Koncentracija vaskularnoga endotelnog cimbenika
rasta, neuropilina 1 i aneksina A2 u serumu bolesnica
s endometriozom

Barberi¢, Monika

Doctoral thesis / Disertacija
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:563958

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-24

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:563958
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:2650
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:2650

FARMACEUTSKO-BIOKEMIJSKI FAKULTET

Monika Barberi¢

KONCENTRACIJE VASKULARNOGA
ENDOTELNOG CIMBENIKA RASTA,
NEUROPILINA 1 | ANEKSINA A2 U
SERUMU BOLESNICA S
ENDOMETRIOZOM

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2021.



FARMACEUTSKO-BIOKEMIJSKI FAKULTET

Monika Barberi¢

KONCENTRACIJE VASKULARNOGA
ENDOTELNOG CIMBENIKA RASTA,
NEUROPILINA 1 | ANEKSINA A2 U
SERUMU BOLESNICA S
ENDOMETRIOZOM

DOKTORSKI RAD

Mentori:
Prof.dr.sc Dunja Rogi¢
Prof.dr.sc. Dinka Pavic¢i¢ Baldani

Zagreb, 2021.



FACULTY OF PHARMACY AND BIOCHEMISTRY

Monika Barberi¢

SERUM CONCENTRATIONS OF
VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH
FACTOR, NEUROPILIN-1 AND ANNEXIN
A2 IN PATIENTS WITH ENDOMETRIOSIS

DOCTORAL DISSERTATION

Supervisors:
Professor Dunja Rogic¢, Ph.D.
Professor Dinka Pavici¢ Baldani, Ph.D.

Zagreb, 2021.



Zahvaljujem mentoricama prof.dr.sc. Dunji Rogi¢ 1 prof.dr.sc. Dinki Pavici¢ Baldani na

nesebi¢noj pomoci stru¢nim savjetima i podrsci prilikom pisanja rada.

Hvala mojoj obitelji na strpljenju i podrSci u trenucima kada je bilo najteze.

,, Vierujem da smo ono sto jesmo postali zahvaljujuci lekcijama nasih oceva u trenucima kada

nisu ni bili svjesni da nas zapravo uce. Oblikovani smo tim malim komadima mudrosti*

Umberto Eco

Rad posvecujem tati koji sada ,,od gore‘ vidi sve.



SAZETAK

SAZETAK

Endometrioza je cCesta kroniCna, slozena i progresivna ginekoloska bolest koja
najceS¢e zahvaca Zene reproduktivne dobi. Definirana je nazo¢noS¢u i rastom ektopicnog
endometrija koji ima histoloSke znacajke normalnog endometrija. Postavljanje dijagnoze
endometrioze delikatno je 1 sloZeno. Zlatni standard za postavljanje dijagnoze endometrioze
danas se smatra laparoskopija uz patohistolosku potvrdu. Laparoskopija je invazivni
dijagnosticki postupak, stoga je broj klinickih studija usredotoc¢en na otkrivanje neinvazivnih
dijagnostickih postupaka koji bi omogucili postavljanje dijagnoze. Glavni cilj ovog
istrazivanja bio je ispitati moZe li odredivanje koncentracija vaskularnoga endotelnog
¢imbenika rasta (VEGF), neuropilina 1 i aneksina A2 u serumu pridonijeti dijagnostici
endometrioze. U istraZivanju je ispitana i dijagnosticku ucinkovitost serumskih koncentracija

VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u razlikovanju zdravih od oboljelih od endometrioze.

U istraZivanje je bilo ukljueno 200 Zenskih osoba, raspona Zivotne dobi od 18 do 39
godina. Serumske koncentracije VEGF-a, neuropiina 1 i aneksina A2 odredene su u 120
bolesnica s endometriozom i 80 zdravih ispitanica. Serumske koncentracije sva tri analita

odredene su ELISA metodom (od engl. enzyme-linked immunosorbent assay).

Bolesnice s endometriozom imale su poviSene koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i
aneksina A2. Koncentracije VEGF-a i1 aneksina A2 bile su vece u bolesnica koje su imale visi
stadij endometrioze i veci broj lokacija zahvacenih endometriozom. VEGF je pozitivno
korelirao s aneksinom A2. Kod bolesnica s pozitivnhom obiteljskom anamnezom razdoblje od
pojave simptoma do dijagnosticiranja bolesti bilo je krace. Koncentracije VEGF-a 1 aneksina
A2 bile su vece u bolesnica s endometriozom u kojih je prisutan simptom bola. Rezultati ROC
krivulja sva tri analita upucuju na to da neuropilin 1 (AUC = 0,97 kod grani¢ne vrijednosti >
11 pg/L ) i aneksin A2 (AUC = 0,99 kod grani¢ne vrijednosti > 16 ug/L) pokazuju izvrsne,
dok VEGF (AUC = 0,89 kod grani¢ne vrijednosti > 0,225 pug/L) pokazuje vrlo dobre
sposobnosti razlikovanja zdravih od oboljelih od endometrioze. Model koji ukljucuje
neuropilin 1 i aneksin A2 pokazao je jako dobru dijagnosticku ucinkovitost u predvidanju
endometrioze (AUC 0,99 (95 % CI = 0,97 — 1,00)). Predlozenim bi se modelom moglo

ispravno odrediti prisutnost endometrioze u 98 % bolesnica.



Bolje razumijevanje molekularnih mehanizama endometrioze koji ukljucuju VEGF,
neuropilin 1 i aneksin A2 moglo bi pomo¢i u dijagnozi i pronalazenju novih terapijskih meta
za endometriozu. Dijagnosticke karakteristike predloZenog modela koji kombinira serumske
koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 upucuju na to da bi se on mogao koristiti
kao vrijedan neinvazivan pristup u razlikovanju zdravih ispitanika od bolesnika s

endometriozom.

Kljuéne rijedi: endometrioza, angiogeneza, vaskularni endotelni ¢imbenik rasta, neuropilin 1,

aneksin A2



SUMMARY

Background: Endometriosis is a common chronic, complex, and progressive
gynecological disease which mainly affects women of reproductive age. It is defined by the
presence and growth of ectopic endometrial tissue which has the histological characteristics of
the normal endometrium. Researchers agree endometriosis is likely to be polygenic and
multifactorial, but the exact pathogenic mechanisms are still unclear. Each theory singularly
fails to account for all forms of endometriosis, thereby indicating multifactorial mechanisms.
Development can be divided into five basic processes: adhesion, invasion, recruiting,
angiogenesis, and proliferation. Genetics, biomolecular aberrations in the eutopic
endometrium, dysfunctional immune response, peritoneal environment may all ultimately be
involved. The most common symptoms are dysmenorrhea, dyspareunia, and lower back pain
that worsens during menses. Depending on the location of the implants, rectal pain and
painful defecation may also occur. The diagnosis of endometriosis should be considered
especially if a patient develops dysmenorrhea after years of pain-free menstrual cycles.
Infertility may also be the presenting complaint. Clinically, endometriosis should be
considered in any woman of reproductive age with pelvic pain or infertility. However, since
symptoms are often nonspecific, the disease may be misdiagnosed as other clinical conditions
characterized by chronic pelvic pain (irritable bowel syndrome, interstitial cystitis/painful
bladder syndrome, recurrent cystitisoveractive bladder), thus leading to inadequate treatment
and considerable diagnostic delay. The diagnosis of endometriosis is delicate and complex,
the ‘gold standard’ for a definitive diagnosis is laparoscopy with biopsy and histological
analysis. Laparoscopy is the invasive diagnostic procedure, therefore, huge number of clinical
studies have been focused on detection of non-invasive diagnostic procedures that would

facilitate the diagnosis.

Aim: The main aim of this study was to examine whether the determination of
vascular endothelial growth factor (VEGF), Neuropilin 1 and Annexin A2 concentrations in
serum may contribute to the diagnosis of endometriosis. The diagnostic accuracy of VEGF,
Neuropilin 1 and Annexin A2 in distinguishing between healthy subjects and patients with

endometriosis was also evaluated.

Participants and methods: A total of 200 women aged 18-39 years were included in

the results of this study. Preoperative serum samples were obtained after written informed



consent from 200 candidates for laparoscopic surgery due sterilisation and suspected
endometriosis based on ultrasound vaginal probe, clinical examination, infertility, medical
history. Our exclusion criteria for all groups were as follows: pregnancy before surgery or 6
months after surgery, active pelvic inflammatory disease, any anti-inflammatory or hormonal
or immunomodulatory medications use in the preceding 3 months, genital or any extragenital
malignant disease, polycystic ovaries, cysts, adenomyosis, fibroids, other defined causes of
infertility, use of oral contraceptives or gonadotropin-releasing hormone agonist (GnRH)
analogues, chronic or acute genital disease except endometriosis, history of any medical
problem (e.g., endocrine abnormalities, gastrointestinal, cardiovascular, and pulmonary
system diseases), any systemic diseases (e.g., chronic or acute inflammatory disease,
autoimmune disorders, hepatic or renal insufficiency). Candidates were divided into groups
(endometriosis and control). Endometriosis group was comprised of 120 patients with
endometriosis diagnosed by laparoscopy or laparotomy and confirmed by histopathological
examination. Finally, endometriosis group comprised 120 patients divided into 3 groups; the
first group (stage II endometriosis group) comprised 50 patients; while the second group
(stage III endometriosis group) comprised 62 patients and the third group comprised 8
patients diagnosed with stage IV endometriosis, respectively, according to rASRM
classification. Eighty healthy women who were undergoing laparoscopy because of
sterilization were the control group. Serum concentrations of VEGF, Neuropilin 1 and
Annexin A2 were determined in 120 patients with endometriosis and 80 healthy subjects.
Blood samples were taken from all women undergoing laparoscopy half an hour before the
induction of anesthesia, for the collection of serum. Five mililitres of venous blood were
aseptically collected and left to coagulate, after which samples were centrifuged for 15 min at
2000 g and the serum was separated in a sterile tube. One test tube for all subjects (for VEGF
and ANNXA2) was centrifuged after 30 minutes, and the NRP1 tube was centrifuged two
hours after were aseptically collected. Serum concentrations of all three analytes were assayed

by a standardised sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Results: Higher VEGF, Neuropilin 1 and Annexin A2 concentrations were found in
patients with endometriosis. Significant differences were detected between control (VEGF=
0,214 (0,201 - 0,230) pg/L, p<0.0001; NRP1 = 8.2 (7.3 — 9.4) ng/L, p<0.0001; ANXA2 =
12,4 (10,2 — 13,4) pg/L, p<0.0001) and endometriosis groups (VEGF= 0,254 (0,231 - 0,268)
pug/L, p<0.0001; NRP1 = 27,1 (25,6 — 28,1) ug/L, p<0.0001; ANXA2 = 29,1 (21,3 — 35,6)
pg/L, p<0.0001) in terms of VEGF, NRP1 and ANXAZ2 levels. VEGF and Annexin A2



concentrations showed a statistically significant difference depending on the severity of the
disease and a number of locations affected by endometriosis. There were no significant
correlations between VEGF anf Neuropilin 1 also between Neuropilin 1 and Annexin A2 in
patients with endometriosis. Annexin A2 were positively associated with VEGF (r=0,73;
p<0,001) in patients with endometriosis. Patients with a positive family history had a shorter
time period in diagnosing the disease. VEGF and Annexin A2 concentrations were higher in
patients with endometriosis in whom a symptom of pain was present. The results of the ROC
curves of all three analytes indicate that Neuropilin 1 (AUC = 0.97 at the cut-off value > 11
pg / L) and Annexin A2 (AUC = 0.99 at the cut-off value > 16 ug / L) showed excellent,
while VEGF (AUC = 0.89 at a cut-off value > 0.225 pug / L) showed very good ability to
distinguish between healthy and endometriosis patients. The model combining Neuropilin 1
and Annexin A2 demonstrated diagnostic performances (AUC (95%CI) = 0,96 (0,92 — 0,99)).

The proposed model correctly identifies 98 % of patients with endometriosis.

Conclusions: In complex diseases such as endometriosis, due to the complexity of the
pathophysiological background, it is unlikely that a single marker will reflect the changes and
predict the outcome of the disease. A diagnostically non-invasive marker of endometriosis is
needed to make a diagnosis, guide targeted treatment, and monitor activity and therapeutic
response at all stages of the disease. Since it cannot yet be concluded that all
pathophysiological processes in the development of endometriosis are known, markers need
constant reevaluation and retrospective studies to justify their use. Improved understanding of
the molecular mechanisms of endometriosis pathogenesis involving VEGF, Neuropilin 1 and
Annexin A2 could help identifying novel targets for diagnosis and therapeutic interventions in
endometriosis. Diagnostic characteristics of the proposed model, obtained by combining
serum concentrations of VEGF, Neuropilin 1 and Annexin A2 suggested potential value as a
noninvasive approach in endometriosis diagnosis.

Key words: endometriosis, angiogenesis, vascular endothelial growth factor, Neuropilin 1,
Annexin A2
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UvVOD

1. UVOD
1.1. Endometrioza

Endometrioza je kroni¢na benigna ginekoloSka bolest za koju je karakteristicna
nazocnost i rast endometrijskog tkiva izvan maternice. Ektopi¢no endometrijsko tkivo ponaSa
se kao normalni endometrij i najceSc¢e se nalazi u zdjeliStu, na povrSini jajnika, duboko u tkivu
zdjelice, u ligamentima i miSi¢ima zdjelice i1 potrbusnici (1). Zahvaceni mogu biti i crijeva,
mokracovod, a opisani su i slu¢ajevi endometrioze na plu¢ima (2). Ektopi¢no endometrijsko

tkivo smjeSteno u miometriju naziva se adenomioza.

Ucestalost endometrioze u Zena reprodukcijske dobi jest 10 — 15 %, a najpoznatija
epidemioloSka istrazivanja upucuju na ucestalost endometrioze od 6 — 10 % u opcoj
populaciji i 20 — 40% u neplodnih Zena. Endometrioza se nalazi i u oko 70 % Zena sa

zdjeli¢nim bolom (3).

U dosadasnjim istraZivanjima u rizicne ¢imbenike za nastanak endometrioze ubrajaju
se kra¢i menstrualni ciklusi, ranije menarhe, menoragija, subfertilnost i neplodnost, iznad
prosjecna tjelesna visina, nuliparitet, dismenoreja te pretjerano konzumiranje alkohola i

kofeina (4).

PoraZavajuca je Cinjenica viSegodiSnje kaSnjenje s postavljanjem dijagnoze. Podaci
govore kako u prosjeku prode 6 — 7 godina od pocetka pojave prvih simptoma do postavljanja
dijagnoze i pocetka lijeCenja (4). lako endometrioza moze biti i asimptomatska u 10 % Zena,
kod vecine bolesnica javljaju se dismenoreja, kroni¢ni zdjeli¢ni bol, dishezija, dispaurenija,
umor, iscrpljenost, bolna ovulacija, nadutost, muc¢nine, glavobolje i neplodnost (5). Simptomi
mogu biti slozeni ovisno o lokalizaciji ektopi¢noga endometrijskog tkiva, a javljaju se
cikli¢ki, s pogorSanjem u vrijeme oko menstrualnog krvarenja. Svi navedeni simptomi, ovisno
o tezini bolesti i lokalizaciji ektopicnoga endometrijskog tkiva, dovode i do fizickih i do
psihickih smetnji oboljelih Zena, ¢ime izravno utjeCu ne samo na njihovu kvalitetu Zivota,

nego 1 zajednice u kojoj Zive (6).



Iako se endometrioza spominje u zapisima joS$ iz daleke 1690. godine, patogenetski
mehanizam ni do danas joS uvijek nije u potpunosti razjaSnjen te predstavlja izazov
suvremenoj medicini. Endometrioza nije enigma samo po pitanju etiologije — ona je dodatno
trajni izazov u dijagnostici s obzirom na to da ne postoje neinvazivni bioloski biljezi koji bi s
odgovaraju¢om dijagnostickom to¢nos$¢u upucivali na endometriozu ili omogucili pracenje

tijeka bolesti.

1.1.1 Etiologija i patogeneza endometrioze

Sva dosadaSnja istraZzivanja o endometriozi pokuSala su prona¢i odgovor na klju¢na
pitanja o podrijetlu i1 stvaranju ektopi¢nog tkiva endometrija. Usprkos velikom broju studija 1
klinickih ispitivanja nisu pronadeni konkretni odgovori na klju¢na pitanja, ali su doveli do
nastanka velikog broja teorija o patogenezi ove kroni¢ne bolesti. Tocna etiologija
endometrioze 1 dalje je nepoznata, a od mnoStva teorija samo je manji broj prihvacen i na
njima se temelje danasSnja istraZivanja. Prva 1 najstarija prihvacena teorija potjeCe od Johna
Sampsona (7). Sampson je predlozio implantacijsku teoriju koja pretpostavlja da tijekom
menstrualnog krvarenja endometrijsko tkivo skupa s krvlju retrogradnim refluksom kroz
jajovode dospijeva u trbusnu Supljinu gdje dolazi do implantacije i nastanka ektopi¢nog
endometrija (7). Implantacijska teorija potaknula je niz pitanja, ali 1 istraZivanja kako bi se
proSirila i podrzala novim dokazima, no pritom je doSlo i do razvoja ostalih teorija.
Zanimljiva je Cinjenica da je u 70 do 90 % Zena dokazana retrogradna menstruacija, ali sve ne
obolijevaju od endometrioze. Dodatno, Sampsonova teorija donekle moZe objasniti ektopicni
endometrij na jajnicima, potrbuSnici 1 zdjelici, ali ostaje otvoreno pitanje podrijetla
endometrioze na ostalim organima kao S$to su crijeva, plu¢a, mozak ili na oZiljku carskog reza

(8,9).

Mayerova teorija celomske metaplazije temelji se na rezultatima istraZivanja prema
kojima je endometrioza posljedica metaplazije stanica zdjeli¢ne potrbusnice (10). Ova teorija
podrZzava embrioloske studije koje se temelje na podacima koji govore o zajedniCkom
podrijetlu germinativnog epitela, Miillerovih kanali¢a i zdjelicnog epitela, pri cemu
zajednicku poveznicu Cini celomski epitel. Teorija celomske metaplazije mogla je na odreden
nacin objasniti nastajanje ektopicnog endometrija i na drugim mjestima, a ne samo na

jajnicima, zdjelici i potrbusnici. Zbog nepotpunoga znanstvenog objasnjenja, a i zbog premalo
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ucinjenih istraZivanja ova teorija nije u potpunosti zazivjela. Levander i Normann tvorci su
indukcijske teorije endometrioze prema kojoj je sam endometrij tkivo koje oslobada
specificni Cimbenik koji aktivira nediferencirane mezenhimne stanice i potice njihovu

diferencijaciju u tkivo endometrioze (11).

Unato¢ mnogobrojnim teorijama o patogenezi endometrioze zakljucak je da ni jedna
teorija sama za sebe ne objaSnjava na zadovoljavajuci nacin patogenezu endometrioze. Danas
je prihvaceno misljenje kako je za patogenezu endometrioze odgovoran niz medusobno

povezanih imunoloskih, hormonskih, genetickih, okoliSnih i anatomskih ¢imbenika (slika 1.).

Na stani¢noj razini glavnina promjena u endometriozi karakterizirana je medusobno
povezanom stani¢nom proliferacijom, upalom i angiogenezom, a prouzroc¢ene su promjenama
u hormonskoj signalizaciji koja ovisi o kontinuiranoj aktivaciji putova ovisnih o estradiolu te

o progesteronu (12).

Poremecena homeostaza hormona u endometriozi najviSe pridonosi promjenama u
stanicnim funkcijama kao S$to su proliferacija, adhezija, diferencijacija, izmijenjeni

imunoloski klirens, neurogeneza, angiogeneza, nastanak bola, metabolizam i upala (13).

Uzimaju¢i u obzir teoriju retrogradne menstruacije kao potencijalnog pocetka
endometrioze predloZzeno je da neoSteCene stromalne stanice iz menstrualnog sadrZaja
dospijevaju u prostor potrbusnice i imaju sposobnost prianjanja odnosno tzv. adhezije na
potrbusnicu s pomocu stani¢nih receptora, integrina koji su pak u interakciji s membranskim

adhezijskim molekulama izvanstani¢nog matriksa poput fibronektina i laminina (14, 15).

