazu hemangioma i serumske vrijednosti
VEGF-a kod vaskularnih malformacija i zdravih kontrola. Razlike serumskih vrijednosti
VEGF-a u involutivnhoj fazi i serumskih vrijednosti VEGF-a kod vaskularnih
malformacija i zdravih kontrola nisu bile statisticki znacCajne. Nakon terapije
kortikosteroidima u 6 pacijenata vrijednosti serumskih koncentracija VEGF-a bile su
znacajno nize od pocetnih. Rezultati studije upucuju na mogucu korisnost odredivanja
serumske koncentracije VEGF-a u diferenciranju IH od vaskularnih malformacija, koji
bi predstavljao svojevrstan surogat marker angiogene aktivnosti i rasta hemangioma
(33).

U drugoj studiji 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 proliferacije, 106 hemangioma, 112 vaskularnih malformacija) i 440 slucaja
razliCitih vaskularnih anomalija (154 hemangioma u fazi proliferacije, 148 hemangioma
u fazi involucije i 138 vaskularnih malformacija), potvrdila je da su serumske vrijednosti
VEGF-a i vrijednosti bFGF-a u urinu kod hemangioma u fazi proliferacije bile zna¢ajno
viSe od vrijednosti kod hemangioma u fazi involucije, vaskularnih malformacija i zdravih
kontrola (p<0.01). Kao i u prvoj studiji razlike serumskih vrijednosti VEGF-a i vrijednosti
bFGF-a u urinu u involutivnoj fazi i serumskih vrijednosti VEGF-a i vrijednosti bFGF-a
u urinu kod vaskularnih malformacija i zdravih kontrola nisu bile statistiCki znacajne. U
zaklju€ku se navodi da je odredivanje koncentracije VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu

korisno u razlikovanju IH od vaskularnih malformacija (65).
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U naSem radu odredivana je vrijednost VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u djece s
hemangiomima, ali je iskljuCujuci kriterij bio postojanje vaskularnih malformacija, tako
da nije bilo pacijenata s vaskularnim malformacijama Cciji bi se nalazi usporedili s
nalazima djece s hemangiomima, pa se zakljuCak o korisnosti odredivanja ovih
¢imbenika u razlikovanju IH od vaskularnih malformacija nije niti mogao donijeti.

U radu Przewratil i sur. 2010. god. cilj istrazivanja bio je utvrditi periferne (iz cirkulacije)
i lokalne razine (iz hemangioma) serumskog bFGF u bolesnika s IH i vaskularnim
malformacijama. 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
vrijednosti serumske koncentracije bFGF u djece s proliferativnim hemangiomima bile
manje nego u zdravih kontrolnih skupina (p = 0,03). Nije bilo povezanosti izmjerene
razine bFGF-a i veliCine hemangioma, kao i dobi bolesnika. Lokalne razine bFGF
seruma u 29 djece s hemangiomima bile su viSe nego u perifernoj krvi (p = 0,022).
Vrijednost bFGF-a u urinu u pacijenata s IH nije se statistiCki razlikovala od vrijednosti
zdravih kontrola. Zaklju€eno je kako odredivanje razine bFGF u serumu nije korisno u
razlikovanju faza rasta IH i razlikovanja IH od vaskularnih malformacija, $to je u skladu
s zaklju€cima naseg istraZivanja vezano uz korisnost odredivanja ovih ¢imbenika u
razlikovanju faza rasta |H. 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 bi smo reci i da su proturje€ni s inicijalnom hipotezom o
povecanoj aktivnosti ovih ¢imbenika u pacijenata s IH.

| u naSem istrazivanju mjerene su nize vrijednosti bFGF-a u djece s IH u odnosu na
vrijednost kod zdravih kontrola, ali je u nasem istrazivanju odreden bFGF-a u urinu.
Prema istrazivanju Przewratili sur., Cini se kako niti urinske niti serumske vrijednosti
bFGF-a ne odrazavaju aktivhost 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). Autori
su pretpostavili da bFGF ima jaCu lokalnu aktivnost u tkivu hemangioma, s manjim
uplivom i manjom aktivnosti u cirkulaciji. Takoder, bFGF moze biti u vezanoj formi sa
mukopolisaharidima i heparinom §to ga Cc¢ini manje dostupnim za detekciju