Pokazalo se kako nakon pocetne adhezije stanice endometrija nastanjuju potrbus$nicu,
Sto je moguée s pomoc¢u metaloproteinaze matriksa (MMP) koja razgraduje bazalnu laminu u
¢ijem se sadrZaju nalaze laminin, fibronektin i kolagen koji pak omogucuju preoblikovanje
okolnog tkiva (16). Istrazivanja su pokazala kako estradiol poti¢e stani¢no prezivljavanje
onesposobljavanjem ¢imbenika tumorske nekroze (engl. TNF, tumor necrosis factor) koji
inace sudjeluje u apoptozi (17), poti€e stani¢nu proliferaciju uz sudjelovanje ¢imbenika rasta i
poticanje epitelno-mezenhimskog prijelaza koji pridonosi stvaranju kolagena i nastajanju

fibroze (18).



Studije su pokazale kako je pogodno imunolo$ko okruZenje potrbusnice ukljuceno u
patogenezu endometrioze (19). Imunosni je sustav Zena s endometriozom izmijenjen i nije u
mogucnosti ukloniti ektopi¢no endometrijsko tkivo zbog oSte¢ene upalne funkciju i smanjene
fagocitne aktivnosti makrofaga (20) te rezistencije ektopicnoga endometrijskog tkiva na

liziranje prirodnim stanicama ubojicama (engl. NKs, natural killer cells) (21).

U trenutku kada se odvija invazija koordinirano se aktiviraju angiogeneza i
neurogeneza. Angiogeneza omogucava odrzavanje lezija opskrbljuju¢i ih funkcionalnim
krvnim Zilama. U tom procesu vaznu ulogu igraju razni ¢imbenici rasta i provaskularni
C¢imbenici poput vaskularnoga endotelnog cimbenika rasta (VEGF) koji je reguliran
estradiolom 1 reagira na upalno okruzenje poti¢uci proliferaciju endotelnih stanica (22,23).
Neurogeneza je povezana i s upalnim odgovorom i angiogenezom te zajedno s neravnotezom
u osjetilnoj i simpati¢koj inervaciji pridonosi rastu ziv€anih vlakana, naknadnoj perifernoj

neuroloSkoj upali 1 nastajanju kroni¢énog bola (24).

Jedna od potvrdenih posljedica aktivacije imunosnih stanica u mikrookruZenju
endometrioze jest proizvodnja citokina, ¢imbenika rasta i eikozanoida (spojeva gradenih od
20 atoma ugljika:  prostaglandina, leukotriena, tromboksana, lipoksina ili
hidroksieikozatetraenske kiseline) koji istodobno stimuliraju sve potrebno za neoangiogenezu

(25).

Za prezivljavanje, implantaciju i proliferaciju ektopi¢nog endometrija klju¢ni su i
limfociti, a medu najzahvacenijim limfocitima u endometriozi jesu T-stanice (26). Efektorske
T-stanice pokazuju sniZenu aktivnost, dok su pomoc¢ne T-stanice opcenito povecane i

sudjeluju u lucenju visoke razine citokina (27,28).

Promjene u mehanizmu sazrijevanja, infiltracije i funkcije imunosnih stanica na
lokalnoj i sistemskoj razini endometrioze potpomognute su modifikacijom molekularnoga i

biokemijskog okruzenja koji zajednicki sudjeluju u progresiji bolesti.
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Slika 1. Prikaz sloZenosti patofiziologije endometrioze

1.1.2 Klinicka slika i stadiji

Klini¢ka slika endometrioze ukljucuje simptome koji se javljaju kod oboljelih Zena.
Kao §to je ranije spomenuto, simptomi su bolna menstrualna krvarenja, neplodnost, umor,
iscrpljenost, napuhnutost, mucnine, glavobolja. Bol se zna javljati ciklicki par dana prije
pocetka menstruacije, pojaCava se do pocetka krvarenja, a nakon toga dolazi do postupnog
smanjenja bola. Ektopi¢ni endometrij reagira na hormonsku stimulaciju i krvari kao i
normalan endometrij za vrijeme menstruacije. Krv koja se nakuplja lokalno na mjestu i oko

mjesta ektopicne lezije izaziva oteklinu 1 upalu s pojavom citokina (29).

Sam bol mogu izazvati i priraslice koje poput oziljaka nastaju na organima u zdjelici i
izazivaju dislokaciju organa. Priraslice mogu poput mreZe spojiti jajnik, jajovod, maternicu i

rektum i na taj nacin prouzrociti bolove koji se javljaju neovisno o menstruaciji.



Zene s endometriozom potrbusnice mogu imati asimptomatsku endometriozu, dok je
pak endometrioza smjeStena duboko u zdjelici pra¢ena bolovima u zdjelici, dismenorejom,
dispaurenijom, simptomima od strane mokra¢nog sustava i neplodnosc¢u (30). Zdjeli¢ni bol

¢eSce se javlja kroni¢no nego cikli¢no.

Klju¢nu ulogu u hiperalgeziji 1 stvaranju bola ima stvorena senzorna inervacija koju
stvaraju Ziv€ana vlakna nastala u podrucju lezija endometrioze. Duboke infiltrirajuce lezije
imaju vecu gustocu ziv€anih vlakana u odnosu na lezije u potrbusnici i jajnicima. Zapravo,
duboko infiltrirane lezije koje se stvaraju na crijevima imaju najguséu mrezu ziv€anih vlakana
od svih tipova lezija koje se javljaju u endometriozi, Sto ujedno korelira s velikom ucestalo$¢u

bola koja je zabiljeZena kod bolesnica s endometriozom (31).

S klini¢ke strane, endometriozu treba uzeti u obzir kao dijagnozu kod svake Zene
reproduktivne dobi kod koje su prisutni simptomi bola u zdjelici i neplodnosti. Budu¢i da su
simptomi Cesto nespecificni, mogu dovesti do pogreSne dijagnoze i povezati se s drugim
klinickim stanjima koje karakterizira bol u zdjelici (primjerice sindrom iritabilnog crijeva,
intersticijski cistitis/sindrom bolnog mjehura) Sto obi¢no dovodi do neadekvatnog lijecenja i
znatnog kasnjenja u postavljanju dijagnoze endometrioze (32). Sama klini¢ka ocitovanja
endometrioze ovise o anatomskoj lokaciji endometrioze. Tako c¢e ektopi¢ne lezije na
mokra¢énom mjehuru i mokra¢ovodima izazvati disuriju, hematuriju, suprapubic¢ne bolove,
¢esto mokrenje, osje¢aj pecenja, urinarnu inkontinenciju, smanjenje bubrezne funkcije i
dismenoreju (33-35). Ektopi¢ne lezije na crijevima i rektalno izazvati ¢e ciklicni bol tijekom
defekacije, disheziju, ciklicnu hematoheziju, nadutost, zatvor, gréeve u crijevima, proljev,

stolice poput olovke, zaCepljenje crijeva (36-38).

Zdjeli¢ni bol koju bolesnice opisuju kao kroni¢nu, ciklicku, progresivnu (s vremenom
se pogorsava) povecava vjerojatnost sumnje na endometriozu kod klini¢ara (39-41). S
klinickog stajaliSta endometriozu se moze definirati kao menstruacijski ovisnu, kronicnu,

upalnu i sistemsku bolest koja se obi¢no javlja u obliku zdjelicnog bola.

Kod mladih Zena endometrioza je jedan od naj¢es¢ih uzroka neplodnosti. Mehanizam
nastanka neplodnosti kod endometrioze jo$ uvijek nije u potpunosti razjaSnjen te postoje
mnoga objasnjenja. Od mnogobrojnih objasnjenja danas prevladavaju dva od kojih se jedno

povezuje s mehanickim cimbenikom dok drugo ukljuCuje niz nedovoljno razja$njenih



biokemijskih mehanizama s kojima se povezuje neplodnost kod blagih oblika endometrioze
(42). U uznapredovaloj endometriozi stvaraju se priraslice 1 fibroza $to je ocit i objasnjiv
uzrok mehanickog ¢imbenika neplodnosti koji ogranicava i smanjuje motilitet fimbrija,
nastaju okluzije jajovoda, a ¢ime se onemogucava transport i fertilizacija jajne stanice nakon
ovulacije. Kod bolesnica s poetnom i minimalnom endometriozom uzrok neplodnosti izaziva

mnoga proturje¢na miSljenja i ukljucuje niz biokemijskih ¢imbenika.

Prema mnogim dosadasnjim istraZivanjima zakljuuje se da je u endometriozi
izmijenjeno peritonealno, folikularno i endometralno okruzenje, uz posljedi¢no ostecenje
folikulogeneze, ovulacije, smanjenje kvalitete oocita, receptivnosti endometrija i fertilne

sposobnosti spermija (43,44).

Podaci iz literature upozoravaju kako je kod Zena s endometriozom poremecen
imunoloski odgovor (43,45). Jedno od Cesto postavljanih pitanja u nizu istraZivanja je imaju li
Zene s endometriozom imunosnu disfunkciju koja sprjeCava uklanjanje endometrijskih
implantata i dovodi do adhezije tkiva endometrija u peritonejskoj Supljini (46). Takoder se
vjeruje da su ektopicne lezije u potrbusnici odgovorne za aktivaciju makrofaga s posljedi¢nim
povecanjem stvaranja upalnih ¢imbenika, reaktivnih kisikovih i duSikovih spojeva, citokina,

¢imbenika rasta i prostaglandina (47-49).

Kroni¢na upala u endometriozi moze prouzrociti neplodnost kroz nekoliko razli€itih
putova. Povecana koncentracija interleukina ( IL-1b, IL-8, IL-10) i ¢imbenika o tumorske
nekroze (TNF-a, engl. tumor necrosis factor a) u okruzenju folikula povezana je sa
smanjenom kvalitetom jajnih stanica (50). U peritonejskoj tekucini Zena s endometriozom
poviSen je interleukin 6 i taj citokin prema istraZivanjima inhibira pokretljivost spermija, a
upalni ¢imbenici peritonejske tekucine pridonose oSte¢enju DNA spermija (51-53). Nadalje,
oksidacijski stres, prostaglandini i citokini ometaju interakciju oocita i spermija, Stete razvoju
embrija i ometaju implantaciju (54). Disfunkcija osi hipotalamus-hipofiza-jajnik moze
pridonijeti neplodnosti u bolesnica sa endometriozom, prouzrocujuci produljenu folikularnu
fazu, nisku razinu estradiola u serumu i sniZavanje vrSne koncentracije luteinizirajuceg
hormona (55). Poremecaj lu¢enja hormona hipofize u Zena s endometriozom moze prouzrociti
poremecenu folikulogenezu, smanjenu kvalitetu oocita i/ili smanjenu receptivnost

endometrija. Neke studije bavile su se navedenim abnormalnostima i dobiveni su opre¢ni

rezultati (56,57).



Normalno lucenje progesterona i uloga endometrija u njegovu djelovanju tijekom
lutealne faze vaZna je za prijelaz endometrija iz proliferacijskog u sekrecijski 1 receptivni
stadij. U Zena s endometriozom smanjen je izrazaj progesteronskih receptora u endometriju

Sto moze dovesti do slabije receptivnosti endometrija te rezistencije na progesteron (58).

Donacija oocita poucan je klinicki model za razlikovanje ucinka receptivnosti
endometrija i kvalitete oocita u neplodnosti prouzrofenoj endometriozom. Nedavne studije
pokazale su kako bolesnice kod kojih su vradeni zameci, kreirani od donatorica oocita s
endometriozom imaju niZu stopu implantacije i trudno¢e u odnosu na Zene koje su primile
oocite od zdravih donorica (59). Spomenute studije navode na zakljucak kako je smanjena
fertilnost Zena s endometriozom rezultat loSe kvalitete oocita, a ne slabije receptivnog
endometrija. U serumu Zena s endometriozom pronadene su poviSene razine antitijela
usmjerenih na endometrij i njihovo vezanje na antigen endometrija moZe prouzrociti neuspjeh

implantacije (60).

PredloZeno je nekoliko klasifikacijskih sustava za izraZenost endometrioze. Cinjenica
je kako trenutacno ne postoji optimalni sustav klasifikacije, a korisnost je postojecih sustava
klasifikacije prijeporna. Klinicka su ocitovanja endometrioze raznolika, a odnos izmedu
simptoma 1 izraZenosti bolesti dvosmislen je i jo§ uvijek nedorecen. Do sada je uloZeno
mnogo truda 1 istraZivanja kako bi se napravila Sto bolja 1 korisnija klasifikacija endometrioze.
Idealan Kklasifikacijski sustav trebao bi moc¢i objasniti raSirenost bolesti, predvidjeti bol i

plodnost, pruZiti preciznu informaciju bolesnici i odrazavati anatomsku zahvacenost bolescu.

Najpoznatija je revidirana klasifikacija Americkog druStva za reprodukcijsku medicinu
(American Society for Reproductive Medicine — ASRM). Prema navedenoj klasifikacije,
predloZena su cetiri stadija izraZenosti endometrioze, definirana su prema kumulativhom
rezultatu (tablica 1.). Nedostatak je ove klasifikacije Sto nema korelacije izmedu stadija
bolesti i klinickih simptoma bola i neplodnosti (61). Prednost ove klasifikacije njezina je
prihvacenost na globalnoj razini, jednostavnost upotrebe lije€nicima te razumljivost i
jednostavnost pri objaSnjenju bolesnicama. ASRM Kklasifikacija ne uzima u obzir prisutnost
duboko infiltriraju¢e endometrioze (DIE) na razliCitim mjestima kao Sto su uterosakralni

ligamenti, mokra¢ni mjehur, rodnica i crijevo.



Tablica 1. Klasifikacija endometrioze prema Americkom drustvu za reprodukcijsku medicinu

(American Society for Reproductive Medicine — ASRM)(61).

STADIJ (bodovi) OBILJEZJE (izrazava se u bodovima)

minimalna bolest s nekoliko povrSinskih

I. stadij 0 -5 (MINIMAL) leziia

II. stadij 6 — 15 (MILD) blaga bolest — veci broj lezija, neke i dublje

srednje izraZena — brojne lezije, lezije na

II1. stadij 16 — 40 (MODERATE) jajniku. tanke adhezije

izraZena bolest — brojne lezije, endometriomi,
IV. stadij >40 (SEVERE) guste priraslice, endometrioza u rekto-
uterinom prostoru.

Kako bi se nadomjestilo izostavljanje duboke infiltriraju¢e endometrioze u
retroperitonejskim strukturama u ASRM Kklasifikaciji razvijena je ENZIAN Kklasifikacija
(62,63). ENZIAN Kklasifikacija do sada je imala dvije revizije (64,65). Revidirana ENZIAN
klasifikacija pojednostavljena je dijeljenjem retroperitonejskih struktura u tri odjeljka. Straznji
dio maternice podijeljen je na odjeljak A koji se sastoji od rektovaginalnog septuma i rodnice,
odjeljak B koji se sastoji od uterosakralnog ligamenta i stijenke zdjelice te odjeljak C koji se
sastoji od sigmoidnog kolona i rektuma. IzraZenost lezija podijeljena je za lezije manje od 1
cm na stupanj 1, 1 -3 cm na stupanj 2 i vece od 3 cm na stupanj 3. Kao i ASRM, ENZIAN
klasifikacije imaju odredene nedostatake, a na medunarodnoj razini imaju relatvno malu
prihvatljivost. Za razliku od ASRM Kklasifikacije ENZIAN klasifikaciju zbog sloZenosti
stadija i nedovoljnog poznavanja anatomije zdjelice nije moguce kao dovoljno razumljivu

objasniti bolesnicama (66).

U pokusaju da se klasifikacija endometrioze boduje tako da pomogne ocjeni plodnosti,
objavljen je Indeks plodnosti u endometriozi (engl. endometriosis fertility index, EFI) kojim
se pri operaciji pokuSava predvidjeti buducu plodnost (67). EFI sustav uzima u obzir i
anamnesticke ¢imbenike kao $to su dob, trajanje neplodnosti i postojanje prethodnih trudnoca.
Za nastanak trudnoce potrebna je normalna funkcija jajovoda, fimbrija i jajnika.

Funkcionalni zbroj upucuje na to je li embrij primjereno implantiran u maternicu, moze li



maternica pruZiti optimalno rano okruZenje za razvoj embrija i mogu li jajovodi prihvatiti
jajnu stanicu. Ocito je da EFI sustav ima prednost u predvidanju ishoda trudnoce te da EFI
zbroj odrazava bolje predvidanje Sanse zanoSenja od ASRM Kklasifikacije (68). Nadalje, u
odnosu na ASRM Kklasifikaciju EFI zbroj je pouzdaniji sustav u predvidanju ishoda
izvantjelesne oplodnje u bolesnica s endometriozom (69). Kao 1 prethodne klasifikacije tako i
EFI sustav ima neke nedostatke kao Sto su: EFI zbroj ne korelira s bolom, ocjena funkcije

odreduje se subjektivno i ukupni rezultat moZe varirati ovisno o kirurgu (66).

Ameri¢ka udruga ginekoloskih laparoskopicara (engl. American Association of
Gynecological Laparoscopists, AAGL) pokrenula je 2007. novu klasifikaciju endometrioze
(70). Od trideset eksperata za endometriozu zatrazeno je da dodijele bodove na ljestvici od 0
do 10 na temelju vaznosti svakoga ukljucenog ¢imbenika na ishod bola, neplodnosti i kirurske
komplikacije. Iako je proslo vise od deset godina od kada je AAGL klasifikacija nastala, jo§
uvijek nije u potpunosti potvrdena i potrebna su dodatna ispitivanja i rasprave kako bi

zazivjela.

Sve prethodno navedene klasifikacije imaju svoje prednosti i nedostatke.
Opceprihvaceno je da sve Zene podvrgnute operacijskom zahvatu moraju ispuniti ASRM
klasifikaciju kako bi se dobilo Sto viSe podataka dok se ne pojavi bolja klasifikacija, a Zene s
dubokom infiltracijskom endometriozom (DIE) dodatno moraju ispuniti ENZIAN

klasifikaciju.

JoS uvijek se trazi optimalna klasifikacija koja bi to¢no odrazavala simptome i opseg

bolesti te odredila strategiju lijeCenja (66).

1.1.3 Dijagnosticki postupci

Kao i kod dijagnostike svake bolesti, tako su i za endometriozu bitni klinicki pregled i
uzimanje anamneze. Nalazi klini€kog pregleda Zena s endometriozom mogu biti varijabilni
kao 1 simptomi na koje se pacijentice Zale. Kod blaZih stadija bolesti nerijetko se dogada da se
ne nalaze abnormalnosti prilikom klinickog pregleda ili, ako se i pronadu, neki klinicki

znakovi najceS¢e nisu specificni za endometriozu (71). Najcesce otkri¢e prilikom klinickog
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pregleda koje stvara sumnju na endometriozu jesu palpabilne endometrijske lezije u podrucju
straznjeg forniksa, koje mogu biti vidljive prilikom pregleda spekulumom kod pacijentica s

dubokom endometriozom.

Klini¢ki pregled obavlja se tijekom menstruacije ili tijekom pojave simptoma koji
upucuju na sumnju na endometriozu (72). Pozitivni su znakovi bolji kada se klinicki
rektovaginalno pregleda podrucje zdjelice. Klinicki pregled zdjelice ima slabu osjetljivost 1
specificnost u usporedbi s kirurSkim pristupom i ako se klinickim pregledom ne nadu znaci

endometrioze, to ne iskljucuje dijagnozu endometrioze (73).

Danas su razvijene 1 dostupne mnoge vizualne (,,imaging®) tehnike poput
transvaginalnoga i transrektalnog ultrazvuka te nuklearne magnetske rezonancije (MRI).
Ultrazvuk je jeftin i jednostavan za primjenu, ali nalazi ¢esto ovise o iskustvu klini¢ara koji
izvodi pregled ultrazvukom. Transvaginalni ultrazvuk od velike je pomoc¢i u dijagnostici
endometrioma, lezija prisutnih na mokraénom mjehuru i dubokih ¢voric¢a u rektovaginalnom
septumu. Lezije koje su vidljive ultrazvukom ukljucuju hipoehogena linearna zadebljanja ili
¢vori¢e/mase s pravilnim konturama ili bez njih. Za klinicara koji ima veliko iskustvo u radu s
ultrazvukom transvaginalni ultrazvuk ima visoku specificnost i osjetljivost za dijagnostiku
endometrioze jajnika. Transrektalni ultrazvuk takoder se moZe Koristiti za vizualizaciju
endometrioze u podrucju rektuma, dubinu infiltracije endometriozom 1 otkrivanje lezija na
straznjoj stijenci mokra¢nog mjehura (74), ali se do sada nije pokazao boljim u odnosu na

transvaginalni ultrazvuk.

Nuklearna magnetska rezonancija puno je osjetljivija u odnosu na ultrazvuk 1 koristi se
predoperacijski kako bi se potvrdile 1 lokalizirale lezije u bolesnica s dubokom zdjeli€nom
endometriozom rektovaginalnog septuma i sakrouterinih ligamenata te pri utvrdivanju

eventualne proSirenosti bolesti na druge zdjeli¢ne i abdominalne organe (75, 76).

Laparoskopsko istrazivanje uz histopatoloski pregled sumnjivih lezija zlatni je
standard u dijagnostici endometrioze. Endometrijske implantate treba pretraziti u zdjelici,
posebno na uterosakralnim ligamentima, apendiksu, jajnicima, bo¢nim stijenkama zdjelice,
povrSini mjehura i crijevima. Primjena laparoskopije vaznija je u odnosu na laparotomiju u
sluajevima kada se pregledava trbusna Supljina zbog sumnje na male endometrijske

implantate (77).

11



Studije su pokazale da dijagnozu endometrioze treba postaviti tek nakon
histopatoloSke potvrde zbog raznolikosti endometrijskih implantata, iako iskustvo i stru¢nost
kirurga mogu utjecati na odabir podrucja biopsije. Endometriomi se mogu prepoznati po
glatkim stijenkama, tamnosmeckastoj boji i gusto prianjaju na okolno tkivo u vrijeme
laparoskopije. Najvazniji pokazatelj koji omogucéuje pouzdanu dijagnozu tijekom
operacijskog zahvata gusta je, smeda tekuc¢ina nalik ¢okoladi unutar endometrioti¢nih cista

(78).

Ve¢ desetlje¢ima vode se istraZivanja koje razvijaju ideju o biomarkerima kako bi se
izbjegle invazivne tehnike u dijagnostici endometrioze Biomarker ili skup biomarkera lakse je
izmjeriti, pristup je neinvazivan te moze posluziti kliniaru u dijagnostici i pracenju odgovora
na lijeCenje. Neinvazivni biomarkeri, proteomika, genomika, miRNA buduc¢nost su i izazov u
dijagnostici endometrioze. Ocekuje se da c¢e klinicki pouzdani neinvazivni test za

endometriozu smanjiti kasnjenje u postavljanju dijagnoze bolesti.

Upalni kroni¢ni procesi ukljuCeni u patogenezu endometrioze dovode do stvaranja
mnogih ¢imbenika poput hormona, citokina, glikoproteina i ¢imbenika angiogeneze te se
moZe ocekivati da su neki od tih ¢imbenika moguci biomarkeri same bolesti (79). Tijekom
godina istrazivani su ¢imbenici apoptoze, molekule ukljuene u adheziju stanica i drugi
proteini vezani za matriks, molekule citoskeleta, biljezi oksidacijskog stresa, tumorski biljezi 1
drugi peptidi/proteini klju¢ni za patogenezu endometrioze (80,81). Tako se CA-125, CA19-9,
urokortinu i interleukinu-6 posvetila puna pozornost kao obecavaju¢im biomarkerima
endometrioze. Medutim, Steta je $to su svi ovi novi biomarkeri kao pokazatelji endometrioze

daleko od ispunjavanja kriterija za dobar dijagnosti¢ki biomarker endometrioze.

CA-125 je antigen na povrSini stanica svih tkiva koji su derivati celomskog epitela.
Razna patoloska stanja povezana s tkivima prekrivenim celomskim epitelom poput
endocerviksa, endometrija, jajovoda, potrbusnice, pleure i perikardija mogu prouzrociti
povecanu razinu CA-125 u serumu. Stoga povecane razine CA-125 nisu otkrivene samo u
bolesnica s endometriozom (82,83). Osjetljivost i specificnost CA-125 vece su kod umjerene
ili teSke endometrioze (III. ili IV. stadij) (84). Niska osjetljivost ograniCava njegovu
upotrebljivost u otkrivanju minimalne endometrioze odnosno pocetnog stadija bolesti. Studije
su pokazale kako je kombinacijom poviSenog CA-125 u serumu i pozitivnih klinickih nalaza

dokazana dijagnosticka snaga testa te test stoga treba svakako procijeniti zajedno s klini¢kim
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nalazima (85). Iako nije toCan pokazatelj zahvacenosti endometriozom, razina CA-125 moze
pruziti korisne informacije o teZini bolesti. Stalno poslijeoperacijsko povecanje razine CA-

125 dobar je predvidatelj loSije prognoze u neplodnih Zena s endometriozom (86).

U nekim od dosadaSnjih istraZivanja tendencija je bila povecati osjetljivost i
specifi¢nost testova kombiniraju¢i CA-125 s joS nekim serumskim biljezima kao Sto su IL-6,

IL-8, CA19-9.

Od citokina je najproucavaniji interleukin 6 (IL-6) u endometriozi, ali kao i s CA-125
zakljuCak je da se istraZivanja trebaju usredotoCiti na dijagnosticku ucinkovitost IL-6 u

kombinaciji s drugim citokinima.

Urokortin je neuropeptid koji pripada skupini hormona, a javlja se i na eutopi¢nom i
ektopicnom endometriju. Dosadasnje studije pokazuju kako su serumske razine urokortina
znatno povisene u zena s endometriozom jajnika u odnosu Zene koje imaju benigne ciste
jajnika. Isto tako, genski izraZaj urokortina povecan je u Zena s endometriozom jajnika te
razina izrazaja korelira s ozbiljnoS¢u bolesti. Smatra se da je urokortin bitan u procesu
decidualizacije koji oznaCava proces preuredivanja endometrija u sekrecijskoj fazi
menstrualnog ciklusa i bitan je za ranu trudnocu. Prva su istrazivanja pokazala kako urokortin
ima veci izrazaj na ektopicnom endometriju Zena s endometriozom u odnosu na eutopi¢ni
endometrij. Upravo zbog korelacije sa zahvacenosti endometriozom, istraZzivanja upucuju na
urokortin kao dijagnosticki biljeg za klasifikaciju endometrioze (87-89). Kao §to je slucaj i s
ostalima do sada istrazivanim potencijalnim biomarkerima endometrioze, tako i za urokortin

treba joS dosta opseZznih istraZivanja kako bi se dokazala njegova dijagnosticka vrijednost.

Identifikacija stanica koje cirkuliraju u perifernoj krvi ve¢ se godinama koristi kod
raznih karcinoma poput karcinoma gusterace, prostate i plu¢a (90,91). lako je endometrioza
benigna bolest, ima obiljezja zlo¢udne bolesti zbog nacina Sirenja, implantacije i

metastaziranja.

Odnedavno se brzo razvijaju tehnologije molekularne biologije povezane s
bioinformatikom. Te takozvane "omicke" znanosti, novonastale tehnologije koje povezuju
genomiku, transkriptomiku, proteomiku i metabolomiku posljednjih nekoliko godina nasiroko

primjenjuju istraZivaci u proucavanju sloZenih bolesti (92,93).
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Sirina probira koju pruzaju "omicke" znanosti omogucava genericki pristup za
nebrojene molekule i te se znanosti mogu smatrati obecavaju¢im tehnikama za otkrivanje

biomarkera endometrioze.

Uzimaju¢i u obzir usku povezanost genetickih ¢imbenika i endometrioze treba
spomenuti 1 mikroRNA kao jednu od novijih tehnologija na podrucju dijagnostike

endometrioze.

Za potpuno razumijevanje bioloskih sustava koriste se genomska i transkriptomska
analiza te se neizostavno provodi i proteomska analiza koja obuhvaca identifikaciju i
kvantifikaciju proteina u stanicama, tkivima 1 bioloSkim teku¢inama, analizu promjene
proteinskog izraZzaja u zdravim 1 bolesnim stanicama/organizmima, karakterizaciju

poslijetranslacijskih modifikacija i proucavanje interakcija protein-protein.

Odredivanje i analiza proteomskog profila stanica ili tkiva, tj. organizma stoga moze
sluziti kao dijagnosticki biljeg, biljeg za tocno utvrdivanje razvoja/faze bolesti ili za
predvidanje ishoda lijecenja. Zbog dinamicke prirode proteina te sloZenosti i varijabilnosti
proteoma proteomika mora biti selektivna i osjetljiva kako bi se istodobno moglo analizirati
tisu¢u i viSe razliitih proteina u pojedinom istrazivanom sustavu. Studije koje su rabile
proteomiku za istraZivanje periferne krvi 1 endometrija pokazale su obecavajuce rezultate na
podruc¢ju endometrioze. lako je proteomika kao tehnika trenutacno skupa i dugotrajna, nastoje
se razviti nove metode po nacelu spektrometrije masa koje bi donijele nove promjene u
bliskoj buduénosti (94). Da bi se potvrdila dijagnosticka vrijednost proteomike potrebne su
dodatne evaluacije koriStenjem standardiziranih postupaka sa slicnim kompletom biljega i

definiranim grani¢nim vrijednostima.

Analiza s pomocu metabolomike takoder je obecavajuci pristup u dijagnostici
endometrioze s obzirom na ¢injenicu da ektopicno tkivo endometrija ima specifi¢ne patoloske
metabolicke putove. Metabolomikom se doSlo do otkrica da postoje znatne razlike u
endometriju izmedu Zena s endometriozom i zdravih Zena (95-97) i to u razini fukoze,
prolina, lizina/arginina, metabolita koji sadrzavaju kolin i lipoproteina. Promjene u razini
navedenih metabolita povezane su s napredovanjem i zahvacenosti bolesti (98). Nedavno
istrazivani panel acilkarnitina u plazmi potencijalni je lako primjenjivi dijagnostiCki pristup

bolesti (99).
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Nekoliko je studija upozorilo na veliki broj miRNA ukljuenih u nastanak
endometrioze i njihov razli¢it izraZzaj na ektopi¢nom i eutopi¢nom tkivu endometrija.
Nekolicina miRNA povezanih s endometriozom zapravo regulira gene ukljucene u procese
koji su nuZni za nastanak i progresiju bolesti, kao Sto su angiogeneza, upala, imunosni
odgovor. Dodatna istrazivanja profila izrazaj miRNA dala bi uvid u nove spoznaje o
patogenezi endometrioze 1 poboljSala bi pristup lijeCenju same bolesti (100). Trenutacno ne
postoji ni jedna pojedinacna miRNA niti panel miRNA koja bi bila koristan dijagnosticki
biomarker endometrioze. Potrebne su dodatne validacije na velikom broju ispitanica,
upotrebom ponovljivih i standardiziranih metoda kako bi se razjasnio dijagnosticki potencijal

miRNA u endometriozi (101).

Uzimajué¢i u obzir da je endometrioza bolest prouzrofena okoliSnim i genetickim
¢imbenicima nekoliko je danasnjih tehnologija usredotoCeno na istrazivanje polimorfizma
jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP). Dokazano je kako postoji
mogucnost da je polimorfizam jednog nukleotida u Sest genomskih regija ukljuen u

patofiziologiju endometrioze (102).

Opceniti je zakljuCak kako ¢e u dijagnostici tako slozene bolesti kao S§to je
endometrioza panel biomarkera koji ukljucuje viSe razlicitih ¢imbenika biti precizniji nego

bilo koji pojedinacni biomarker (103).

1.1.4 Medikamentno lijeCenje

Raznolikost u patogenezi endometrioze nudi brojne moguénosti lijeCenja. Trenutacno
ne postoji definirani optimalni pristup lijeCenju te je temeljni pristup individualizacija
lijeCenja bolesnica. Endometrioza se ne moZe izlijeCiti, a glavni su ciljevi lijeCenja
ublazavanje simptoma bolesti, oCuvanje plodnosti, smanjenje lezija, poboljSanje kvalitete
Zivota. Ne postoji idealno lijecenje i naj¢esce su opcije kirurSko i/ili medikamentno lijecenje.
Sam je terapijski pristup individualan i ovisi o tome koje su prihvatljive metode za bolesnice s
obzirom na simptome koje imaju, njthovom Zeljom za trudnocom te posljedicama koje bolest
ima na opc¢e zdravlje bolesnika. Kirurski pristup lijecenju odabire se u slu¢ajevima kada kod
bolesnice postoji endometriom veli¢ine > 3 cm ili su simptomi bolesti toliko izrazeni da

unato¢ medikamentnoj terapiji znac¢ajno remete kvalitetu Zivota. Da bi se pak odabrao cilj
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medikamentnog pristupa lijeCenju bolesti presudno je poznavati i razumjeti biokemijske
abnormalnosti koje se javljaju u endometriozi. Izraziti upalni odgovor, prekomjerna
proizvodnja estrogena i rezistencija na progesteron samo su neki od niza kriticnih
mehanizama koji dovode do simptoma endometrioze (104). Studije pokazuju kako ektopicni
endometrij ima poremecene molekularne i imunoloSke funkcije. To sve dovodi do povecanog
stvaranja estrogena, proupalnih citokina, prostaglandina i metaloproteinaza i poremecaja

imunosnih stanica zbog ¢ega ne mogu zaustaviti i ukloniti upalni odgovor.

Medikamentno lijeCenje endometrioze ima za ciljeve kontroliranje bola i suzbijanje
hormonski aktivnog tkiva endometrija. S godinama je razvijeno nekoliko terapijskih opcija i
uspjesno su koriStene za postizanje prethodno navedenih ciljeva, ali se dosta brzo razvijaju i

novi ciljevi terapije.

U prvoj liniji medikamentnog lijeCenja koriste se protuupalni nesteroidni lijekovi
(engl. NSAID, non-steroidal anti-inflammatory drugs) u kontroli bola povezanog s
dismenorejom. Hormonska terapija koja se temelji na supresiji endometrijskog tkiva
ukljucuje: kombiniranu hormonsku kontracepciju, progesteronsku kontracepciju, agoniste
gonadotropin- oslobadaju¢eg hormona (GnRH), inhibitore aromataze i danazol. lako je
hormonska terapija poprilicno uspjeSna, neki preparati ipak imaju neZeljene nuspojave na

hormonsku supresiju $to zahtjeva redovito prac¢enje bolesnica (105).

1.1.4.1. Protuupalni nesteroidni lijekovi (NSAID)

NSAID lijjekovi najceS¢e su prva linija terapije u lijeCenju bola i dismenoreje
povezane s endometriozom (106). Bol u endometriozi javlja se sekundarno kao posljedica
poviSenih prostaglandina, interleukina i citokina. NSAID djeluju tako Sto inhibiraju
cikooksigenazu (engl. COX, cyclooxygenase) koja je presudna za proizvodnju medijatora
upale. lako su prisutni i COX1 i COX2 receptori, studije pokazuju da ektopi¢no tkivo
endometrija ima vecu koncentraciju COX2 receptora. Za ublaZavanje bolova naveliko se
koriste selektivni 1 neselektivni inhibitori COX. Novija su istraZivanja pokazala da osim
kontrole bola, selektivni inhibitori COX2 inhibiraju rast ektopi¢nog endometrija (107).
Unato¢ tomu $to nema jednoznacnih dokaza o ucinkovitosti terapije NSAID lijekovima u

kontroli boli zbog endometrioze i njezinih negativnih gastrointestinalnih nuspojava, jos uvijek
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se smatraju prvom linijom lijeenja kod bolesnica sa zdjelicnom boli.

1.1.4.2. Kombinirana hormonska kontracepcija

Suzbijanje aktivnosti jajnika i endometrioze osnova je za upotrebu kombinirane
hormonske kontracepcije u lijeCenju endometrioze te ovi preparati predstavljaju najcesce
koriStenu prvu linija lijeCenja. Kombinacija sintetskih progesterona-progestina i estrogena ili
sam progestin dovode do decidualizacije tkiva endometrija i usporavanja Sirenja bolesti.
Pojedini preparati imaju razli¢it postotak uspjeSnosti kod Zena s endometriozom. Stoga se
najceS¢e koriste oni koji u svom sastavu imaju snazne progestine. Prihvatljiva cijena,

jednostavna primjena i podnosljivost tijekom primjene klju¢ni su za njihovu buduc¢u upotrebu.

U odnosu na ciklicku primjenu, pokazalo se da kontinuirana primjena kombiniranih
oralnih kontraceptiva rezultira boljom kontrolom bola (108). Medutim, ogranicavajuci
¢imbenici kombinirane hormonske kontracepcije postoje 1 to u vidu potrebe za dugotrajnom
primjenom, povecanim rizikom nastanka venske tromboembolije, visoke stope recidiva nakon

prekida koriStenja i nemogucénosti zanoSenja za vrijeme lijeCenja.

1.1.4.3. Agonisti gonadotropin-osobadajuceg hormona (agonisti GnRH)

UspjeSna uporaba GnRH agonista temelji se na ¢injenici da dovode do izrazitog
hipoestrogenizma blokirajuci lu¢enje folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH) i luteinizirajuceg
hormona (LH) u hipofizi, a time i estrogena u jajnicima, Sto dovodi do amenoreje i regresije
ektopi¢nih endometrioti¢nih ZariSta. Dobra su terapijska opcija za Zene kod kojih pocetna
terapija oralnom kontracepcijom nije dala zadovoljavajuce rezultate ili imaju kontraidikciju za
koristenje iste. Iako agonisti GnRH znatno smanjuju jacinu bola u zdjelici, odobreni su za
neprekidnu upotrebu samo u vremenskom periodu od Sest mjeseci zbog nuspojava koje se
sekundarno javljaju zbog hipoestrogenizma, a uklju¢uju gubitak koStane mase, atrofiju i
suhocu rodnice, valove vruc¢ine i poremecaj u lucenju lipida (109). Jo$ jedan ogranicavajuci
¢imbenik u primjeni GnRH agonista jest supresija ovulacije zbog ¢ega nisu primjenjivi kod

Zena koje Zele zanijeti.
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1.1.4.4. Antagonisti gonadotropin-oslobadajuceg hormona (Antagonisti GnRH)

U usporedbi s agonistima GnRH antagonisti GnRH dovode do znacCajno manje
supresije estrogena, a time i manje simptoma hipoestrinizma, uz istovjetni ucinak na
poboljSanje simptoma. Upravo zbog bolje podnosljivosti i smanjenih zdravstvenih rizika koji
se povezuju sa hipoestrinizmom, antagonisti GnRH nude ve¢i potencijal u lijecenju

endometrioze u odnosu na agoniste GnRH (105).

1.1.4.5. Progestini i progesteronska kontracepcija

Progesteron ima viSestruke mehanizme djelovanja koji €ine njegovu patofizioloSku
osnovu za upotrebu kod endometrioze. On potice decidualizaciju endometrija, inhibira mitozu
izazvanu estrogenom, mijenja receptore estrogena, inhibira angiogenezu i izrazaj

metaloproteinaze matriksa potrebne za rast endometrijskih implantata (110,111).

Dienogest, derivat 19-nortestosterona jest progestin koji je proucavan u lijeCenju
endometrioze. Ima visoku specifi¢nost za progesteronske receptore i manje anti-androgenih
nuspojava. Kontinuirana primjena dovodi do decidualizacije i atrofije lezija endometrija.

Takoder ima protuupalni, antiangiogeni i antiproliferacijski uc¢inak (112).

1.1.4.6. Intrauterini sustav s levonorgesterelom (LNG-IUS)

Iako oralni progestini imaju manji rizik nastanka venske tromboembolije u odnosu na
kombinirane hormonske kontraceptive, dnevna primjena i promjenjive koncentracije u
serumu neka su od ogranicenje koja se povezuju s njihovom uporabom. Progestini se mogu
primijeniti i lokalno, u maternicu, putem intrauterinog sustava koji sadrzi spremnik koji
otpuSta progestin-levonorgestrel u vremenskom periodu od 5 godina. Navedeni nacin
primjene progestina nema sistemski ucinak, ¢ime i izostaje i pojava nuspojava, Sto dovodi do
bolje suradljivosti. Uspjeh lije¢enja s LNG-IUS u Zena s endometriozom tumaci se
nastankom  atrofije endometrija inducirane progesteronom, hipomenoreje s mogucom

smanjenom retrogradnom menstruacijom 1 vefom koncentracijom progesterona u
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peritonejskoj Supljini Sto suprimira aktivnost ektopi¢nog endometrija protuupalnim i
imunomodularnim djelovanjem (113). LNG-IUS uspjeSno se Kkoristi u bolesnica s
adenomiozom i dubokom rektovaginalnom endometriozom. Pokazalo se i da smanjuje
postotak recidiva dismenoreje u Zena nakon laparoskopskih zahvata zbog simptomatske

dismenoreje.