imnokemijskim testovima (34, 35).
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Studija Yang i sur. iz 2011. god. istrazila je ulogu serumskog bFGF-a, estradiola i
bFGF-a u urinu u diferencijaciji IH od vaskularnih malformacija. Ukljuceno je 97
pacijenata s hemangiomima i 25 pacijenata s vaskularnim malformacijama te 48
pacijenata s rascjepom usnice i/ili nepca kao kontrole. Nadene su statisticki znacajne
razlike u koncentraciji bFGF-a u serumu i urinu izmedu gore navedenih skupina
pacijenata (hemangiomi, vaskularne malformacije, kontrole p=0.027, p=0.001).
Serumske vrijednosti estradiola su bile znacajno viSe u pacijenata s hemangiomima u
odnosu na pacijente s vaskularnim malformacijama (p=0.001) i kontrola (p=0.001)
(104).

Studija EI-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 malformacija i njihov
utjecaj na klini¢ki tijek IH. Uklju¢eno je 60 djece sa razli€itim vaskularnim koznim
promjenama podijeljenih u 3 skupine: IH u fazi proliferacije (N=25), IH u fazi involucije
(N=23), vaskularne malformacije (N=12) i nalazi 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 skupine pacijenata s IH (i u fazi proliferacije i u
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 niZze pad vrijednosti VEGF-a bile su u pacijenata s
hemangiomima koji su spontano regredirali (N=11) u odnosu na pacijente s IH koji su
bili lijeCeni (N= 37), (p<0.5). Kod vrijednosti bFGF-a u serumu nije nadena statisticki

znacajna razlika izmedu ove dvije skupine pacijenata (p>0.05) (64, 65).

6.3 VEGF, bFGF i faze rasta IH

U naSem istraZivanju, usporedbom vrijednosti VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu
izmedu faza proliferacije i involucije u skupini pacijenata s IH, nije bilo statistiCki
znacajnih razlika.

Gore opisana studija EI-Raggal i sur. iz 2017. godine pokazala je da nema statisticke
znacajne razlike u vrijednosti VEGF-a u serumu i bFGF-a u serumu u fazi proliferacije
i u fazi involucije hemangioma kod djece, $to je u skladu s rezultatima ovog

istrazivanja. Misljenje autora je da nema koristi u odredivanju ovih ¢imbenika kako bi
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se razlikovala faza rasta IH (proliferacija ili involucija), Sto su potvrdili i rezultati naSeg
istrazivanja (64).

Ipak, veclina studija govori u prilog jakoj povezanosti izmedu povecane tkivne
ekspresije VEGF-a u proliferativnoj u odnosu na involutivhu fazu IH te potvrduju
kljucnu ulogu VEGF-a u regulaciji angiogeneze kod IH (57, 105). VEGF kao i bFGF
pokazuje prekomjernu tkivnu ekspresiju kod IH i njegova ekspresija ostaje poviSena i
tijekom rane faze involucije IH, Sto ne mora imati korelat u koncentraciji VEGF-a u
serumu, odnosno bFGF-a u serumu ili urinu (106).

Przewratil i sur. 2009. god. istraZzili su VEGF i bFGF u serumu u djece s hemangiomima
i vaskularnim malformacijama, kao alat u dijagnosticiranju hemangioma i pracenju ovih
pacijenata. 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 imunohistokemijskom metodom (ELISA) (34). Serumske
vrijednosti VEGF-a bile su zna€ajno viSe u pacijenata s IH u fazi proliferacije u odnosu
na pacijente s IH u fazi involucije, pacijenata s vaskularnim malformacijama i zdravih
kontrola, Sto se razlikuje u odnosu na nase rezultate glede VEGF-a.

U nasSem istrazivanju usporedbom VEGF-a izmedu dvije faze u kontrolnoj skupini nisu
utvrdene statistiCki znacCajne razlike, Sto upucuje na zakljuCak da se ne radi o
varijacijama koncentracija ovisnih o dobi djece.

U studiji Przewratil i sur. serumske koncentracije bFGF-a su bile niske i nije bilo
statisticki znaCajne razlike izmedu promatranih skupina, $to je u skladu s nasSim

rezultatima koncentracija bFGF-a, ali u naSem radu bFGF je bio odredivan u urinu.