1.1.4.7. Selektivni modulatori progesteronskih receptora (SPRM)

SPRM su relativno nova generacija medikamentnog lijecenja koja djeluje na tkivo u
rasponu od cCistih agonista do agonist/antagonist i do antagonista. Selektivna inhibicija rasta
endometrija bez nuspojave hipoestrogenizma, smanjenje menstrualnog krvarenja utjecajem na
opskrbu endometrija krvlju i suzbijanje opskrbe endometrija krvlju, neki su od mehanizama
koji su izazvali zanimanje za njihovu upotrebu kod endometrioze. Medutim, zbog
ograni¢enog broja studija na ljudima, definitivne zakljuc¢ke o uspojeSnosti ovog oblika

lije¢enja, nije moguce iznijeti (105, 114).

1.1.4.8. Inhibitori aromataze

Enzim aromataza pomaze u pretvaranju steroidnih prethodnika u estrogen. lako su
jajnici 1 masno tkivo najvazniji izvor enzima aromataze, ista se stvara i u koZi, posteljici 1
mozgu. Studije su pokazale da aktivnost aromataze nije prisutna u normalnom endometriju,
ali je prekomjerno izraZzena u endometriozi (115). Aromatazom inducirana sinteza estrogena
dovodi do rasta endometrijskih implantata, izrazaja COX-a, luCenja prostaglandina koje
potom dodatno inducira aktivnost aromataze. Za razliku od GnRH agonista, inhibitori
aromataze blokiraju sintezu estrogena i na periferiji i u jajnicima. Ovaj je mehanizam
djelomic¢no koristan u postmenopauzalnih Zena s endometriozom s obzirom da je kod njih

periferno masno tkivo najveci izvor estrogena (116).
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1.1.4.9. Danazol

Danazol, derivat 17-alfa-etinil-testosterona, androgeni je agens koji inhibira LH i
smanjuje steroidogenezu u jajnicima izravnom inhibicijom enzima jajnika. Iako se pokazao
ucinkovitim u suzbijanju bola povezanog s endometriozom, njegova je upotreba tijekom
godina smanjena zbog pojave izraZenih hiperandrogenih nuspojava poput akni, hirzutizma,
produbljenja glasa, debljanja, poremecaja lucenja lipida, kao i gréeva u misi¢ima i poremecaja

rada jetre. (117) .

Kao $to je ve¢ visSe puta spomenuto, endometrioza je kronicna bolest i stoga zahtijeva
dugotrajno lije¢enje. Trenutacno dostupna medikamentna lijeCenja imaju dokazanu uspjeSnost
u kontroli simptoma endometrioze, ali njihova upotreba ima odredena ograni¢enja u vidu
potrebe za dugotrajnim koriStenjem, nuspojavom hipoestrogenizma i visokom stopom
recidiva bolesti nakon prekida terapije. Dodatno, kod Zena s endometriozom koje planiraju
trudnoCu, sva medikamentna terapija ima nedostatak, s obzirom da se za vrijeme njihovog
koriStenja onemogucava zanoSenje, odnosno djeluju kontracepcijski. Zbog navedenih.
IstraZivanja su usmjerena na potragu za novim terapijskim pristupima koji mogu ponuditi

sigurno medikamentno lijeCenje sa Sto manje nuspojava.

1.1.4.10 . Lijekovi s antiangiogenim u¢inkom

Ektopi¢ni endometrij okruZen je mrezom kapilara, a angiogeneza je jedan od
najvaznijih procesa u rastu i prezivljavanje lezija. Studije su pokazale da same lezije stvaraju
engiogene ¢imbenike poput vaskularnoga endotelnog ¢imbenika rasta (engl. VEGF), a i sama
peritonejska tekucina bogata je angiogenim ¢imbenicima. Teoretski bi se zaustavljanjem rasta
novih krvnih Zila zaustavio i rast novih i regresija starijih lezija. Vode¢i se ovom teorijom
provedeno je dosta istrazivanja kako bi se objasnila uloga antiangiogenih ¢imbenika u
lijeCenju endometrioze. Istrazivanja su jos uvijek u pocetnoj fazi i ve¢inom se izvode na

Zivotinjama, a istraZivanja na ljudima joS uvijek nisu dostupna (118).

Studije na Zivotinjskim modelima dokazale su da primjena anti-VEGFa smanjuje

veli¢inu endometrioti¢nih lezija.

Dokazano je da agonisti dopaminskog receptora 2, kabergolin i kinagolid smanjuju
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angiogenezu defosforilacijom VEGF2. Ve¢ se uspjesno koriste kod ljudi u lijeCenju
hiperprolaktinemije i1 suzbijanju laktacije. Primjenom na miSevima pokazali su uc¢inkovitost u
inhibiciji angiogeneze i smanjenju veli¢ine endometrioti¢nih lezija (48). Na ljudima je
provedeno istrazivanje tako Sto su prouCavane Zene s endometriozom povezanom S
hiperprolaktinemijom. Na Zenama je prvo obavljen kirurSki postupak tijekom kojeg je
odrezana polovica endometrioti¢nih lezija, a druga je polovica oznafena. Nakon toga je
uslijedilo 18 — 20 tjedana lijeCenja kinagolidom, a zatim je uslijedio drugi laparoskopski
zahvat tijekom kojeg se uocilo znatno smanjenje veli¢ina lezije i disregulacija VEGF/VEGF2,

proangiogenih citokina i inhibitora plazminogen-aktivatora (PAI-1) (119).

Statini su skupina lijekova koji se inaCe koriste za sniZzavanje kolesterola u krvi i
takoder su ispitivani in vitro na kulturama tkiva Zivotinja s endometriozom. Neki su od njih,
ovisno o primijenjenoj dozi, inhibirali matriks metaloproteinazu te broj i veliinu

endometriti¢nih lezija (119).

Monoklonsko antitijelo protiv TNFa koje ujedno neutralizira TNFa ispitivano je na
Zivotinjama s endometriozom. U pokusu na Zivotinjama primjena anti TNFa dovela je do
smanjenja veli¢ine i broju endometrioticnih implantata te razine upalnih citokina (120).
Nazalost, premalo je dokaza na ljudima o djelotvornosti navedenih antitijela, a i dobiveni

rezultati nisu se slagali s rezultatima dobivenim na Zivotinjskim modelima (121).

1.1.4.11. Prehrana i dodatci prehrani

S obzirom na moguce rizike 1 simptome nepodnoSenja koje nosi primjena
medikamentnog lijeCenja, istraZivanja su se usmjerila i prema uporabi dodataka prehrani u
lijeCenju simptoma endometrioze. Budu¢i da su estrogeni, poremecena razina eikosanida i
upalnog odgovora klju¢ni u patofizioloSkom mehanizmu nastanka endometrioze, smatralo se
da promjena prehrambenih navika kao i dodaci prehrani koji utjeCu na smanjenje stvaranja
estrogena, postizanje ravnoteze eikosanida i modulaciju imunoloskog odgovora mogu imati
terapijski u€inak (122,123). Promjena prehrambenih navika u vidu konzumacije viSe povrca,
prehrane bogate omega-3 masnim kiselinama, antioksidansima, vitaminima B skupine,
kalcijem i vitaminom D, kao i izbjegavanje alkohola i kofeina, crvenog mesa i trans-masti kod

Zena s endometriozom jedan je od potencijalnih nacina rjeSavanja simptoma endometrioze.
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Navedeni nacin prehrane pomaze u smanjenju bola, gréeva, upale, nadutosti, tjelesne teZine
kao 1 smanjenju razine estrogena i toksina u tijelu. Osim Sto utjee na endometriozu,
poboljsana prehrana povecava razinu energije, jata imunosni sustav i poboljSava cjelokupno

zdravlje (124,125).

Promicanje ucinka odredene skupine hrane na endometriozu temelji se na kemijskim
reakcijama u tijelu na koje se utjeCe specifi¢énim skupinama hrane. Neke su od tih kemijskih
reakcija suptilne i viSezna¢no temeljene na utjecaju odredenih enzima iz hrane i sloZzenim
kemijskim reakcijama koje se ve¢ odvijaju u tijelu (126, 127). Pokazano je da odgovarajuca
prehrana pokazuje pleiotropni profil u€inka sveokupnim interakcijama s viSe molekularnih
ciljeva povezanih s endometriozom, kao Sto su stani¢na proliferacija, apoptoza, upala,
oksidativni stres, angiogeneza i invazivnost. Studije su pokazale da vitamin A, C, E - zbog
svojih antioksidativnih svojstava, vitamin D zbog utjecaja na imunomodulaciju i gensku
regulaciju, omega-3 masne kiselin i riblje ulje - zbog smanjenja sinteze prostaglandina i
citokina, crveno meso i maslac - zbog poviSenja koncentracije estradiola u organizmu, trans-
masti - zbog povecanja ¢imbenika upale, zeleni ¢aj - zbog anti-oksidatinih, anti-mitotskih i
anti-angiogeznih svojstava, kurkumin - zbog anti-okisativnog i anti-angiogeneznog ucinka,
maslinovo ulje - zbog smanjenja oksidativnog stresa, zeleno povrce i voce - zbog utjecaja na
DNA metilaciju te interakciju sa sintezom hormona, hrana bogata vlaknima — zbog povecanja
proliferacije endometratnih stanica, soja — zbog anti-estrogenskih svojstava mogu modulirati
simptome 1 ishod lijeCenja endometrioze (128). Medutim, vazno je napomenuti da su rezultati
istrazivanja koji ispituju utjecaj prehrane na endometriozu joS uvijek ograniena i
inkonzistentna. Stoga je prije donoSenja definitivnih zaklju¢aka i1 preporuka vezanih za

lijecenje endometrioze prehranom, potrebno uciniti dodatna istrazivanja.

U posljednje vrijeme pokazuje se interes za koriStenje polifenola u lijeCenju simptoma
endometrioze. Neki od polifenola pokazuju snazan fitoestrogeni ucinak koji modulira u¢inak
estrogena, bez izazivanja ozbiljnih nuspojava suprotno uobicajenoj anti-estrogenskoj terapiji
endometrioze. Rezultati dostupnih studija ukazuju da prirodni bioaktivni spojevi ne utjeu na
plodnost, reproduktivne organe i razvoj potomstva (129,130). Dodatno, ova je alternativna
terapija pristupacne cijene te je pogodna za dugotrajno i sigurno lijeCenje pacijentica s
endometriozom. Brojna su pretklinicka 1 klini¢ka ispitivanja pripisali polifenolima Siroki
spektar korisnih bioloSkih aktivnosti, a opisani su i brojni molekularni mehanizmi i putovi

kojima mogu ucinkovito utjecati na poboljSanje simptoma i sprecavanje napredovanja
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endometrioze (131- 134)

Izoflavaonoid Puerarin koji je glavni izoflavonoid iz Radix puerariae, ima slab uc¢inak
slican estrogenu vezanjem za estrogenske receptore (135,136). U nekoliko je studija dokazano
da su izrazenost simptoma endometrioze i razina serumskog estrogena niZe u skupini lijeCenoj
1 tretiranoj puerarinom i danazolom u odnosu na kontrolnu skupinu Stakora (137). LijeCenje
puerarinom smanjilo je razinu MMP-9, ICAM-1 i VEGEF, a povecalo razinu tkivnog inhibitora
metaloproteinaze-1 (TIMP-1) u endometriotskim stromalnim stanicama (engl. ESC) (138).
Dok su MMP i TIMP bitni za invaziju te rast i razgradnju tkiva endometrija, VEGF je vazan u
angiogenezi i omogucava rast i invaziju ektopi¢nog endometrija. Utje€u¢i na ova tri
C¢imbenika puerarin suzbija invaziju ESC-a i vaskularizaciju. lako pokazuje obecavajuce
rezultate, prema danaSnjim preporukama, terapija endometrioze na prirodnoj osnovi ne moze
biti iskljuciva strategija lijeCenja. Medutim, u kombinaciji s etabliranom medikamentnom
terapijom prirodni preparati mogu biti sastavni dio lijjeCenja te predstavljati znacajan smjer

razvoja buducih terapijskih koncepta endometrioze (134, 139).

1.2 Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF)

Vaskularni endotelni ¢imbenici rasta (engl. VEGF) vazni su signalni proteini uklju¢eni u
vaskulogenezu (novo stvaranje embrijskoga krvozilnog sustava) i angiogenezu (rast krvnih
zila iz postojeceg krvozilja). VEGF obitelj broji sedam ¢lanova: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F i PIGF. Svi ¢lanovi imaju zajednicku VEGF homolognu
domenu. VEGF je viSefunkcijska porodica citokina izrazenih u epitelnim i mezenhimnim

stanicama u Sirokom spektru tkiva i u mnogim tumorima (140).

Kad se VEGF veze za svoj ciljni receptor, aktivacija VEGF receptora dovodi do brzog
porasta koncentracije unutarstanicnog Ca2 + i koncentracije inozitol-trifosfata u endotelnim
stanicama. Osnovna fizioloSka funkcija VEGF-a jest inducirati angiogenezu, $to omogucuje
endometriju da se regenerira nakon menstruacije Takoder modulira karakteristike
novonastalih krvnih Zila kontroliraju¢i mikrovaskularnu propusnost i dopustajuci stvaranje

fibrinskog matriksa za migraciju i proliferaciju endotelnih stanica. Ova modulacija moZe biti
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odgovorna za lokalni edem endometrija koji pomaze u pripremi endometrija za implantaciju
embrija. U bolesnica s endometriozom VEGF je lokaliziran u epitelu endometrioti¢nih

implantata, posebno kod hemoragi¢nih crvenih implantata (141).

Vezujuéi se za svoje receptore R1, VEGF regulira razvoj kapilara; vezu¢i R2 receptor,
promice diferencijaciju mezodermnih stanica u endotelne stanice. In vivo 1 in vitro pokusi
pokazuju da steroidni hormoni, hipoksija 1 duSikov oksid potiCu izrazaj gena vaskularnoga
endotelnog ¢imbenika rasta. Angiogeneza je temeljni proces kojim nastaju nove krvne zile i

smatra se glavnim procesom u patogenezi endometrioze (142).

VEGF ima mitogene ucinke na preZivljenje i povecanje propusnosti u endotelnim
stanicama koji su vazni u novonastalim Zilama 1 upali (141, 142). In vitro ima sposobnost

sprijeciti apoptozu u endotelnim stanicama (143).

VEGEF se veze i aktivira VEGFR-1 i -2, s time da je aktivacija VEGFR2 na vaskularnim
endotelnim stanicama primarni stimulator proliferacije endotelnih stanica (VEGFR-1 ima
samo oko jedne desetine aktivnosti tirozin-kinaze VEGFR-2) (144). Uz svoju angiogenu
aktivnosti, VEGF ima neke druge ucinke kao Sto su hematopoetski ucinci i poticanje

kemotaksije monocita.

VEGF je mitogen endotelnih stanica i njegovi stimulativni ucinci na proliferaciju
endotelnih stanica uglavnom su potpomognuti vezanjem na VEGFR-2. To poboljSava
dimerizaciju receptora i inducira aktivaciju o Ras-ovisnih i neovisnih putova (145). Vezanje
VEGF-a na VEGFR-2 takoder inducira fosfatidilinozitol-3’-kinaze (PI3K) / AKT
unutarstani¢ni transdukcijski put koji utjee na migraciju endotelnih stanica, preZivljavanje,

propusnost i apoptozu, bitan za oblikovanje i odrzavanje krvoZzilnih stijenki (144, 146).

lako je VEGF nuzan za fiziolosku vaskularnu homeostazu u razli¢itim stanicama i
tkivima, takoder je vazan u molekularnoj patogenezi rasta i metastaza tumora te je u
retinopatijama povezan s nekoliko bolesti oka koje prouzroc¢uju sljepocu, ukljucujucéi starosnu
degeneraciju makule (AMD), dijabetiCku 1 hipertenzivnu retinopatiju. PatoloSki ucinci
potpomognuti VEGF-om primarno su posljedica njegova ucinka na vaskularnu propusnost i

neoangiogenezu (neovaskularizaciju) (147, 148).
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VEGFI165 je fizioloSki najvaznija izoforma VEGF-a (149). VEGF-A ili PIGF koji se
vezu za heparin takoder se mogu vezati na neuropilin 1 (NRP-1) koji povecava njihov afinitet
vezanja za VEGF-R2, ali ove molekule takoder mogu vezati NRP-1 neovisno o aktivaciji
VEGF-R2. VEGF-R2 je glavni signalni receptor Cija aktivacija poboljSava mitogenezu i
propusnost vaskularnih endotelnih stanica. Pokazalo se da dva ostatka tirozina u VEGFR2

razlicito reguliraju angiogenezu u odnosu na vaskularnu propusnost (150).

Veliki VEGF signalni put VEGFR1 / R2 regulira aktivnosti nekoliko kinaza i uzrocno
provodi proliferaciju stanica, migraciju, prezivljavanje i vaskularnu propusnost tijekom
vaskulogeneze i angiogeneze. VEGF, osim §to sudjeluje u angiogenezi, izaziva povecanu
propusnost kapilarne mreze, $to dovodi do izlaska fibrinskih produkata u izvanstani¢ni
prostor, a Sto pak povecava aktivaciju i nastanak makrofaga i njihovo lucenje TNF-a

(151,152).

1.3 Neuropilin 1

Neuropilin 1 (NRP1) je jednolan¢ani transmembranski glikoprotein od 130 kDa koji
djeluje kao sureceptor za brojne izvanstani¢ne ligande, ukljucuju¢i semaforine klase 3,
odredene izoforme vaskularnoga endotelnog ¢imbenika rasta i transformirajuéi faktor rasta
beta (153,154,155). Ove viSestruke interakcije NRP1 olakSava velika izvanstanicna domena
od 860 aminokiselina koja je organizirana u pet domena nazvanih al, a2, b1, b2 i ¢ (156,157).
Dok domene a i b vezu ligande, ¢ domena potice oligomerizaciju. Semaforini klase 3 vezu se
na domene al i a2 NRP1, a poremecaj u njihovoj medusobnoj interakciji dovodi do ostecenja
aksona bez utjecaja na vaskularni razvoj (158,159). B1 i b2 domene potpomaZu u vezivanju
na polisaharid-heparin-sulfat i VEGF165 i oni dodatno promicu adheziju stanica (160,161).
Mjesta vezanja VEGF165 razlikuju se od mjesta adhezije stanica (162,163). Tijekom razvoja
izrazaj NRP1 izrazit je u rastu¢im krvnim Zilama na endotelnim stanicama kapilara, arterija i

vena u mreZnici te kapilarama straznjeg mozga (164-167).

Nekoliko je studija potaknulo moguénost da takozvani neendotelni NRP1 regulira
angiogenezu. Na primjer, NRP1 je izraZen na viSe vrsta stanica u angiogenom okruZenju.
Dakle, NRP1 je izraZen na tumorskim stanicama kao i na krvnim Zilama tumora te u endotelu

duz neuronskih pocetaka i tkivnim makrofagima tijekom angiogeneze straznjeg mozga (168).
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NRP1 je potreban samo na vaskularnom endotelu za normalnu angiogenezu usprkos
iznimnom izrazaju na neendotelnim stanicama. Geneti¢ki su pokusi pokazali da je NRP1
potreban u angiogenom endotelu kako bi omogucio stvaranje specijaliziranih stanica koje

oznacavaju pocetak stvaranja krvnih Zila (169).

Na temelju prijaSnjih biokemijskih istraZivanja i tkivnih kultura, vaskularna funkcija
NRP1 smatrala se opée poznatom zbog njegova vezanja za VEGF165, koji je VEGF-A
izoforma s najvecim afinitetom za NRP1. Heparin znatno povecava afinitet VEGF-a za NRP1
i Cini se da doprinosi stvaranju kompleksa koji uklju¢uje VEGF, NRP1 i VEGFR2. NRP1
takoder moZe funkcionirati u angiogenim endotelnim stanicama na nacin koji je neovisan o

VEGF-u (170).

Vezanje VEGF-a na NRPI nije bitno za embrijsku angiogenezu, pa NRP1 mora imati
ulogu neovisnu o VEGF-u u angiogenezi koja je vjerojatno u sinergiji s njegovom poznatom

ulogom sureceptora VEGFR2 (171).

U skladu s izvornim otkricem NRP1 kao adhezijske molekule u Ziv€anom sustavu,
dokazano je da NRP1 potice vezivanje endotelnih stanica na izvanstanicni matriks i na
izravno komuniciranje s integrinima in vitro. Domene koje omoguc¢uju NRP1 modulaciju
adhezije na heterologne, ali neidentificirane proteine susjednih stanica nalaze se u domenama
bl i b2. Jo$ nije poznato regulira li NRP1-om potpomognuta adhezija medustani¢nog ili
stani¢nog matriksa interakciju krvnih Zila s njihovom okolinom tijekom angiogeneze in vivo

(172-174).

Preoblikovanje izvanstani¢nog matriksa s pomo¢u NRP1 dogada se u primarnim
endotelnim stanicama arterija 1 tumorskih stanica 1 ¢ini se da je potpomognuto
citoplazmatskim dijelom NRPI bez potrebe za aktivacijom receptora VEGFR2 s pomocu
VEGEF (175, 176). Citoplazmatski dio NRP1 nema nikakvo kataliti¢ko djelovanje i to upucuje
na Cinjenicu da NRP1 prenosi signale u vaskulaturu preko sureceptora. Kandidati za signalni
prijenos s pomocu NRPI u endotelnim stanicama jesu VEGF-a receptori tirozin-kinaze
VEGFR1 1 VEGFR?2 i, kao §to je ve¢ dokazano, oboje djeluju in vitro s NRP1 i zato Sto NRP1
povecava fosforilaciju VEGFR2 (177,178). Zapravo, najviSe prihva¢en model funkcije NRP1
u angiogenezi jest da NRP1 stvara o VEGF165 ovisan kompleks s VEGFR?2 kako bi pojacao

aktivaciju razlicitih unutarstani¢nih prijenosnih signalnih putova (179,180).
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MozZe se reci da je neuropilin 1 viSefunkcijski jednolancani transmembranski protein

koji igra vaznu ulogu u razvoju, imunosti i tumorima (181-184).

Kao S$to je ve¢ spomenuto, potvrdeno je da se aktivacija VEGF receptora s pomocu
VEGF-a moze dogoditi i u odsutnosti neuropilina 1 (185), ali NRP1 potpomaze u migraciji
endotelnih stanica i bitan je za angiogenezu. NRP1 takoder komunicira s drugim klju¢nim
receptorima koji sudjeluju u angiogenezi. Istrazivanja pokazuju da neuropilin 1 ima mnogo
Siri spektar liganada nego Sto je u pocetku otkriveno (186-188). NRP1 moze vezati
transformirajuci faktor rasta 1 (TGF-B1) i njegove receptore (189), faktor rasta hepatocita
(HGF) 1 njegov receptor (cMet), trombocitni derivirani faktor rasta (PDGF) i njegove
receptore 1 neke ¢imbenike rasta fibroblasta (FGF). Neuropilin 1 opc¢enito doprinosi stanicnoj

adheziji embrijskih i drugih vrsta stanica (190).

U imunosnom sustavu NRP1 izraZavaju timociti, plazmocitoidne dendritne stanice
(pDC) 1 regulacijske T-stanice (Tr ili Treg stanice). Postoji niz podrucja u kojima se €ini da
NRP1 doprinosi imunosti. Ukljucen je u razvoj imunosnog sustava i diferencijaciju timocita.
Pronadeno je da doprinosi nastanku imunosnih sinapsa izmedu T-stanica i antigen-

prezentirajucih stanica (APC) (191-193).

Funkcionalno, NRP1 je cesto povezan s inhibicijom imunosti. Nekoliko je studija
detaljno objasnilo imunoregulacijske aktivnosti semaforina koje mogu biti ili inhibicijske ili
stimulativne. Medutim, interakcije Nrpl sa SEMA3A mogu imati imunosni u¢inak (194,195).
U ovom sluc¢aju SEMA3A tvori a kompleks s NRP1 (sureceptor) i pleksinom-A4 (signalni

receptor) za aktiviranje imunoinhibicijskog odgovora.

Mnoge stani¢ne linije malignih tumora izrazavaju NRP1 i/ili NRP2, a ¢ini se da to
pridonosi njihovoj agresivnosti. Klinic¢ki, neuropilini su cesto prekomjerno izrazeni kod
nekoliko tipova tumora, ukljucujuci karcinome (npr. gusteraca, prostata, dojka, debelo crijevo
i bubreg), melanom, glioblastom, leukemije, limfomi i drugi. Op¢enito, izrazaj NRP1 korelira

s klinicki dosta agresivnim ponasanjem tumora (195).

Iako je izrazaj NRP1 kod nekih vrsta karcinoma povezan s loSom prognozom bolesti,
vecina studija nije razlikovala je 1li to zbog izrazaja na vaskulaturi tumora ili tumorskim
stanicama. lako je izrazaj NRP1 u krvozilnom sustavu vrlo ¢est, u stanicama tumora prili¢no

se razlikuje od jednoga do drugog tumora. Stoga bi se moglo tvrditi da su NRP1 ukljuceni
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samo ili uglavnom u tumorsku angiogenezu. Precizne mehanizme djelovanja NRP1 u tumoru
teSko je odrediti jer su u interakciji s nizom molekula povezanih s tumorima. Tako doprinose
proliferaciji, migraciji stanica tumora, invaziji, adhezivnost i metastaziranju. IzrazZavaju ih i
razne stromalne stanice koje mogu komunicirati sa stanicama tumora, ukljucujuc¢i fibroblaste,

endotelne stanice i imunosne stanice (195,196).

1.4 Aneksin A2

Aneksin A2 (ANXA?2) pripada Siroko rasprostranjenim proteinima koji komuniciraju s
univerzalnim elementima stanicnog okruzenja kao Sto su kalcij i fosfor (197, 198). ANXA2
je topivi protein pri niZoj koncentraciji kalcija, a vezivanje ANXA2 na povrS$ini stanica ovisno
je o kalciju. Postoji niz razli¢itih funkcija ANXA2 koje su opisane u literaturi pa je tako
ANXA?2 ukljucen u nekoliko bioloSkih funkcija ukljucujuéi mitogenu signalnu trasndukciju,
imunosni odgovor, fibrinolizu, proliferaciju 1 karcinogenezu (199,200). Njegov izniman
izrazaj biljezi se na epitelnim stanicama crijeva, pluca, povrSini vaskularnih epitelnih stanica,

stanicama mijelomonocitne leukemije i stanicama iz linije monocita (201,202).

Tijekom izraZaja na nezavisnim veznim mjestima za plazminogen i tkivni aktivator
plazminogena aneksin A2 povezuje ta dva proteina na povrSini stanice 1 time ubrzava
stvaranje plazmina i pridonosi nadzoru fibrinolize i odrzavanju proto¢nosti krvi. Poznato je da
sustav plazminogen/plazmin regulira angiogenezu i ima vaznu ulogu u karcinomu dojki.
Plazmin ima vaznu ulogu u vaskularnoj trombolizi kao i u ostalim bioloSkim procesima koji
ukljucuju migraciju poput angiogeneze, upalnih reakcija, preuredbe tkiva, progresije i invazije
tumora (203-205). Prema dobivenim studijama doSlo se do Cinjenica kako je mehanizam
stvaranja plazmina s pomo¢u ANXA2 bitan za angiogenezu, progresiju karcinoma dojke i
metastaze. Cini se kako je ANXA?2 svojevrstan regulator kontinuiranog stvaranja plazmina u
tumorskom okruZenju i to objasnjava prisutnost ANXA?2 na stanicama ljudskih karcinoma. U
normalnom tkivu jetre i mozga nema ANXA?2. Medutim, oStecenja jetre te karcinomi jetre
kao i neki oblici glioblastoma ukljucuju izrazaj ANXA?2. Glioblastomi su poznati po izrazitoj

angiogenezi i jedan su od agresivnijih ljudskih karcinoma (206, 207).
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Izrazaj aneksina A2 na specificnim stanicama nije povezan samo s normalnim
fizioloSkim funkcijama nego ima ulogu u vecini ljudskih karcinoma. Na primjer, aneksin A2
je otkriven na malignom epitelu pankreasa i na karcinomima glave i vrata i zabiljeZeno je da
regulira stani¢nu invaziju i metastaze. DosadaSnje studije takoder su otkrile ANXA2 na
povrSini stanica karcinoma bubrega, nelimfocitnih leukemija, viSe oblika glioblastoma,
astrocitnim malignim tumorima (208-210). S obzirom na to da je aneksin A2 povezan s
karcinomima i da se nalazi na stanicama, novije tehnologije poput mikropostroja, proteomike
i genetickih metoda identificirale su ANXA2 medu genima i proteinima koji diferencijalno
reguliraju angiogenezu, karcinome i metastaze. Prema tim spoznajama Cini se kako aneksin
A2 na molekularnoj razini korelira s progresijom karcinoma, metastatskim ponaSanjem i

klini¢kim ishodom (211).

Aneksin A2 prema nekim studijama regulira endotelnu morfogenezu preko
potpomognutog puta adheriranim spojem. Takoder je u interakciji s karcinoembrijskom
antigen-stani¢nom adhezijskom molekulom-1 koja je izvanstanini transmembranski
glikoprotein pronaden na mjestima medustanicnih kontakta odredenih vrste stanica,

ukljucujuéi aktivirane endotelne stanice koje sudjeluju u angiogenezi (212-214).

Aneksin A2 igra vaznu ulogu u razvoju adenomioze koja je svojom patogenezom
slicna endometriozi. Istrazivanja su pokazala da se prostaglandin E2 znatno povecava u
tkivima maternice bolesnika s adenomiozom, posebno u bolesnika s teSkom dismenorejom.
Primije¢eno je da ANXA2 znatno povecava izrazaj ciklooksigenaze 2 u peritonejskim
makrofagima. Ciklooksigenaza 2 je enzim vaZan u pretvaranju prostaglandina iz arahidonske
kiseline. Cini se da poviSene razine estrogena zbog adenomioze mogu povelati

ciklooksigenazu 2 s pomocu regulacije ANXA2 (214).
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OBRAZILOZENJE TEME

2. OBRAZLOZENJE TEME

Endometrioza je Cesta kroni¢na upalna bolest Zenske populacije i karakterizirana je
rastom endometrija izvan tkiva maternice. Izvan maternice nastaje ektopicno tkivo
endometrija u obliku endometrioti¢nih lezija koje dozivljavaju ciklicke, fizioloSke promjene
kao 1 normalan endometrij. NajceS¢e su lokacije endometrioti¢nih lezija donji dio zdjelice,
jajnici i rektovaginalni prostor. Simptomi mogu varirati ovisno o lokaciji lezija, no najc¢esc¢i su
zdjeli¢ni bol i smanjena moguénost zanoSenja. Patogeneza endometrioze sloZena je i joS$
uvijek nedovoljno razjaSnjena. U patogenezi su kljucni porecaj imunosnog odgovora,
poremecena angiogeneza, izmijenjeni odgovori na estrogen, progesteron i prostaglandine te

promijenjene funkcije stanica.

Medikamentne i kirurSke metode te njihova kombinacija pruZaju mogucnost lijeCenja
ove sloZene bolesti, ali ne i trajno izljecenje. U endometriozi je naglaSen individualan pristup
lijeCenju pri ¢emu se svim dostupnim metodama nastoji sprijeCiti daljnje napredovanje

bolesti.

Laparoskopija s patohistoloSkom analizom lezija zlatni je standard u dijagnostici
endometrioze, Sto znaci da se dijagnostika joS uvijek temelji na relativno invazivnoj i radno
zahtjevnoj metodi. Laboratorijska dijagnostika na podru¢ju endometrioze jo§ uvijek nije
utvrdila biljeg kojim bi se uz odgovarajucu osjetljivost i specifi¢nost postavila dijagnoza i

procjena stadija bolesti.

Upravo zbog svoje jo§ uvijek nedovoljno razjaSnjene patogeneze i nepostojanja
laboratorijskog testa koji bi na neinvazivan nacin upozoravao na ovu dijagnozu, endometrioza
predstavlja izazov klini¢arima. Sa ciljem doprinosa u razjasnjenju patogeneze i uspostavljanja
moguceg neinvazivnog postavljanja dijagnoze ove bolesti postavljeni su ciljevi i hipoteze

ovog istraZivanja.
Glavna hipoteza ovog istraZivanja jest:

serumske koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 1 aneksina A2 znatno se razlikuju u pacijentica
s endometriozom u odnosu na zdrave Zenske osobe te stoga mogu biti kriterij neinvazivne

dijagnostike ove bolesti.
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Glavni cilj ovog istraZivanja bio je ispitati moZe li odredivanje koncentracija VEGF-a,

neuropilina 1 i aneksina A2 u serumu pridonijeti dijagnostici endometrioze.
Specificni ciljevi jesu:

1. Odrediti koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u serumu bolesnica s

endometriozom i zdravih osoba.

2. Usporediti serumske koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 izmedu bolesnica

s endometriozom i zdravih osoba.

3. Ispitati medusobnu povezanost VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u bolesnica s

endometriozom.

4. Usporediti koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 1 aneksina A2 u bolesnica s

endometriozom ovisno o stadiju endometrioze prema rASRM Kklasifikaciji.

5. Ispitati utjecaj indeksa tjelesne mase na koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2

u bolesnica s endometriozom.

6. Ispitati dijagnosticku tocnost VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u serumu kao

neinvazivnih laboratorijskih biljega za otkrivanje prisutnosti endometrioze.
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EKSPERIMENTALNI DIO

3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1 Ispitanice

Istrazivanje je ukljucilo ukupno 200 Zenskih osoba u dobi od 18 do 39 godina. Sve
ispitanice imale su redovit menstruacijski ciklus (duZine 25 — 32 dana). Svim je ispitanicama
usmeno i pismeno objasnjen detaljan plan i svrha istraZivanja. IstraZivanje je provedeno u
skladu s Osnovama dobre klinicke prakse i HelsinSkom deklaracijom i sve su ispitanice
potpisale informirani pristanak. IstraZivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klini¢koga
bolnickog centra Zagreb (broj odobrenja 02/21/JG od 25. srpnja 2014.) i Povjerenstvo za
etiCnost eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu

(broj odobrenja 251-62-03 -14 -8 od 6. studenog 2014.).

Cjelokupno istrazivanje provedeno je u Klinici za Zenske bolesti i porode Klinickoga

bolnic¢kog centra Zagreb.
Kriteriji isklju€enja iz istrazivanja bili su:
¢ trudnoca prije laparoskopskog zahvata ili Sest mjeseci nakon zahvata
e aktivna zdjeli¢na upala u trenutku zahvata
e genitalna ili ekstragenitalna maligna bolest
¢ sindrom policisti¢nih jajnika
® prisutnost genitalnih cista
e adenomioza
® prisutnost fibroze
e uzimanje nesteroidnih protuupalnih lijekova
¢ dijagnoza neplodnosti nepovezana s endometriozom

¢ uzimanje oralnih kontraceptiva ili agonista gonadotropin-oslobadaju¢eg hormona
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e prisutna akutna ili kroni¢na genitalna bolest uz iznimku endometrioze.

Ispitanice ukljucene u istraZivanje bile su Zene podvrgnute laparoskopskoj operaciji zbog
sumnje na endometriozu ili postupka sterilizacije. Pocetna dijagnoza endometrioze
postavljena je na temelju anamneze, klinickog pregleda i ultrazvucne pretrage vaginalnom

sondom. Ispitanice su nakon operacijskog zahvata rasporedene u dvije skupine kako slijedi:

- skupina s endometriozom ukljucivala je 120 pacijentica s dijagnozom endometrioze
potvrdene histoloSkom analizom tkiva nakon laparoskopske operacije. Daljnja podjela

unutar skupine prema rASRF klasifikaciji i s obzirom na stadij bolesti bila je:
e stadij II-50
e stadij [II - 62
e stadij IV-28

Kontrolnu skupinu ¢inilo je 80 zdravih Zena podvrgnutih laparoskopskoj operaciji zbog

postupka sterilizacije.
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Slika 2. Graficki prikaz ustroja skupine ispitanika

3.2 Uzorci

Uzorci periferne venske krvi uzorkovani su kod svih ispitanica nataSte pola sata prije
primjene anestezije. Za potrebe istraZivanja koriStene su epruvete (Vacuette, Greiner Bio-One
GmbH, Njemacka) s podtlakom i svakoj ispitanici izvadene su dvije epruvete (od 5 mL) bez
antikoagulansa i aditiva. Kod svih ispitanica jedna epruveta (za VEGF i ANNXA?2)
centrifugirana je nakon 30 minuta, a epruveta za NRP1 centrifugirana je dva sata nakon
uzimanja krvi i to 15 minuta na 2000 g. Svaki uzorak nakon centrifugiranja vizualno je

provjeren na prisutnost lipemije i hemolize.

Alikvoti uzoraka seruma odvojeni su nakon centrifugiranja, obiljeZeni i pohranjeni na

temperaturi od — 80 °C do analize.
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3.3 Metode

Serumske koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 odredene su kompletom
reagensa (Cloud-clone Corp., Houston, TX) ELISA metodom (od engl. enzyme-linked
immunosorbent assay). Nakon provedenoga analitickog procesa rezultati su mjereni na ¢itacu
mikrotitarskih plo¢ica SPECTROstar Omega (BMG LABTECH GmbH; Njemacka). ELISA
kombinira specifi¢nost reakcije antigen-antitijelo i osjetljivost jednostavne enzimske reakcije.
Osnovno je nacelo metode reakcija antigen-antitijelo, a koncentracija analita odreduje se
promjenom boje kromogena koja se mjeri spektrofotometrijski i kvantificira s pomocu
standardne krivulje. Reagensi koriSteni za istraZivanje koriste tzv. ,sendvic” tip ELISA

tehnike.
Nacelo koristenih ELISA testova jest:

Mikrotitarska ploc¢a isporu¢ena u kompletu reagensa prethodno je presvucena
antitijelom specificnim za odredivani analit. Standardi i uzorci zatim se dodaju u
odgovarajuce jaZzice mikroploca s biotin-konjugiranim antitijelom specifi¢nim za odredivani
analit. Zatim se u svaku jaZicu mikrotitarske ploce dodaje avidin konjugiran s peroksidazom
hrena (HRP) i nakon toga slijedi inkubacija. Nakon dodavanja otopine supstrata 3,3’,5,5’-
tetrametilbenzidina (TMB), samo one jaZice koje sadrzavaju analit koji se odreduje, antitijela
konjugirana biotinom i enzimom konjugirani avidin pokazat ¢e promjenu boje proporcionalnu
koncentraciji analita. Reakcija enzim — supstrat zavrSava zbog nagle promjene pH dodatkom
tzv. ,,stop* otopine sumporne kiseline, a promjena boje mjeri se spektrofotometrijski na valnoj
duljini od 450 nm + 10 nm. Koncentracija odredivanog analita u uzorcima odreduje se

usporedbom opticke gustoce (engl. O.D.= optical density) uzorka i standardne krivulje.
Sadrzaj kompleta reagensa i priprema reagensa u sklopu kompleta:

e mikrotitarska plocica s 96 jazica presvucena specifi¢nim antitijelima na odredivani
analit (VEGF, neuropilin 1 i aneksin A2) i cetiri poklopca za svih 96 jaZica

mikrotitarske ploCice

e standard: kalibrator koji se otapa diluentom standarda

e reagens za detekciju A: priprema se i otapa s diluentom A
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e reagens za detekciju B: priprema se i otapa s diluentom B
e TMB supstrat: spreman je za upotrebu

e pufer za ispiranje (30 x koncentriran): koncentrat pufera za ispiranje razrjeduje se s

580 mL deionizirane vode
e diluent standarda: za razrjedivanje standarda (kalibratora)
e diluent A
e diluent B

® stop-otopina.

3.3.1 Odredivanje koncentracije VEGF-a

Svi uzorci ispitanika odmrznuti su stajanjem na sobnoj temperaturi 30 minuta i
promijesani, a zatim razrijedeni 1 : 5 s fosfatnim puferom (PBS) te ponovo promijesani. Svi
su reagensi pripremljeni prema uputama proizvodaca koje su se nalazile u sklopu kompleta s

reagensima.
Postupak testa:

1. Pripremljene su jaZice mikrotitarskih ploca za razrijedeni standard, slijepu probu i uzorke.
Razrijedeni uzorci i pripremljeni standardi pipetirani su u jazice. Dodano je po 100 pL
razrijedenog standarda (1,000 pg/L, 0,500 pg/L, 0,250 pug/L, 0,125 pg/L, 0,625 pg/L, 0,0312
pg/L, 0,0156 pg/L), slijepe probe i uzoraka u odgovaraju¢e jaZzice. Prekrivena je

mikrotitarska plocica i inkubirana sat vremena na 37 °C.
2. Uklonjena je tekucina iz svake jaZice bez ispiranja.