6.4 Usporedba razine VEGF-a i bFGF-a kod IH prema kontrolnoj skupini

Rezultati naSeg istrazivanja u usporedbi izmedu ispitivane i kontrolne skupine
pokazuju da kontrolna skupina, u odnosu na pacijente ima znacajno vece vrijednosti
VEGF mjerene u fazi proliferacije IH (P=0,009). Isto tako, kontrolna skupina, u odnosu
na pacijente ima znacajno vece vrijednosti VEGF mjerene i u fazi involucije IH
(P=0,019). U fazi proliferativnog rasta IH u usporedbi izmedu ispitivane i kontrolne
skupine, u kontrolnoj skupini znacajno je viSe ispitanika imalo vrijednosti bFGF-a u

urinu 20,31 (najniza vrijednost koja je bila detektabilna na uredaju): 24,0% naprema
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4,0%; P=0,008. Razina bFGF-a u urinu u fazi involucijskog rasta hemangioma kod
djece u usporedbi izmedu ispitivane i kontrolne skupine nije pokazala statistiCku
znacajnu razliku (P=0,617).

| rezultati drugih istrazivanja su razliciti, bez jasnog kona¢nog zakljucka, a Cesto kao i
u nasem istraZivanju proturjecni su s inicijalnom hipotezom o povec¢anoj aktivnosti ovih
¢imbenika u pacijenata s IH.

Nema objavljenih studija koje izvjeStavaju o vrijednostima VEGF-a u serumu i bFGF-a
u urinu u fazi proliferacije i involucije u istih ispitanika s IH i usporeduju ih s
vrijednostima kontrolne skupine usporedive dobi i spola.

Jedina studija koja je provela usporedbu istih pacijenata u dvije faze rasta IH
(proliferacija i involucija), ali s kontrolama koji nisu bile usporedive dobi i spola, je
studija Rajewske i sur. iz 2012. god. U toj studiji je odredivan serumski VEGF i
serumski placentarni ¢imbenik rasta (PIGF) (107). Studija je ukljuCila 43 dojen¢adi u
dobi 2 tjedna do 6 mjeseci s |H u fazi proliferacije. NajceS¢a lokalizacija hemangioma
bilo je podrucje glave i vrata u 16 (44,4%) pacijenata, Sto odgovara i najceS¢em nalazu
lokalizacije IH u naSem radu. Serumske vrijednosti VEGF i PIGF odredene su ponovno
14 mjeseci kasnije u 25 djevoj€ica i 11 djeCaka (ukupno 36, a 7 ih nije nastavilo
pracenje). Kontrolna skupina ukljucila je 30 djece (20 djeCaka i 10 djevojcica dobi od
6-18 mjeseci (prosjeCna dob 15 mjeseci). Nadena je statistiCki znaCajna razlika u
serumskih vrijednostima VEGF-a u dvije faze mjerenja u djece s IH koje su bile vise u
fazi proliferacije (p=0,02). Znacajno je da su u 10 pacijenata serumske vrijednosti
VEGF-a bile viSe u drugom mjerenju nakon 14 mjeseci, $to dovodi u pitanje korisnost
odredivanja VGF-a kao prediktora faze rasta hemangioma. Nije nadena statistiCki
znacajna razlika u serumskim vrijednostima VEGF-a kod djece s IH i zdravih kontrola.

Nije bilo statistiCki znacCajne razlike u vrijednostima PIGF-a, mjereno u dvije faze (107).

6.5 Rizi¢éni ¢imbenici za IH, klini€ki pokazatelji i VEGF i bFGF

Literaturno poznati rizicni Cimbenici za razvoj IH su: mala porodna teZina (ucestalost
do 30% u novorodencadi manje od 1,5 kg), poodmakla Zivotna dob majke, djevojcCice,
bijela rasa, premauritet (25 - 29 tjedana), multiple gestacije, placenta previja,