3. Dodano je 100 pL reagensa radne otopine u svaku jaZicu, prekrivene su jaZice i inkubirane

tijekom jednog sata na 37 °C.

4. Aspirirana je radna otopina i isprana svaka jazica s 350 uL otopine za ispiranje s pomocu

automatskog uredaja za ispiranje i ostavljena da odstoji od 1 do 2 minute. Uklonjena je
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preostala tekucinu iz svih jaZica okretanjem mikrotitarske ploce na upijajuci papir. Potpuno
ispiranje provodi se tri puta. Nakon zadnjeg ispiranja uklonjen je ostatak otopine za ispiranje
aspiracijom jazica mikrotitarske ploCe. Nakon aspiracije okrenuta je mikrotitarska ploca na

upijajuci papir kako bi se u potpunosti uklonila zaostala tekucina.

5. Dodano je 100 pL radne otopine detekcijskog reagensa B u svaku jaZicu, prekrivene su

jazice i inkubirane 30 minuta na 37 °C.

6. Ponovljen je postupak aspiracije i pranja ukupno pet puta kao §to je provedeno pod tockom

4.

7. Dodano je 90 pL otopine supstrata u svaku jaZicu. JaZice su pokrivene, zatim inkubirane
20 minuta na 37 °C te zaStiene od svjetlosti. Dodatkom supstrata sadrzaj u jaZicama obojio

se plavo.

8. Dodano je 50 pL ,,Stop‘““-otopine u svaku jaZicu. Dodatkom stop-otopine sadrZzaj jazica
oboji se Zuto. PomijeSan je sadrZaj jaZica tapkanjem po strani ploCe kako bi se dobila

jednoli¢na Zuta boja u svim jaZicama.

9. Uklonjena je sva tekucina i otisci prstiju s dna ploce i provjereno je da nema mjehuri¢a u
jazicama. S pomocu c¢itaca mikrotitarskih plo¢a provedeno je spektrofotometrijsko mjerenje

na 450 nm.

Na temelju poznatih vrijednosti standarda i1 za njih dobivenih vrijednosti O.D.

napravljena je kalibracijsku krivulja i o¢itane koncentracije VEGF-a za svaki uzorak.

Prema navodenju proizvodaca preciznost unutar serije testiranja je koeficijent
varijacije < 10 %, a izmedu serije testiranja koeficijent varijacije < 12 %. Granice detekcije

testa iznose od 0,006 do 1,00 pg/L.

37



1200
1000
800
600

VEGF
Concentration(pg/mL)

400
200

0 1 1 1 1 ]
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Optical Density

Slika 3. Primjer kalibracijske krivulje za VEGF.

3.3.2 Odredivanje koncentracije neuropilina 1

Svi uzorci ispitanika odmrznuti su stajanjem na sobnoj temperaturi 30 minuta i
promijesani, a zatim razrijedeni 1 : 5 s fosfatnim puferom (PBS) te ponovo promijesani. Svi
su reagensi pripremljeni prema uputama proizvodaca koje su se nalazile u sklopu kompleta s

reagensima.

Postupak provodenja testa za neuropilin 1 odgovara prethodno opisanom postupku
testa za VEGF uz napomenu da se radilo o razli¢itim koncentracijama standarda za izradu

kalibracijske (standardne) krivulje.

Prema navodenju proizvodaca preciznost unutar serije testiranja je koeficijent varijacije < 10
%, a izmedu serije testiranja koeficijent varijacije < 12 %. Osjetljivost i najniZa koncentracija

detekcije je 0,124 ug/L. Granice detekcije testa jesu 0,124 — 20 pg/L.
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Slika 4. Primjer kalibracijske krivulje za neuropilin 1.

3.3.3 Odredivanje koncentracije aneksina A2

Svi uzorci ispitanika odmrznuti su stajanjem na sobnoj temperaturi 30 minuta i
promijesani, a zatim razrijedeni 1 : 5 s fosfatnim puferom (PBS) te ponovo promijeSani. Svi
su reagensi pripremljeni prema uputama proizvodaca koje su se nalazile u sklopu kompleta s

reagensima.

Postupak provodenja testa za aneksin A2 odgovara prethodno opisanom postupku testa
za VEGF uz napomenu da se radilo o razli¢itim koncentracijama standarda za izradu

kalibracijske (standardne) krivulje.

Prema navodenju proizvodaca preciznost unutar serije testiranja je koeficijent
varijacije < 10 %, a izmedu serije testiranja koeficijent varijacije < 12 %. Osjetljivost i
najniZza koncentracija detekcije je 0,265 ug/L. Granice detekcije testa jesu od 0,265 do 40
png/L.
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Slika 5. Primjer kalibracijske krivulje za aneksin A2.

3.4 Statisticka analiza

Za testiranje normalnosti raspodjele svih kvantitativnih varijabli koriSten je
Kolmogorov-Smirnovljev test. Varijable s normalnom raspodjelom prikazane su primjenom
srednje vrijednosti i standardne devijacije (SD), dok su varijable ¢ija je raspodjela odstupala
od normalne prikazane medijanom i interkvartilnim rasponom (IQR). S obzirom na raspodjelu
podaci su testirani na razliku parametarskim ili neparametarskim testovima za nezavisne
uzorke. Koristen je Studentov t-test za normalnu raspodjelu podataka, a Mann-Whitneyev test

za podatke koji ne slijede normalnu raspodjelu, kada se radilo o usporedbi dviju skupina.

Statisti¢ki bitna razlika izmedu viSe od dvije skupine kvantitativnih varijabli ispitana
je primjenom analize varijance (ANOVA, engl. analysis of variance) statistickog testa (kada
su varijable slijedile normalnu raspodjelu), odnosno neparametarskog Kruskall-Wallis testa
(kada varijable nisu slijedile normalnu raspodjelu i kada je u skupini bilo manje od 30

ispitanika).
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Postojanje povezanosti (korelacije) izmedu dobivenih rezultata varijabli ispitano je
Spearmanovim korelacijskim testom. Dobiveni koeficijenti korelacije koji upucuju na

statisticki vaznu povezanost (P < 0,05) tumaceni su prema Coltonovu kriteriju:
*r=0do 0,25 ili 0 do -0,25 (nema povezanosti)

*r=0,26 do 0,50 ili -0,26 do -0,50 (slaba povezanost)

*r=0,51do 0,75 ili -0,51 do -0,75 (umjerena do dobra povezanost)

*1r=0,76 do 1ili -0,76 do -1 (vrlo dobra do izvrsna povezanost).

Dijagnosti¢ka ucinkovitost VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 kao biomarkera za
prisutnost endometrioze testirana je ROC analizom (engl. receiver operating characteristic
curve) uz dobivene vrijednost podru¢ja ispod krivulje kao glavnom mjerom ishoda (engl. area
under the curve, AUC) te uz prikazane 95%-tne intervale pouzdanosti i standardnu pogresku
(engl. standard error, SE). Grani¢na vrijednost (engl. cut-off) serumskih koncentracija
VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 s najboljom dijagnostickom izvedbom u smislu odnosa
osjetljivosti 1 specificnosti za detekciju endometrioze odredena je Youden J indeks-

algoritmom.
Razina statisticke vaznosti u svim navedenim analizama postavljena je na P < 0,05.

Podaci su prikupljeni 1 pohranjeni u bazi podataka u programu MS Excel. Statisticke
analize provedene su koriStenjem MedCalc for Windows statistiCke verzije softvera 16.4.3

(MedCalc, Ostend, Belgija).
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REZULTATI

4. REZULTATI
4.1 Opce karakteristike ispitanica

Klini¢ke i demografske karakteristike ispitanica s endometriozom uklju¢enih u studiju
prikazane su u tablici 2a., a kontrolne skupine u tablici 2b.. Nije nadena razlika u dobi izmedu
kontrolne skupine zdravih ispitanica 1 ispitanica s endometriozom (P = 0,249). Razlika u
indeksu tjelesne mase (ITM) izmedu zdrave skupine Zena i skupine s endometriozom nije bila

statisticki znacajna (P = 0,086).

Tablica 2a. Klinicke i demografske karakteristike ispitanica s dijagnozom endometrioze

(IQR = interkvartilni raspon; ITM = indeks tjelesne mase)

N %o

I 50 41,6
Stadij endometrioze (rASRM) III 62 51,7

v 8 6,7
Lokacija endometrioze: jajnik 58 48,3
Zahvacenost dviju lokacija 55 45,8
Zahvacenost triju lokacija 7 7,12
Prisutnost bola kao simptom 58 48,3
ITM: median (IQR) 25 (24 -26)
Pozitivna obiteljska anamneza 64 53,3
Dob u godinama: median (IQR) 35.0 (33.0 — 36.0)
Vrijeme od prvih simptoma do postavljanja dijagnoze
endometrioze (godine): median (IQR) 3,4(2,8-47)
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Tablica 2b. Klini¢ke i demografske karakteristike zdravih ispitanica (IQR = interkvartilni

raspon; ITM = indeks tjelesne mase)

Dob u godinama: IT™
Parametar N median (IQR)
Kontrolna skupina 80 36 (35-37) 25 (24 -27)

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 209 ispitanica, ali je tijekom istrazivanja devet
ispitanica iskljuceno iz studije zbog naknadnog postavljanja dijagnoze maligne bolesti (sedam
ispitanica iz grupe bolesnika) i apendicitisa (dvije ispitanice iz kontrolne skupine). U
kona¢nim podacima raspolagali smo s ukupno 200 ispitanica ¢ije smo rezultate ukljucili u

statisticku obradu podataka.

Ispitanice iz skupine bolesnica, osim prema stadiju bolesti, podijeljene su 1 prema
broju lokacija zahvacenih endometriozom. Sve ispitanice u skupini s jednom lokacijom imale
su endometriozu na jajniku. U skupini s dvije odnosno tri lokacije ulazile su ispitanice s
kombinacijom zahvacenih lokacija na jajniku, tankom crijevu, rektumu, debelom crijevu i

mokra¢énom mjehuru.

Prilikom podjele ispitanica prema postojanju simptoma bola, pojedinim ispitanicama
bilo je teSko definirati jaCinu bola s obzirom subjektivnost navedenog osjecaja. Pojedine
ispitanice koje su imale blazi oblik bola, a koju su ga osjetile iskljuivo za vrijeme
menstruacije smatrale su da to nije znatni bol, odnosno da je povezan s menstrualnim
krvarenjem i stoga su navele da nemaju simptome bola prouzro¢enog endometriozom. Kako
bismo izbjegli neodgovarajucu klasifikaciju podskupina ispitanica s obzirom na simptom i
lokalizaciju bola, ucinjena je jednostavna podjela na one kod kojih postojao simptom bola i

one koje negiraju bol kao simptom.

43



4.2 Koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 izmedu dviju skupina ispitanica

Koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 izmjerene su u serumu svih
ispitanica. Izmjerene serumske koncentracije za sva tri parametra statistiCki su se bitno
razlikovale izmedu zdravih ispitanica i ispitanica s dijagnozom endometrioze. Koncentracije
sva tri parametra bile su statistiCki znatno poviSene u serumu ispitanica s endometriozom u

odnosu na zdrave ispitanice bez endometrioze (tablica 3., slika 6.).

Tablica 3. Koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u ispitanica s endometriozom

1 u kontrolnoj skupini ispitanica

Bolesnice s

Parametar Kontrolna skupina endometriozom P vrijednost
XE/GLE; 0,214 (0,201 = 0,230) 0,254 (0,231 — 0,268) <0,0001

Ne‘:;‘;%‘)i“ 1 8.2 (7,3 -9.4) 27,1 (25,6 - 28,1) <0,0001

A“(“:‘gsli‘L‘)Az 124 (102-134) 29,1 21,3-35,6) <0,0001

Rezultati su prikazani sa medijanom i interkvartilnim rasponom jer ne slijede normalnu razdiobu (testirano
Kolmogorov-Smirnovim testom); P vrijednost izracunana je Mann-Whitneyevim testom za nezavisne uzorke koji
slijede nenormalnu razdiobu podataka. Statisticki bitna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti P < 0,05, a

Jjacim tiskom otisnute su statisticki bitne razlike izmedu kontrolne skupine i skupine s endometriozom.
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Slika 6. Graficki prikaz razlike serumskih koncentracija VEGF-a, neuropilina 1 i

aneksina A2 izmedu kontrolne skupine i bolesnica s endometriozom
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4.3 Koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 s obzirom na stadij

endometrioze

Ispitanice s endometriozom podijeljene su prema tezini bolesti odnosno stadijima
sukladno rASRM Kklasifikaciji (61) u tri skupine. NaSe ispitanice s endometriozom imale su
IL, IIL. 1 IV. stadij endometrioze 1 prema tome su podijeljene u skupine te su izracunane

pripadajuce serumske koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 1 aneksina A2 (tablica 4.).

Koncentracije neuropilina 1 u serumu nisu se razlikovale s obzirom na stadij
endometrioze ispitanica. Za razliku od neuropilina 1, koncentracije VEGF-a i aneksina A2 u
serumu ispitanica s endometriozom statisticki su se bitno razlikovale s obzirom na stadij

endometrioze i to s tendencijom poviSenih koncentracija Sto je stadij bolesti bio veci.

Tablica 4. Koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 s obzirom na stadij

endometrioze prema rASRM Kklasifikaciji (61)

Parametar I 11 10% P vrijednost
VEGF
0,229 (0,227 -0,234) 0,261 (0,253 - 0,271) 0,289 (0,284 — 0,291) < 0,0001
(ng/L)
Newropilinl /57 o)) 27,1 25,6-282) 24,5244 -272) 0,1558
(ng/L)
Aneksin A2 o4 192-223)  341(310-392) 402 (1 -47.5) <0,0001
(ng/L)

Kvantitativni podaci prikazani su kao medijan (interkvartilni raspon). Statisticki bitna razlika utvrdena je na
temelju vrijednosti P < 0,05. Jacim tiskom otisnute su bitne razlike s obzirom na stadije endometrioze prema

rASRM klasifikaciji.
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Slika 7. Graficki prikaz razlike serumskih koncentracija VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2

izmedu kontrolne skupine ispitanica i bolesnica s endometriozom s obzirom na stadij bolesti.
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4.4 Koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u skupini s endometriozom s

obzirom na broj lokacija ektopi¢nog endometrija

Usporedbom VEGF-a, aneksina A2 i neuropilina 1 u skupini s endometriozom s
obzirom na broj lokacija zahvac¢enih endometriozom dobivene su statisticki bitne razlike u
koncentraciji VEGF-a i aneksina A2. Serumske koncentracije VEGF-a i aneksina A2 bile su

statisticki znatno poviSene $to je veci bio broj lokacija zahvacen endometriozom (tablica 5.).

Tablica 5. Koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 s obzirom na broj lokacija

endometrioze
Parametar 1 lokacija (jajnik) 2 lokacije 3 lokacije P vrijednost

VEGF 0,236 (0,229 —0,2610) 0,261 (0,234 —0,271) 0,262 (0,261 — 0,282) 0,0010
(ng/L)

Neuropilin 1/, 753 156 27.4 (25,1 - 28.1) 26,2 (24.8 -27.5) 0,6691
(ng/L)

Aneksin A2 . 011 336 30,5 (21,2 - 35,6) 31,5 (31,1 - 36,5) 0,0084
(ng/L)

Kvantitativni podaci prikazani su kao medijan (interkvartilni raspon). Statisticki bitna razlika utvrdena je na
temelju vrijednosti P < 0,05. Jacim tiskom otisnute su statisticki bitne razlike s obzirom na broj lokacija

endometrioze.
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4.5 Koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u bolesnica s endometriozom s

obzirom na prisutnost bola kao simptoma

Usporedene su koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u skupini ispitanica
s endometriozom tako da su podijeljene u dvije skupine. Jednu su skupinu Cinile bolesnice s
endometriozom koje su imale prisutnost bola kao simptom, a u drugoj skupini bile su
ispitanice s endometriozom koje nisu imale prisutnost bola kao simptom. Ispitanice s
endometriozom kod kojih je bio prisutan bol imale su statisticki znacajno vise koncetracije
VEGEF i aneksin A2 u odnosu na ispitanice s endometriozom kod kojih nije bila prisutan bol
kao simptom (tablica 6.). Prilikom uzimanja anamneze ispitanicima je bilo teSko definirati
osjecaju li bol i1 koja je tezina bola. Na pocetku kod definiranja bola bilo je planirano uvesti
ljestvicu bola 1 — 5, ali s obzirom da su mnoge ispitanice dvojile o izrazenosti jacine boli,
uvedena je jednostavna podjela na one koje su imale simptom bola neovisno o tomu kada i

gdje se javljao i one koje nisu imale simptom bola.

Tablica 6. Koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u skupini s endometriozom s

obzirom na prisutnost bola kao simptoma

Parametar Bol = DA Bol = NE P vrijednost
XE/?’; 0,261 (0,234 —0,271) 0,247 (0,229 —0,261) 0,0088

Ne‘(‘;‘;f’i‘)i“ b meea1-82  272051-286) 0,5893

A“(e:‘gslii‘)Az 31,1(232-387) 25,5 (21,1 -34,5) 0,0461

Kvantitativni podaci prikazani su kao medijan (interkvartilni raspon). Statisticki bitna razlika utvrdena je
temeljem vrijednosti P < 0,05. Jacim tiskom otisnute su statisticki vazne razlike izmedu dviju skupina unutar

grupe s endometriozom ovisno o prisutnosti bola kao simptoma endometrioze.
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4.6 Vrijeme postavljanja dijagnoze endometrioze i pozitivne obiteljske anamneze u

bolesnica s endometriozom

Usporedbom vremena od prvih simptoma endometrioze do postavljanja dijagnoze
bolesti izmedu ispitanica s pozitivhom obiteljskom anamnezom i ispitanica s negativhom
obiteljskom anamnezom u bolesnica s endometriozom dobiveni su rezultati koji upucuju na
statisticki bitnu razliku u vremenu postavljanja dijagnoze izmedu dviju skupina ispitanica
(tablica 7.). Kod bolesnica s endometriozom i pozitivnom obiteljskom anamnezom vrijeme do
postavljanja dijagnoze bolesti bilo je krace u odnosu na bolesnice s endometriozom i

negativnom obiteljskom anamnezom.

Tablica 7. Povezanost vremena otkrivanja dijagnoze endometrioze i pozitivne obiteljske

anamneze u bolesnica s endometriozom

Vrijeme od prvih simptoma
Parametar do postavljanja dijagnoze P vrijednost
(godine)

Pozitivna
obiteljska
anamneza = DA 35+1,2
(N =64)
Pozitivna 0,0125
obiteljska
anamneza = NE 41x+1,5
(N =56)

Rezultati su prikazani sa srednjom vrijednoscu i standardnom devijacijom. Statisticki vazna razlika utvrdena je
na temelju vrijednosti P < 0,05. Jacim tiskom otisnuta je statisticki bitna razlika utvrdena usporedbom skupina

podijeljenih prema obiteljskoj anamnezi.
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4.7 Koncentracija VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u bolesnica s endometriozom

ovisno o indeksu tjelesne mase (ITM)

Bolesnice s endometriozom podijeljene su u dvije skupine ovisno o indeksu tjelesne
mase (ITM); one kod kojih je ITM bio 20-25 kg/m? i one kod kojih je ITM bio > 25 kg/m2.
Usporedbom koncentracije VEGF-a, neuropilina i aneksina A2 u bolesnica s endometriozom
ovisno o vrijednostima ITM rezultati su pokazali kako serumske koncentracije svih triju
parametara nisu statisticki znacajno razlicite medu ispitanicama razli¢itog indeksa tjelesne

mase.

Tablica 8. Koncentracija VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u bolesnica s endometriozom

ovisno o indeksu tjelesne mase (ITM)

— ITM
S 20-25 kg/m? > 25 kg/m? P vrijednost
N=67 NEsE
XE/?’; 0251 (0238 -0261) 0,253 (0,240 - 0,262) 0,876
Nen(x;(glil)in 1 26,4 (24,1 -27.3) 27,1 (25,3 -28,5) 0,951
An(‘*ﬁ‘gs‘/ii‘)Az 321(212-344) 29,1 (21,1 -35.2) 0.814

Rezultati su prikazani s medijanom i interkvartilnim rasponom jer ne slijede normalnu razdiobu (testirano
Kolmogorov-Smirnovim testom); P vrijednost je izracunana Mann-Whitney testom za nezavisne uzorke zbog

nenormalne razdiobe podataka.
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4.8 Korelacije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u bolesnica s endometriozom

VEGF, neuropilin 1 i aneksin A2 sudjeluju u patogenezi endometrioze. Rezultati
dobiveni ispitivanjem povezanosti svih triju parametara u bolesnica s endometriozom
prikazani su u tablici 9. Aneksin A2 pokazuje umjerenu do dobru povezanost s VEGF-om.
Povezanost izmedu VEGF-a i neuropilina 1 te izmedu aneksina A2 i neuropilina 1 nije bila

statisticki znaCajna.