preeklampsija, hipoksija, pozitivha obiteljska anamneza na IH (8, 17-19). Za analizu
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povezanosti razine VEGF-a u serumu i bFGF u urinu u fazi proliferacije i involucije kod
djece s IH s drugim kliniCkim pokazateljima, Kkoristili smo multivarijatni linearni
regresijski model. Kod razina VEGF-a u serumu kod djece s IH u fazi proliferacije s
drugim klinickim pokazateljima nije bilo znacCajnih prediktorskih varijabli (iako su
komplikacije grani¢no pozitivno povezane, P=0,064). Kao znaCajna prediktorska
varijabla koja je pozitivno povezana s razinom VEGF-a u serumu tijekom involucije
izdvaja se postojanje invazivnih prenatalnih zahvata (beta koeficijent=0,33; P=0,043).
Kod razine bFGF-a u urinu kod djece s IH u fazi proliferacije, od svih prediktorskih
varijabli u modelu jedino se, kao znacajna, izdvaja porodajna masa koja je s razinom
bFGF-a u urinu povezana negativho (beta koeficijent=-0,39; P=0,037). Model
predikcije razine bFGF-a u urinu kod djece s IH u fazi involucije, od svih prediktorskih
varijabli u modelu jedino se, kao znacajna, izdvaja postojanje sindroma koja pozitivho
prediktira razinu bFGF-a u urinu (beta koeficijent=0,60; P<0,001).

U studiji Rajewske i sur. nije nadena statistiCki znacajna korelacija izmedu serumskih
vrijednosti VEGF-a i PIGF-a i boje IH, duZine trudno¢e majke i porodne mase.
Ultrazvuéno mijeren intenzitet protoka u IH pokazao je znacajnu razliku u prvom i
drugom mjerenju nakon 14 mjeseci, ali nije se pokazala statistiCki znacajna korelacija
izmedu vrijednosti VEGF-a, PIGF-a u drugoj fazi sa ultrazvu¢no mjerenim vaskularnim
protokom u IH (107).

U literaturi se nalaze razliciti rezultati glede korelacije promjena serumskih vrijednosti
VEGF-a u djece s IH nakon peroralne terapije propranololom.

U studiji Chen i sur. iz 2013. godine, u 22 pacijenta s IH koji su lije€eni s propranololom
per os, prosjecne serumske vrijednosti VEGF-a nakon 1 mjesec lije€enja, bile su nize
za 21.6% (p=0,003), a nakon 3 mjeseca 18% (p=0,63) uz znacajnu korelaciju
volumena lezija i vrijednosti VEGF-a (108). | studija Wu i sur. iz 2015. god. pokazala
je da su serumske koncentracije VEGF-a, bFGF-a, MMP-9, 8 tjedana nakon uvodenja
propranolola per os znacajno nize nego prije lijec¢enja (109). Nasuprot ovim rezultatima
studija Przewratil i sur. iz 2016. god. nije potvrdila znac¢ajno snizenje vrijednosti VEGF-
a u 50 djece s IH nakon terapije propranololom u trajanju 3 mjeseca, $to je u skladu i

s nasim istraZivanjem, a koje je bilo i vremenski puno duze (110).
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6.6 Znacaj provedenog ispitivanja

IH su najCesci benigni tumori dojencadi i djece, s pojavnoscu 3 do 10% u populaciji
dojenacke dobi (1). U Republici Hrvatskoj se godiSnje oCekuje izmedu 1200 - 4000
djece, kod kojih ¢e u dojenackoj dobi doc¢i do pojave hemangioma. Prema zadnjim
izvjeScima Drolet i sur. terapijski postupak potreban je u 12% slu€ajeva IH, Sto za
Republiku Hrvatsku iznosi 150 - 500 pacijenata godiSnje s ozbiljnim mogucénostima
komplikacija, ukoliko se na vrijeme ne prepoznaju i ne lijece (91). lako se jako puno
zna o klinickim karakteristikama i tijeku bolesti, patogeneza IH jo$ uvijek nije poznata.
Smatra se da je potencijalna uloga VEGF-a i bF GF-a u patofiziologiji IH vjerojatna (32).
Do sada nema jasnog zaklju€ka o korisnosti odredivanja ovih proangiogenih ¢Cimbenika
u klinickoj praksi, u pracenju i donoSenju odluke o lijeCenju djece s IH. Ne postoji niti
univerzalno prihvacena laboratorijska metoda koja bi sluzila za potvrdu dijagnoze i
donoSenje odluke o nacinu lijeCenja IH. Stoga su istrazivanja kakvo je i ovo, u kojima
se odreduje znacaj i uloga odredivanja proangiogenih ¢imbenika rasta VEGF-a i bFGF-
a u razumijevanju patogeneze, ucinkovitijem kliniCkom pracenju u razliitim fazama
rasta tumora, boljoj klini¢koj procjeni i donoSenju odluke za terapijskim postupkom,
toCnijem predvidanju ishoda lijeCenja od izuzetne vaznosti. Prethodne studije su
zakljuCivale o korisnosti odredivanja Cimbenika angiogeneze u razlikovanju IH od
vaskularnih malformacija (33, 34, 65, 104).

Prema nasim saznanjima radi se o do sada jedinom istrazivanju koje je ukljucilo iste
ispitanike u dvije razliCite faze rasta hemangioma, koji su bili usporedivani s kontrolnom
skupinom iste dobi i spola kao ispitana skupina. Takvih istrazivanja nema u dostupnoj
literaturi do sada, stoga smo misljenja da je upravo to i jedna od najvecih vrijednosti
ovog istrazivanja. U istrazivanju je koriStena neinvazivha i objektivna metoda
odredivanja VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu, kao parametara koji odreduju razliCite
faze rasta hemangioma kod djece. Vecina studija govori u prilog jakoj povezanosti
izmedu povecane tkivne ekspresije VEGF-a u proliferativnoj u odnosu na involutivnu
fazu hemangioma te potvrduju klju¢nu ulogu VEGF-a u regulaciji angiogeneze kod IH
(57). VEGF kao i bFGF pokazuje prekomjernu tkivhu ekspresiju kod IH i njegova
ekspresija ostaje poviSena i tjekom rane faze involucije hemangioma, $to ne mora
imati korelat u koncentraciji bFGF-a u serumu ili urinu, odnosno VEGF-a u serumu, a

Sto je dokazano i naSim istrazivanjem (106).
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6.7 Nedostatci istrazivanja

Prigovor ovom istrazivanju mogao bi biti Sto se radi o relativno malom broju pacijenata,
koji su imali dojenacki hemangiom (N=50), pa i ukoliko postoje razlike u mjerenim
vrijednostima teSko dostizu statisticku znacajnost. Prema literaturnim podacima i druge
studije nisu imale veci broj pacijenata iako su ukljuCivale i pacijente koji nisu aktivho
lijeCeni, nego samo "aktivno praceni, a u naSem istrazivanju svi ukljuceni pacijenti bili
su u terapijskom postupku. Gore navedeno je uzeto u obzir kod interpretacije nalaza i
usporedbe prema sliCnim istraZivanjima. Istrazivanje nije ukljuCilo pacijente koji su
"aktivno praceni" bez lijeCenja, kako bi se pratilo kretanje istih parametara u prirodnom
tijeku hemangioma. Navedeno nije ucCinjeno iz razloga Sto nastup involucije u
prirodnom ciklusu hemangioma traje prilicno dugo. ProsjeCna dob ispitanika pod
terapijom u fazi involucije bila je 23,58 £ 9,21 mjeseci, a prema literaturnim objavama
u vecini slu€aja regresija do potpune involucije je najceS¢e dovrSena do 4. godine
Zivota (3). Kod dubokih hemangioma potpuna involucija moze potrajati i puno dulje i
do 8. - 10. godine zivota, Cime bi se ovo istrazivanje znac€ajno produzilo, a izostanak
lijeCenja eticki je neprihvatljiv.

Vecina literaturnih citata, kao spoznaja i rezultata, citirana je prema izvjeS¢ima u
znacenju odredivanja vrijednosti VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u razlikovanju IH
od vaskularninh malformacija. U opisanom istrazivanju nismo imali pacijenata s
vaskularnim malformacijama, stoga rezultate nismo mogli usporediti s prethodnim
istraZivanjima koja su donosila zakljuCke na temelju vrijednosti promatranih

parametara u diferencijaciji IH od vaskularnih malformacija.
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7. ZAKLJUCCI

1. lako se smatra kako IH nastaju kao rezultat disregulacije angiogeneze i
vaskulogeneze pod utjecajem angiogenih ¢imbenika, poglavito VEGF-a i
bFGF-a, u ovom istraZivanju nije dokazana hipoteza da se kod djece u
proliferativnoj fazi rasta hemangioma nalaze viSe vrijednosti VEGF-a u
serumu i bFGF-a u urinu u odnosu na involutivhu fazu.