Tablica 9. Medusobna korelacija VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 u bolesnica s

endometriozom
Aneksin A2 Neuropilin 1
r P r P
VEGF 0,73 < 0,001 -0,10 0,230
Neuropilin 1 -0,11 0,197

r — koeficijent korelacije. Statisticka vaznost utvrdena je na temelju vrijednosti P < 0,05. Jacim tiskom otisnuti
su statisticki bitni koeficijenti korelacije.
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4.9 Dijagnosti¢ka to¢nost VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2

Dijagnostic¢ke to¢nosti VEGF-a, neuropilina 1 1 aneksina A2 u razlikovanju zdravih od
oboljelih od endometrioze prikazane su u tablici 9., a ROC krivulje na slici 8. One su opisane
koristenjem specificnosti i osjetljivosti testa kod odredene grani¢ne vrijednosti te vrijednosti
za AUC. Dijagnosticka je osjetljivost sposobnost pretrage da osobe s endometriozom razvrsta
kao pozitivne, dok je dijagnosticka specifi€nost sposobnost testa (pretrage) da zdrave osobe
razvrsta kao negativne. ROC krivulja sluzi za odabir optimalne grani¢ne vrijednosti koja
oznacava vrijednost kod koje ¢e udio laZno pozitivnih i lazno negativnih rezultata biti
najmanji. Optimalna kombinacija osjetljivosti 1 specifi¢nosti na ROC krivulji za pojedini test
obiljezena je toCkom najblizom gornjemu lijevom kutu krivulje, a odredena je najve¢im

AUC-om. Vece vrijednosti AUC-a oznacavaju bolje diskriminacijske sposobnosti testa.

Neuropilin 1 i aneksin A2 pokazuju izvrsne sposobnosti razlikovanja zdravih od
oboljelih od endometrioze. VEGF pokazuje vrlo dobre sposobnosti razlikovanja zdravih od

oboljelih od endometrioze.

Tablica 10. Dijagnosti¢ka to¢nost VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2

OSJETLJIVOST SPECIFICNOST

AUC GRANICNA =
95 % CI) (95 % CI) 95 % CI) VRIJEDNOST

VEGE 0,89 92,7 717 50225  <0,0001

wory  (085-093) (87.0-964)  (614-80.) : g
Neuropilin 1 0.97 99.3 97.8 1 < 0.0001

wory  (094-099) (973-1000) (9%6.1-1000) ,
Aneksin A2 0,99 96,35 1000 6 < 0.0001

wory  (097-100) ©OL7-988)  (9%6.1-1000) g

AUC = povrsina ispod krivulje. 95% CI = 95%-tni interval pouzdanosti. Granicne vrijednosti odredene su
prema Youdenovoj metodi za definiranje optimalne vrijednosti proizasle iz ROC analize. Statisticka vaZnost
utvrdena je na temelju vrijednosti P < 0,05. Jacim tiskom otisnuti su statisticki bitni biljezi dijagnosticke

tocnosti.
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Slika 8. Usporedba ROC krivulja u predvidanju endometrioze. ROC — engl. receiver
operating characteristic, statisticka metoda za odredivanje dijagnosticke tocnosti; ANNX A2=

aneksin A2; NRPI1=neuropilin 1; VEGF= vaskularni endotelni cimbenik rasta.
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4.10 Matematicki modeli za predvidanje endometrioze

LogistiCkom regresijskom analizom ispitana je povezanost VEGF-a, neuropilina 1 i
aneksina A2 kao potencijalnih biljega endometrioze i prisutnosti endometrioze. Na taj nacin
ispitana je sposobnost kombinacije pojedinac¢nih potencijalnih biljega endometrioze da

predvide prisutnost endometrioze.

U prvom koraku logisti¢ke regresije univarijatnom analizom izracunani su pripadajuci
omjeri izgleda za svaki parametar. U univarijatnu logisticku regresiju uklju¢ena su sva tri
ispitivana parametra. Univarijatnom analizom dobiveno je da su neuropilin 1 i aneksin A2
statistiCki vazni predvidatelji za izradu modela za predvidanje endometrioze. Rezultati
upucuju na to da je aneksin A2 najbolji pojedinacni predvidatelj endometrioze (OR = 2,81; P
< 0,001) sto znaci da su bolesnice s poviSenim koncentracijama aneksina A2 imale povecani

omjer izgleda za prisutnost endometrioze.

S obzirom na to da su i aneksin A2 i neuropilin 1 nakon univarijatne analize bili
statisticki vazni, oba su parametra ukljuena u multivarijatnu analizu (tablica 10.).
Multivarijatni model s ukljucenim neuropilinom 1 i aneksinom A2 postigao je AUC 0,99 (95

% C1=0,97 - 1,00) i udio ispravno klasificiranih bolesnika od 98 %.
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Tablica 11. Univarijatna 1 multivarijatna logisticka regresija: sposobnost neuropilina 1,

aneksina A2 i VEGF-a u predvidanju endometrioze

Univarijatna regresijska analiza

Multivarijatna regresijska analiza

OR (95% CI) P OR (95% CI) P
Aneksin A2
2,81 (1,82 —4,33) <0,0001 2,69 (1,64 — 4,40) 0,0001
(ng/L)
Neuropilin 1
1,31 (1,24 - 1,38) < 0,0001 1,08 (1,02 - 1,16) 0,0130
(ng/L)
VEGF
0,00 (0,00 — 0, 00) < 0,0001 - -
(ng/L)

OR — omjer izgleda. 95 % CI — 95%-tni interval pouzdanosti.
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RASPRAVA

5. RASPRAVA

Endometrioza je bolest Zenske populacije i Cesto prode duZe razdoblje od prvih
simptoma do postavljanja dijagnoze. Zbog simptoma koji su naj¢esc¢e povezani s bolom koji
se pojavljuje ciklicki za vrijeme menstruacije ili neovisno o menstruaciji, a koji pak ovisi i o
tezini bolesti, endometrioza moZe dovesti do psihickih smetnji i tako utjecati na kvalitetu

Zivota pojedinca i zajednice.

VisegodiSnje kasnjenje u dijagnostici karakteristicno je za endometriozu. Od pojave
prvih simptoma do postavljanja dijagnoze cesto prode i sedam godina. Bolesnice cesto
zanemaruju pojedine simptome ili pak simptomi koji se javljaju ovisno o tkivu zahva¢enom
endometriozom oznacavaju simptome koji na svojevrstan nacin prikrivaju prisutnost
endometrioze. Pozitivna obiteljska anamneza endometrioze povecava sklonost bolesti. Nasim
istrazivanjem ispitana je povezanost pozitivne obiteljske anamneze bolesnica s
endometriozom i vremena postavljanja dijagnoze bolesti. Rezultati upozoravaju na statisticki
bitnu razliku u vremenu postavljanja dijagnoze kod bolesnica s pozitivnom obiteljskom
anamnezom (3,5 + 1,2 godina) u odnosu na bolesnice s endometriozom i negativnom

obiteljskom anamnezom (4,1 + 1,5 godina).

Unato¢ nastojanju da se shvati patogeneza endometrioze, jo§ uvijek su enigma
pojedini procesi ukljuCeni u nastanak bolesti. Po svojim karakteristikama nastanka i
progresije, endometrioza patogenezom sli¢i malignim bolestima. Upala, oksidacijski stres,

angiogeneza 1 apoptoza samo su neki od procesa ukljucenih u patogenezu endometrioze

U ovome se radu iznose rezultati ispitivanja triju parametara ukljucenih u patogenezu
endometrioze (VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2), njihovu povezanost i dijagnosticku

ucinkovitost.

Angiogeneza je jedan od klju¢nih procesa u endometriozi koji omogucava nastanak
endometrioma i njegovu proliferaciju na ektopi¢noj lokaciji ili lokacijama. VEGF je klju¢ni
¢imbenik angiogeneze 1 stoga je koriSten u ovome radu kao jedan od triju analita uz
neuropilin 1 i aneksin A2. Za VEGF se moze zakljuciti da je jedan od najviSe proucavanih

¢imbenika rasta u endometriozi te da su dosadasnji rezultati poprilicno oprecni kada se
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usporeduju koncentracije VEGF-a izmedu zdravih ispitanica i ispitanica s endometriozom. S
obzirom na uzorke u kojima su ispitivani sadrzaji VEGF-a radilo se o peritonejskoj tekucini,
tkivu ektopijskih lezija endometrioma, serumu, plazmi, a usporedivali su se genski izrazaj i
koncentracija VEGF-a izmedu zdravih i ispitanica s endometriozom. NaSe istraZivanje
temeljeno je na Cinjenici da se ispitaju potencijalni laboratorijski testovi kao neinvazivna
dijagnostika endometrioze, pa je ispitanicama izvadena venska krv i izmjerena koncentracija

svih triju parametara u serumu.

Nekoliko je autora unazad dvadesetak godina predstavilo rezultate kojima usporeduju
koncentraciju VEGF-a u peritonejskoj tekucini ispitanica s endometriozom u odnosu na
ispitanice bez endometrioze, a dobiveni rezultati bili su opre¢ni. Neka su ispitivanja pokazala
da je koncentracija VEGF-a povisena u peritonejskoj tekuc¢ini pacijentica s umjerenom do

izraZzenom endometriozom u odnosu na ispitanice bez endometrioze (215-218).

Manji broj istraZivanja ispitivao je genskog izrazaja VEGF-a u ektopi¢nom
endometralnom tkivu, sa dobivenim opreénim zakljuécima. Cini se da je izrazaj VEGF-a u
ektopi¢nom tkivu ogranicen te se samo u tkivnim makrofagima koji se nalaze na mjestu lezija
javlja genski izrazaj VEGF-a (217). Kako se istraZivanjima pokuSala povezati sloZena
patogeneza endometrioze, neki su otiSli korak dalje i usporedivali sadrzaj VEGF-a u
eutopicnom endometriju i crvenim i crnim lezijama ektopi¢nog endometrija u podrucju
potrbusnice. Usporedbom ektopi¢nog endometrija s tumorskim tkivom koje ima sposobnost
stvaranja VEGF-a i aktivira makrofage koji su dodatni izvor VEGF-a doslo se do teorije koja
je vrlo vjerojatno prisutna u patogenezi endometrioze. Teorija se zasniva na ¢injenici da samo
ektopicno tkivo nakon implantacije stvara VEGF koji sudjeluje u lokalnoj angiogenezi
odnosno stvaranju vaskularne mreZe oko implantiranog tkiva i omogucuje njegovo odrzavanje
i proliferaciju. Osim lokalne angiogeneze povecan izrazaj i prisutnost samog VEGF-a utjece
na povecanu kapilarnu propusnost novostvorenih krvnih Zila tako da povecava propusnost i
time omogucava izlazak fibrinskih molekula u izvanstani¢ni prostor Sto potie aktivaciju
makrofaga Cija je angiogena aktivnost povecana izlu¢ivanjem TNF-a za koji je poznato kako

ga izluc¢uju makrofagi aktivirani fibrinskim molekulama (218).

Osim u fizioloSkoj angiogenezi, VEGF ima glavnu ulogu i u patolosSkoj angiogenezi
povezanoj s rastom 1 metastaziranjem razliitth vrsta tumora, makularnoj degeneraciji,

dijabetickoj retinopatiji, upalnim procesima povezanim s bolestima kao $to je reumatoidni
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artritis, zatim u ishemijskim procesima kao Sto je ishemija miokarda te preeklampsiji (219-

226).

Ovim istraZivanjem uzeta je u obzir teorija retrogradne menstruacije (7) u patogenezi
endometrioze koja omoguc¢ava migraciju tkiva endometrija na vanjsku povrSinu razlicitih
organa. Retrogradna menstruacija kao proces povecava upalni proces na mjestu gdje se
ektopicno tkivo endometrija nastani i1 nastaju lezije. Rast lezije na ektopicnoj lokaciji
omogucen je greSkom imunosnih stanica, promijenjenom funkcijom stanica, angiogenezom te
promijenjenim odgovorom na progesteron, estrogen i prostaglandine. Za rast lezije potrebna
je angiogeneza, ali i rastom lezije oslobada se niz citokina, prostaglandina, upalnih produkata
1 ¢imbenika angiogeneze (13). Osim navedenih procesa koji se odvijaju lokalno na mjestu
nastanka lezija uzeli smo u obzir da se i u perifernoj cirkulaciji odrazava proces koji se odvija
u sklopu ektopicnog endometrija i da dio produkata angiogeneze, upale te proliferacije
dospijeva 1 u perifernu cirkulaciju. Za VEGF je poznata ¢injenica da ga stvara niz stanica u
normalnim fizioloSkim okolnostima i da postoji niz VEGF izoformi te da se stvara u alfa-
granulama trombocita. Cinjenica da se stvara u alfa-granulama trombocita utje¢e na odabir
vrste uzorka u kojem se odreduje koncentracija VEGF-a u perifernoj krvi. Plazma ima
prednost kao uzorak u odredivanju VEGF-a u odnosu na serum koji se dobiva koagulacijom
stanica u koju su ukljuceni i trombociti (227). U ovom istrazivanju koriSteni su uzorci seruma,
ali prilikom pripreme seruma skrac¢eno je vrijeme koagulacije na pola sata umjesto dva sata
kako je i preporuka i nisu uzeti u obzir hemolizirani uzorci seruma (228). Svi su uzorci nakon
pola sata centrifugirani i serum je odvojen odmah nakon centrifugiranja. KoriSteni komplet
reagensa  propisan je za odredivanje VEGF165 u ljudskim wuzorcima. Razlike u
koncentracijama VEGF-a izmedu razlicitih istrazivanja prisutne su iz nekoliko razloga. Jedan
je razlog Sto razliCite metodologije odredivanja istog analita mogu prouzroCiti razliCite
rezultate, a ELISA testovi od razli¢itih proizvodaca takoder su neusporedivi i nisu
standardizirani postupci u odnosu na primarni standard odnosno kalibrator. Drugi razlog moze
biti ustroj samih ispitanica u kojem se ili koristi premali broj ispitanica ili nisu dobro
definirani kriteriji ukljucivanja i iskljucivanja ispitanica te njihova podjela u podskupine.
Unutar ovog istraZivanja dobiveni su rezultati koji upozoravaju na razliku u koncentraciji
VEGF-a izmedu ispitanica s endometriozom (0,2540 (0,231 — 0,2689) pg/L) u odnosu na
zdrave ispitanice (0,214 (0,201 — 0,230) ug/L), a isto tako prisutna je znacajna statistiCka
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razlika u vrijednostima VEGF-a s obzirom na stadij endometrioze (stadij II 0,229 (0,227 —
0,234) ng/L; stadij III 0,261 (0,253 — 0,271) pg/L; stadij IV 0,289 (0,284 — 0,291) pg/L).

Aneksin A2 je koriSten unutar ovog istraZzivanja zbog slicnosti u patogenezi izmedu
adenomioze i endometrioze. Aneksin A2 je do sada bio viSe istraZivan na podrucju
adenomioze. Aneksin A2, kao i neuropilin 1, ima viSe funkcija zbog kojih je zanimljiv za

istrazivanje iz podrucja endometrioze.

Studije su pokazale da je aneksin A2 glavni medijator stani¢ne pokretljivosti i

proliferacije u tumorskim i normalnim stanicama (229).

Na podru¢ju adenomioze istraZivanja su dokazala veéi izraZaj aneksina A2 na
ektopi¢nim lezijama u odnosu na endometrij prisutan u Supljini maternice. Nadalje, izraZaj
aneksina A2 bio je znatno ve¢i u ispitanica s adenomiozom koje su imale izrazenu
dismenoreju u odnosu na ispitanice koje nisu imale dismenoreju ili je bila prisutna u blagom

obliku (214).

U sklopu naSeg istraZivanja dobivene su statisticki bitne razlike u koncentraciji
aneksina A2 u skupini ispitanica s endometriozom koje su kao simptom navele bol u odnosu
na ispitanice s endometriozom kod kojih nije bio prisutan bol kao simptom (bol (DA) aneksin

A2 =31,1 (23,2 - 38,7) ug/L; bol (NE) aneksin A2= 25,5 (21,1 — 34,5) ug/L) .

Dosada$njim istraZivanjima dokazano je da se aneksin A2 nalazi na povrSini stani¢nih
membrana i ima ulogu u interakciji izmedu stanica ili s izvanstani¢nim proteinima kao $to su
plazminogen i tkivni aktivator plazminogena koji se veZze za plazminogen i konvertira ga u
plazmin. Nekontrolirano stvaranje plazmina dovodi do razgradnje izvanstani¢nog matriksa i
bazalnih membrana krvnih Zila (230,231). Pojacano stvaranje plazmina zbog djelovanja
aneksina A2 potice neoangiogenezu i progresiju tumorskih stanica. U studiji o adenomiozi
dokazano je kako povecan izrazaj aneksina A2 korelira s metastatskim potencijalom i
proangiogenezom ektopi¢nog endometrija preko poticanja fenotipa epitelno-mezenhimne
tranzicije 1 aktivacijom VEGEF signalnih putova (232). U naSem istrazivanju dobivena je vrlo
dobra i znacajna (r = 0,76; p < 0,0001) povezanost VEGF-a i aneksina A2 Sto govori u prilog

proangiogenom djelovanju aneksina A2.
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Epitelno-mezenhimna tranzicija (EMT) bioloSki je proces kojim epitelne stanice
viSestrukim biokemijskim promjenama stjecu mezenhimni stani¢ni fenotip. Epitelno-
mezenhimna tranzicija klasificira se u tri podtipa. Tip 1 EMT-a povezan je s implantacijom,
embriogenezom i razvojem organa, a tip 2 EMT-a nalazimo u procesima cijeljenja rana,
obnove tkiva i fibroze organa. Tip 3 EMT-a odvija se u neoplasticnim stanicama koje na taj
nacin stjecu invazivnu i metastatsku sposobnost. Tip 2 i tip 3 EMT smatraju se prisutnima u
endometriozi. Epitelne stanice jesu apikalno-bazalno polarizirane stanice medusobno vezane
tijesnim spojevima, adherentnim spojevima i dezmosomima. Suprotno tomu, mezenhimne
stanice  vretenastog su izgleda i medusobno slabo vezane Sto im daje sposobnost migracije.
E-kadherin, koji je prisutan u adherentnim spojevima, veZe se za beta-katenin i stvara
kompleks povezan s aktinskim citoskeletom. Na taj nafin onemogucava invaziju i
metastaziranje epitelnih stanica te odrzava njihovu polarnost. Gubitak izrazaja E-kadherina te
pojaan izrazaj mezenhimnoga intermedijarnog filamenta vimentina smatraju se
molekularnim obiljeZjima epitelno-mezenhimne tranzicije (232-235). IstraZivanja epitelnih 1
mezenhimnih biljega u endometriozi pokazala su kako su biljezi epitelnih stanica snizeni, a
biljezi mezenhimnih stanica poviseni (235,236). Za endometriozu su istrazivanja pokazala
kako se EMT odvija samo djelomi¢no nakon implantacije stanica endometrija na ektopicnoj
lokaciji 1 epitelne stanice ne gube svoj fenotip. EMT je povezan i s anoikis-rezistencijom $to
omogucava Sirenje ektopicnih lezija u endometriozi (237). Anoikis je programirana smrt
stanice u trenutku kada se ona odvoji od izvanstanicnog matriksa i ne moze se vezati na
nepoznatu povrSinu. Upravo je anoikis-rezistencija ono $to omogucava epitelnim stanicama
endometrija Sirenje na ektopicnom mjestu. EMT 1 anoikis-rezistencija zajednic¢ki su

patogenezi adenomioze i endometrioze, a u tom dijelu aneksin A2 ima svoju ulogu (237).