2. Usporedbom vrijednosti VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu izmedu faza
proliferacije i involucije u skupini pacijenata s IH, nije bilo statisticki
znacCajnih razlika. Prema rezultatima ovog istrazivanja, mjerenje ovih
C¢imbenika nema znacenje u razlikovanju i odredivanju faze rasta dojenackih
hemangioma i nema vrijednost koju ima kliniCki pregled i pracenje
bolesnika.

3.  Vrijednosti VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u fazi proliferativnog rasta i
u fazi involucije u djece s IH, u odnosu na kontrolnu skupinu djece
usporedive dob i spola, neoCekivano su bile nize. Prema rezultatima ovog
istrazivanja mjerenje ovih ¢imbenika u odnosu na zdravu skupinu, nema
znacenje za klinicko pracenje te odluku o vremenu i potrebi terapijskog
postupka kod djece s IH.

4. Povezanost razine VEGF-a u serumu u fazi proliferacije s drugim klinickim
pokazateljima nije bilo znacajnih prediktorskih varijabli. Kao znacajna
prediktorska varijabla koja je pozitivho povezana s razinom VEGF-a u
serumu tijekom involucije, izdvaja se postojanje invazivnih prenatalnih
zahvata (amniocenteza, kordocenteza).

5. Kod razine bFGF-a u urinu kod djece s hemangiomima u fazi proliferacije,
od svih prediktorskih varijabli u modelu jedino se, kao znacajna, izdvaja
porodajna masa koja je s razinom bFGF-a u urinu povezana negativno. U
modelu predikcije razine bFGF-a u urinu kod djece s hemangiomima u fazi
involucije, od svih prediktorskih varijabli jedino se, kao znacajna, izdvaja

postojanje sindroma koja pozitivno prediktira razinu bFGF-a u urinu.
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Prema dosadasnjim literaturnim saznanjima, radi se o do sada jedinom
istrazivanju za VEGF u serumu i bFGF u urinu u dvije razliCite faze rasta
hemangioma, koje je ukljucilo iste ispitanike s IH tijekom cijelog pracenja,
usporedene s kontrolnom skupinom iste dobi i spola, Sto je i najveca
vrijednost ovog istrazivanja.

lako se radi o neinvazivnoj i objektivnoj metodi mjerenja, prema rezultatima
ovog istrazivanja, odredivanje VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu, prema
trenutno dostupnim laboratorijskim standardima, nije pokazalo oCekivanu
vrijednost i znaCenje za potrebe u klini¢koj praksi.

| rezultati drugih istraZivanja su razliciti, bez jasnog kona¢nog zakljucka, a
Cesto kao i u ovom istraZivanju proturje¢ni s inicijalnom hipotezom o
povecCanoj aktivnosti ovih Cimbenika u pacijenata s IH. Stoga ce biti
potrebna dodatna istrazivanja, kako bi se utvrdila konacna uloga ovih
C¢imbenika u patogenezi IH.

Klinicki pregled i pracenje djece s hemangiomima ostaje i dalje zlatni

standard u postavljanju dijagnoze, aktivnom pracenju i lijeCenju djece s IH.
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8. SAZETAK

Arnes Resic, 2018.

Vrijednost odredivanja vaskularnoga endotelnoga €¢imbenika rasta u serumu

i baziénoga €imbenika rasta fibroblasta u urinu u djece s hemangiomima

Uvod: Cilj ove studije je istraziti znacenje odredivanja VEGF-a u serumu i bFGF-a u
urinu u razli¢itim fazama rasta hemangioma kod djece.

Ispitanici i metode: RijeC je o prospektivnoj studiji istraZivanja parova (case-control
study), koja je ukljucila pedeset bolesnika (N=50) s hemangiomima u fazi proliferacije
i pedeset bolesnika (N=50) s hemangiomima u fazi involucije i sto pacijenata-zdravih
kontrola (N=100) usporedive dobi i spola prema skupini bolesnika. Imunokemijskom
metodom (ELISA) odredena je vrijednost VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u fazi
proliferativnog rasta hemangioma i u fazi involucije hemangioma. Rezultati su se
usporedili s rezultatima analize kontrolne skupine djece usporedive dobi i spola, i
drugih klinickih pokazatelja.

Rezultati: Usporedbom vrijednosti VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu izmedu faza
proliferacije i involucije u skupini pacijenata s IH, nije bilo statistiCki znacajnih razlika.
Kontrolna skupina, imala je znaCajno vece vrijednosti VEGF u mjereno u fazi
proliferacije IH (P=0,009). Isto tako, kontrolna skupina, imala je zna€ajno vece
vrijednosti VEGF-a, mjereno i u fazi involucije IH (P=0,019). Mjereno u fazi proliferacije
IH, u kontrolnoj skupini znaCajno je viSe ispitanika imalo vrijednosti bFGF-a u urinu
20,31 (najniza vrijednost koja je bila detektabilna na uredaju): 24,0% naprema 4,0%;
P=0,008. Razina bFGF-a u urinu u fazi involucijskog rasta IH u usporedbi izmedu
ispitivane i kontrolne skupine nije pokazala statisticku zna€ajnu razliku (P=0,617).
Zaklju€ak: lako se smatra kako IH nastaju kao rezultat disregulacije angiogeneze i
vaskulogeneze pod utjecajem angiogenih ¢imbenika, poglavito VEGF-a i bFGF-a, ovo
istraZivanje nije pokazalo da se kod djece u proliferativnoj fazi rasta hemangioma
nalaze viSe vrijednosti VEGF-a u serumu i bFGF-a u urinu u odnosu na involutivnu
fazu.

Kljuéne rije€i: angiogeneza, bazi¢ni Cimbenik rasta fibroblasta (bFGF), hemangiomi

(IH), vaskularni endotelni imbenik rasta (VEGF)
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9. SUMMARY

Arnes Resic, 2018.

Importance of determining vascular endothelial growth factor in serum and
basic fibroblast growth factor in urine in children with hemangiomas.
Objective: The aim of this study is to investigate the importance of determining VEGF
in serum and bFGF in urine in various stages of growth of hemangiomas in children.
Patients and methods: This is a prospective study of research pairs (case-control
study), which includes fifty patients (N = 50) with hemangiomas in the stage of
proliferation and fifty patients (N = 50) with hemangiomas in the involution phase and
hundred healthy patients (N = 100) as a control group of comparable age and sex of
the patient group. Immunoassay (ELISA) is determined by the value of VEGF and
bFGF in serum and urine in the proliferative phase of hemangioma growth and
involution phase of the hemangioma. The results were compared with the results of a
control children group of comparable age and sex, and other clinical indicators.
Results: Comparison of VEGF serum and bFGF values in urine between phase of
proliferation and involution in the group of patients with IH did not show statistically
significant differences. The control group had significantly higher VEGF values
measured in the proliferation phase IH (P = 0.009). Likewise, the control group had
significantly higher values of VEGF, measured in the involution phase IH (P = 0.019).
Significantly more subjects in the control group had bFGF values in urine = 0.31 (the
lowest value found on the device) measured in the proliferation phase IH (24.0%
versus 4.0%; P = 0.008). The level of bFGF in urine in the involution phase IH
compared to the examined and control group did not show statistically significant
difference (P = 0.617).

Conclusion: Although IH is thought to be a result of disregulation of angiogenesis and
vasculogenesis under the influence of angiogenic factors, notably VEGF and bFGF,
this research has not demostrated that VEGF serum values and bFGF in urine in the
proliferation phase of hemangioma are higher compared to the involution phase.
Keywords: angiogenesis, basic fibroblast growth factor (bFGF), infantile

hemangiomas (IH), vascular endothelial growth factor (VEGF)
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PRILOZI

* Obavijest za ispitanika
OBAVIJEST RODITELJIMA/STARATELJIMA ISPITANIKA

Postovani roditelji i djeco,

U nastojanju da unaprijedimo procjenu lijeCenja Vaseg djeteta molimo Va$
pristanak za znanstveno istrazivanje u Klinici za djeCje bolesti Zagreb, Klai¢eva 16,
Zagreb.