Jedno od najnovijih istrazivanja ukljucilo je karakteristike eksosoma u peritonejskoj
tekucini oboljelih od endometrioze (238). Eksosomi su ,,mjehuri¢i* (30 — 150 nm u promjeru)
obavijeni lipidnom dvoslojnom membranom koje proizvode stanice gotovo svih organizama.
U njih su upakirane razli¢ite bioloSke molekule koje na ovaj nacin izlaze izvan stanice u
izvanstani¢ni prostor te se prenose kroz organizam, ali ¢esto i izvan njega (239). Eksosomi
omogucavaju komunikaciju izmedu stanica. Istrazivanje eksosoma dokazalo je kako eksosomi
u oboljelih od endometrioze sadrZavaju pet proteina, a jedan od njih je i aneksin A2 (238). To

je takoder jedan od dokaza kako aneksin A2 sudjeluje u patogenezi endometrioze.
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Unutar naSeg istrazivanja dobiveni su rezultati koji upozoravaju na statisti¢ki znacajno
vece koncentracije aneksina A2 u serumu oboljelih od endometrioze (29,1 (21,3 — 35,6) ug/L)
u odnosu na zdrave ispitanice (12,4 (10,2 — 13,4) ug/L), a isto tako koncentracije aneksina A2
u serumu rastu s povecanjem stadija endometrioze (stadij II 21,4 (19,2 — 22,3) pg/L; stadij III
34,1 (31,4 — 39,2) ug/L; stadij IV 40,2 (32,1 — 47,5) ug/L). Rezultati aneksina A2 unutar ovog
istrazivanja slazu se s istrazivanjem koje je takoder ispitivalo koncentraciju aneksina A2 u
serumu oboljelih od endometrioze (240). U naSe je istraZivanje ukljucen veci broj ispitanica i
za razliku od istraZivanja Kaya i suradnika (240) iz kontrolne skupine iskljuene su ispitanice
koje su imale bilo kakve ciste, miome ili druge upalne procese u zdjelici u trenutku
istrazivanja. Temeljem sadaSnjih spoznaja svega su dva istraZivanja povezana s

endometriozom u sklopu kojih je istraZivan i aneksin A2 (238,240).

Neuropilini su skupina jednolan¢anih proteina koji su bitni u procesima angiogeneze,
limfogeneze 1 stvaranja Ziv€anih vlakana, a sudjeluju u imunosnom odgovoru (177, 241-245).
To su sve procesi koji su povezani s patogenezom endometrioze. NaSim istraZivanjem
usmjerena je paznja na serumske koncentracije neuropilina 1 s obzirom na to da se do sada
nitko nije bavio serumskim koncentracijama neuropilina 1 u endometriozi. Istrazivanja na
neuropilinu 1 na podru¢ju endometrioze povezana su s izraZajem neuropilina 1 u fizioloSkom
endometriju 1 ektopicnom endometriju. Poznate cCinjenice o neuropilinu 1 jesu da na
endotelnim stanicama vezZe VEGF regulirajuci stvaranje krvnih zila, veZe semaforine klase 3
poticuéi na taj nacin rast neurona te potice interakciju izmedu dendritnih stanica i T-stanica i

na taj nacin sudjeluje u imunosnoj funkciji (189,191).

Unazad deset godina provedena su svega dva istrazivanja o neuropilinu 1 u bolesnica s
endometriozom i oba se odnose na izrazaj u normalnom endometriju i ektopicnom

endometriju (246,247).

Prema dostupnim spoznajama moze se zakljuciti kako je neuropilin 1 premalo
istrazivan na podru¢ju endometrioze iako svojim sudjelovanjem u nizu patoloSkih i
fiziolo8kih procesa, od kojih su neki dio patogeneze endometrioze, moZe biti zanimljiv
predmet istrazivanja. NaSe istrazivanje neuropilina 1 temelji se na serumskim
koncentracijama kao i VEGF-u s ciljem ispitivanja njegovih dijagnosti¢kih znacajki kao
neinvazivnoga dijagnostickog serumskog biljega. Ovo je istraZivanje jedino koje je do sada

ispitivalo serumske koncentracije neuropilina 1 u bolesnica s endometriozom.
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Gustoc¢a Ziv€anih vlakana koja je izraZzena oko ektopi¢nog endometrija u odnosu na
bazalni endometrij gotovo sigurno igra vaznu ulogu u nastanku bola povezanog s
endometriozom (248-250). U sklopu naSeg istraZivanja s obzirom na prisutnost bola u skupini
bolesnica s endometriozom za neuropilin 1 nije dobivena statisticki znacajna razlika
serumskih koncentracija izmedu bolesnica s endometriozom koje imaju simptom bola i onih
koje nemaju simptom bola. Usporeduju¢i pak serumske koncentracije VEGF-a izmedu
skupine bolesnika s endometriozom kod kojih je prisutan bol i onih kod kojih nije prisutan bol
dobivena je statisticki znacajna razlika izmedu dviju podskupina bolesnica (bol (DA) VEGF =

0,261 (0,234 — 0,271) pg/L; bol (NE) VEGF = 0,247 (0,229 - 0,261) pug/L).

Neuropilin 1 na T-regulacijskim stanicama (Treg) produZuje njihovu interakciju s
nezrelim dendritnim stanicama povecavajuci tako osjetljivost prepoznavanja antigena od
Treg stanica. Prema istraZivanjima izraZzaj NRP1 sniZen je u fizoloSkom endometriju Zena s
endometriozom i stoga je izmijenjena i medijatorska funkcija izmedu T-reg i dendritnih
stanica 1 smanjena imunosna uloga NRP1 kod oboljelih od endometrioze. Za vrijeme
menstrualnog krvarenja normalni imunosni odgovor kod zdravih Zena sprjeCava daljnje
Sirenje menstrualne teku¢ine na okolna tkiva. U bolesnica s endometriozom nalazi se
smanjeni imunosni odgovor u fizioloSkom endometriju koji se moZe povezati i sa smanjenom
aktivnoS¢u NRPI1, ¢ime je omoguceno ektopi¢no Sirenje menstrualne krvi koja sadrzava

stanice endometrija (251).

Neuropilin 1 pokazuje genski izrazaj u ektopicnim lezijama bolesnica s
endometriozom (247). Soker i suradnici (177) predlozili su hipotezu s da je NRP 1 receptor za
VEGEF koji pojacava vezanje VEGF-a na njegov receptor VEGFR?2 1 poti¢e aktivnost VEGF-
a, pa se moze zakljuciti kako regulira VEGF-om induciranu angiogenezu. Ovoj hipotezi koja
pokazuje izniman izrazaj VEGFR2 i NRP1 u ektopi¢nim lezijama endometrija u prilog ide
ova naSa studija. NaSe istrazivanje takoder potvrduje rezultate prethodnih studija jer su
vrijednosti serumskih koncentracija NRP1 poviSene u bolesnica s endometriozom (27,1 (25,6
— 28,1) pg/L) u odnosu na kontrolnu zdravu skupinu (8,2 (7,3 — 9,4)) ispitanica bez
endometrioze. Unutar ovog istrazivanja nije utvrdena korelacija izmedu serumskih
koncentracija VEGF-a i NRPI, §to je u skladu s istraZivanjem Yerlikaya i suradnika (247)

koji su ispitivali izrazaj VEGF-a 1 NRP1 na ektopi¢nom endometriju.
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Kao ni Yerlikaya i1 suradnici u svojoj studiji (247), ni mi nismo u sklopu ovog
istrazivanja utvrdili korelaciju izmedu serumskih koncentracija VEGF i NRP1 pa moZemo
zakljuciti kako NRP1 vjerojatno ima ulogu u angiogenezi endometrioze koja nije iskljucivo
povezana s VEGF-om i njegovim receptorom VEGFR2, ve¢ NRP 1 ima proSirenu ulogu u
angiogenezi. Do sli¢nog istraZzivanja i zakljuka dosli su i Murga 1 suradnici (171) navodeci
kako neuropilin 1 ima ulogu kao kljucni regulator adhezije endotelnih stanica za proteine
izvanstanicnog matriksa. InaCe je adhezija endotelnih stanica na izvanstani¢ni matriks klju¢na

za odrZivost endotelnih stanica, rast, pokretljivost i angiogenezu (171).

Dijagnoza i klasifikacija endometrioze temelji se na invazivnoj laparoskopskoj tehnici,
biopsiji 1 histoloSkoj analizi lezije (77). Osjetljivost pregleda ultrazvukom dosta ovisi o
iskustvu lije¢nika koji obavlja dijagnosticki pregled. Smatra se da ova dijagnosticka metoda
nije dovoljno osjetljiva, te da njome nisu vidljiva sva sijela endometrioze u tijelu oboljelih
(74). Do sada ni jedan laboratorijski test nije zadovoljio dijagnosticke kriterije kvalitetnog
biljega endometrioze. Biljeg mozZe biti bilo koja molekula ili materijal (stanica, tkivo) koja
odrazava patobiokemijski poremecaj prisutan u organizmu zahva¢enom endometriozom.
Prepoznavanje ucinkovitih, specifi¢nih i neinvazivnih biljega moze omoguciti sveobuhvatniji
pristup dijagnostici i lijeCenju endometrioze (252). U sklopu naSeg istraZivanja odabrana su tri
prethodno navedena parametra za koje je dokazana prisutnost u patogenezi endometrioze.
Odredivanje potencijalnih biljega bolesti u perifernoj krvi neinvazivni je pristup
dijagnosticiranju bolesti, a ujedno omogucuje produljenu stabilnost analita koji se odreduju. U
naSem je istraZivanju uzeta u obzir Cinjenica da se u perifernoj krvi pojavljuju potencijalni
biljezi endometrioze koji pak oslikavaju patoloSke procese na mjestu lezija koje se stvaraju

zbog endometrioze.

Kako je jedan od ciljeva naseg istrazivanja bila procjena dijagnosticke ucinkovitosti
ispitivanih parametara u procjeni prisutnosti endometrioze, posluzili smo se ROC analizom
istrazivanih parametara. ROC analizom utvrdeno je da koncentracije neuropilina 1 > 11 pg/l i
aneksina A2 > 16 pg/l imaju izvrsnu dijagnosticku ucinkovitost, s AUC = 0,99 za aneksin A2
i AUC = 0,97 za neuropilin 1. VEGF je postigao AUC od 0,89 kod koncentracija > 0,225 ug/l
Sto upucuje na njegovu vrlo dobru dijagnostiCku ucinkovitost. Navedeni rezultati pokazuju
vrlo dobre diskriminacijske karakteristike svih triju parametara kod prepoznavanja

endometrioze i mogli bi se koristiti kao parametri u neinvazivnoj dijagnostici endometrioze.
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Vec¢ je prethodno viSe puta naglasena sloZenost nastanka endometrioze te stoga nije
prikladno upotrijebiti samo jedan parametar koji bi mogao biti potencijalni biljeg bolesti.
Zbog te Cinjenice jedan od ciljeva naSeg istrazivanja bio je prouciti regresijski model kojim bi
se mogla predvidjeti prisutnost endometrioze KkoriStenjem koncentracija svih ispitanih
parametara kao potencijalnih biljega endometrioze. U univarijatni model ukljucena su sva tri
ispitivana parametra. Povec¢ane koncentracije neuropilina 1 i aneksina A2 pokazale su se
dobrim predvidateljima prisutnosti endometrioze. Nakon ukljuc¢ivanja ovih dvaju prethodno
spomenutih parametara u multivarijatni model pokazano je kako koncentracije obaju
parametara ostaju prediktivne za prisutnost endometrioze i to s udjelom ispravno
klasificiranih bolesnica od 98 %. Ovi rezultati govore u prilog tomu da bi se viSeparametarski
model s aneksinom A2 i neuropilinom 1 mogao koristiti kao vrijedan neinvazivni

dijagnosticki alat u razlikovanju zdravih Zena od bolesnica s endometriozom.

Endometrioza je bolest koju nerijetko nije lako uociti ni razlikovati, a zbog
nepredvidljivoga tijeka Cesto ju nazivaju ,,bolest s mnogo lica®. Potrebno je puno strpljenja i
znanja te suradnje ginekologa, obiteljskog lije¢nika i ponekad gastroenterologa i urologa da se
utvrdi to¢na dijagnoza. Ve¢ je viSe puta naglaSena slozenost nastanka i ponaSanja
endometrioze kao i razli¢itost klinicke slike koja se javlja kod oboljelih od endometrioze.
Upravo je iz svih prethodno navedenih cinjenica teSko napraviti ustroj istraZzivanja koje bi
obuhvatilo skupinu bolesnica sa svim do sada poznatim klinicki bitnim karakteristikama
endometrioze. Mjere dijagnosti¢ke to¢nosti dobivene za sva tri istraZivana parametra treba
promatrati s odredenim ograni¢enjima koja su prisutna unutar istraZivanja. Nase bolesnice s
endometriozom podijeljene su u tri stadija endometrioze, a ne Cetiri. NaSe istraZivanje nije
imalo bolesnice s I. stadijem u kojem je prisutna minimalna bolest. Razlog je tomu to Sto
nismo imali bolesnice s I. stadijem koje bi bile kandidati za invazivnu laparoskopsku
operaciju s biopsijom koju smo postavili kao kriterij kojim ¢e se ispitanice razdijeliti na
kontrolnu skupinu i bolesnice s endometriozom. Nadalje, mali je broj bolesnica (N=8) s IV.
stadijem u kojem je prisutna izraZena bolest. Bolesnice s endometriozom ve¢inom su imale
endometriome jajnika ili kombinaciju prisutnosti endometrioma i endometrioze tankoga i
debelog crijeva, rektuma i mokra¢nog mjehura. Koriste¢i biostatsiti¢ki rijeCnik moze se reci
da je u istraZivanju prisutan svojevrsni ,spectrum bias“ koji se odnosi na pojavu da se
izvedba dijagnostickog testa moze razlikovati u razli¢itim klinickim slikama bolesti jer svaka

razlicitost u klini¢koj slici utjece i na razli¢itu kombinaciju bolesnica ukljucenih u istrazivanje
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(253). Kod formiranja skupine zdravih ispitanica odredeni problem je bilo i pitanje zaSto
zdravu osobu podvrgnuti laparoskopiji. Sterilizacija je bilo jedino rjeSenje te su stoga u
kontrolnoj skupini ispitanice koje su podvrgnute laparoskopiji zbog sterilizacije. Pojedina
istrazivanja o endometriozi u kontrolne skupine ukljucuju Zene koje su bile na rutinskom
ginekoloSkom pregledu. U istraZivanju nismo uzimali u obzir fazu menstrualnog ciklusa
ispitanica jer literatura pokazuje da na vrijednosti ispitivanih parametara ne utjee navedeni

parametar (230,247).

Kod slozenih bolesti poput endometrioze zbog kompleksnosti patofizioloske podloge
nije izgledno da ¢e jedan biljeg odrazavati promjene i predvidjeti ishod bolesti. Dijagnosticki
neinvazivan biljeg endometrioze potreban je kako bi se postavila dijagnoza, vodilo ciljano
lijeCenje te pratila aktivnost i terapijski odgovor u svim fazama bolesti. Budu¢i da se joS
uvijek ne moZe zakljuciti da su poznati svi patofizioloski procesi u nastanku endometrioze,
biljezi trebaju stalnu reevaluaciju i retrospektivne studije koje bi opravdale njihovo koriStenje.
U sklopu naSeg istraZivanja istrazivan je VEGF kao jedan do sada u literaturi poznat i ve¢
ispitivan biljeg endometrioze. Neuropilin 1 i aneksin A2 su noviji biljezi Cije se potencijalne
klinicke vrijednosti u dijagnostici, a mozda i terapiji bolesnica s endometriozom moraju
validirati u istrazivanjima s dobro definiranim ustrojem i ve¢im brojem ispitanica koji imaju
sve stadije endometrioze kao 1 ukljuCivanjem ispitanica sa raznolikim klinickim slikama

kojima se ocituje ova sloZzena bolest.
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ZAKLJUCCI

6. ZAKLJUCCI
Rezultati ovog istrazivanja pokazuju sljedece:

1. Koncentracije VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 znatno su poviSene u serumu

bolesnica s endometriozom u odnosu na zdrave ispitanice.

2. Koncentracije VEGF-a 1 aneksina A2 znatno se razlikuju prema klini¢koj teZini
oboljenja, tj. prema stadiju endometrioze sukladno revidiranoj rASRM Kklasifikaciji iz

2012.

3. Koncentracije VEGF i aneksina A2 znatno su viSe u bolesnica s endometriozom kod

kojih je viSe lokacija zahvaceno ektopicnim endometrijem.

4. Koncentracije VEGF-a, aneksina A2 i neuropilina 1 u bolesnica s endometriozom nisu
se razlikovale usporedbom skupina bolesnica s endometriozom podijeljenih ovisno o

indeksu tjelesne mase (ITM).

5. Koncentracije VEGF-a i aneksina A2 znatno su viSe u bolesnica s endometriozom kod

kojih je prisutan bol kao simptom.

6. Vrijeme do postavljanja dijagnoze krace je u bolesnica s endometriozom koje imaju
pozitivhu obiteljsku anamnezu u odnosu na bolesnice s negativnom obiteljskom

anamnezom.

7. VEGF pozitivno korelira s aneksinom A2, dok ne korelira s neuropilinom 1. Aneksin

A2 ne korelira s neuropilinom 1.

8. Odredivanje serumskih koncentracija VEGF-a, neuropilina 1 i aneksina A2 moZe
pridonijeti u odluci o postavljanju dijagnoze endometrioze. Vrijednost VEGF-a >
0,225 ng /L sa specificnos¢u od 71,7 % 1 osjetljivoséu 92,7 %. Vrijednost aneksina A2
> 16 pg /L sa specificnos¢u od 100,0 % i osjetljivoséu 96,3 %. Neuropilin 1 > 11 sa

specifi€nos$¢u od 97,5 % 1 osjetljivoscu 99,3 %.
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9. Mjerenje aneksina A2, VEGF-a i neuropilina 1 u serumu moZe na neinvazivan nacin i
u kratkom roku doprinijeti pravodobnom prepoznavanju bolesnica kod kojih postoji

visoka vjerojatnost za prisutnost endometrioze.
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POPIS KRATICA

8. POPIS KRATICA

Kratica:
APC
AAGL

AMD
ANXA2
AUC
ASRM

BMI
CA-125
CA19-9
CI
COX-2
CRP
DIE
DNA
ECM
EFI
ELISA
ESC
GnRH
HGF
IL

IL-1
IL-6
IL-8
LH

Znacenje:
antigen prezentirajuce stanice

Americka udruga ginekoloskih laparoskopista (engl. American Association of
Gynecological Laparoscopists)

starosna degenracija makule
aneksin A2
povrsina ispod ROC-krivulje (AUC, engl. area under curve)

Americko drustvo za reprodukcijsku medicinu (engl. American Society for
Reproductive Medicine

indeks tjelesne mase (BMI, engl. body mass index)

karcinomski antigen 125

karcinomski antigen 19-9

interval pouzdanosti (CI, engl. confidence interval)

ciklooksigenaza 2 (COX-2, engl. cyclooxygenase 2)

C-reaktivni protein

duboko infiltriraruj¢a endometrioza

deoksiribonukleinska kiselina (DNA, engl. deoxyribonucleic acid)
izvanstani¢ni matriks (ECM, engl. extracellular matrix)

indeks plodnosti u endometriozi (engl. endometriosis fertility index)
imunoenzimski test (ELISA, engl. enzyme linked immunosorbent assay)
endometriotske stromalne stanice

gonadotropin otpustaju¢i hormon

¢imbenik rasta hepatocita

interleukin (IL, engl. interleukin)

interleukin-1

interleukin-6

interleukin-8

luteiniziraju¢i hormon
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LNG-IUS
MAPK

miRNA
MMP
MRI
NK cells
NRP1
NSAID
PAI-1
PIGF
PDGF
SEMA3A
SPRM
TGF-p
TIMP

Th
TNF
TNF-a
VEGF

VEGFR-2

intrauterini sustav s levonorgestrelom

protein-kinaze aktivirane mitogenima (MAPK, engl. mitogen-activated protein
kinase)

mala (mikro) ribonukleinska kiselina (engl. micro Ribonucleid Acid)
metaloproteinaza matriksa (MMP, engl. matrix metalloproteinase)
nuklearne magnetske rezonancije

prirodne stanice ubojice (engl. Natural killer cells)

neuropilin 1

protuupalni nesteroidni lijekovi (engl. non-steroidal anti-inflammatory drugs)
inhibitor plazminogen-aktivatora

¢imbenik rasta placente (posteljice)

trombocitni derivirani faktor rasta

semaforin 3A protein

selektivni modulatori progesteronskih receptora

transformirajuci faktor rasta f (TGF-p, engl. transforming growth factor f5)

tkivni inhibitor metaloproteinaze matriksa (TIMP, engl. tissue inhibitor of
metalloproteinase )

T-pomagacke stanice (Th, engl. T-helper cells)
¢imbenika