Svrha naseg istrazivanja je odredivanje vaskularnoga endotelnoga Cimbenika
rasta (VEGF) u krvi i bazi€noga Cimbenika rasta fibroblasta (bFGF) u urinu u Vaseg
djeteta kako bi se pratila opseznost patoloSkog zbivanja u kavernoznih hemangioma i
procjenjivao terapijski ucinak. Poznato je da neravnoteza izmedu proangiogenih
(VEGF i bFGF) i antiangiogenih ¢imbenika ima utjecaj na rast hemangioma. Rezultati
istrazivanja Ce pridonijeti ranoj dijagnostici i boljem razumijevanju tijeka bolesti te ¢e
omoguciti toCnije predvidanje ishoda djece s kavernoznim hemangiomima.

Niti jednom djetetu uzorci se nece uzimati samo za potrebe ove studije, vec bi
se iskoristili oni uzorci koji se moraju uzeti kao dio standardne dijagnostike i terapije.
Zato sam postupak ne moze niti na koji nac¢in naskoditi VaSem djetetu. Ne radi se o
dodatnim pretragama i postupcima uzimanja materijala. Navedenim pretragama ne bi
bilo ugrozeno zdravlje Vaseg djeteta niti bi se njima utjecalo na tijek bolesti.

Uzimala bi se minimalna koli¢ina krvi (5ml) za odredivanje vaskularnoga
endotelnoga Cimbenika rasta i 20 ml urina za bazicnoga Cimbenika rasta fibroblasta u
djece sa kavernoznim hemangiomima. Ovi materijali bi se koristili samo za potrebe
nase studije.

Povjerljivost podataka kao i zastita privatnosti sudionika u cijelosti su osigurani.
Sudjelovanje u istrazivanju je iskljuCivo dragovoljno i od njega se moze u svakom
trenutku odustati.

Vase eventualno neslaganje sa sudjelovanjem Vaseg djeteta u ovom ispitivanju
nece imati nikakvih posljedica na lijeCenje niti na odnos lijeCnika prema Vasem djetetu.

U skladu s medunarodnim etickim pravilima molimo Vas da nam potpisivanjem
ovog obrasca date svoj dobrovoljni pristanak za sudjelovanje VasSeg djeteta u
istraZzivanju kao i VaSu suglasnost da podatke i saznanja koje prikupimo tijekom

ispitivanja mozemo koristiti i objaviti u znanstvenim Casopisima. Pri tome ¢e identitet



VasSeg djeteta biti u potpunosti zastiCen i njezino/njegovo ime nigdje se nece

spomenuti.

Suglasnost za sudjelovanje u istrazivanju

Suglasnost za sudjelovanje maloljethe osobe u znanstvenom istrazivanju

1.

Potvrdujem da sam dana u

procitao/proCitala Obavijest za ispitanika za gore navedeno znanstveno
istraZivanje te sam imao/imala priliku postavljati pitanja.

Razumijem da je sudjelovanje mog djeteta/mog Sti¢enika dragovoljno i da se iz
sudjelovanja u istrazivanju moze povuci u bilo koje vrijeme, bez navodenja
razloga i bez ikakvih posljedica za svoje zdravstveno stanje ili pravni status.
Razumijem da medicinskoj dokumentaciji mog djeteta/mog Sti¢enika pristup
imaju samo odgovorne osobe, to jest voditelj istrazivanja i njegovi suradnici te
Clanovi EtiCkog povjerenstva ustanove u kojoj se istrazivanje obavlja i EtiCkog
povjerenstva koje je odobrilo ovo znanstveno istrazivanje. Tim osobama dajem
dopustenje za pristup medicinskoj dokumentaciji mog djeteta/mog Sticenika.
Pristajem da obiteljski lijeCnik mog djeteta/mog Sticenika bude upoznat s
njegovim sudjelovanjem u navedenom znanstvenom istrazivanju.

Zelim i pristalem da moje dijete/moj S$tiéenik sudjeluje u navedenom

znanstvenom istrazivanju.

Ime i prezime roditelja/zakonskog zastupnika/skrbnika: (upisati Stampanim slovima)

Vlastorucni potpis:

Mjesto i datum:

Ime i prezime osobe koja je vodila postupak Obavijesti za ispitanika i Suglasnosti za
sudjelovanje: (upisati Stampanim slovima)

Ime i prezime voditelja projekta: (upisati Stampanim slovima)

Vlastorucni potpis:

Mjesto i datum:




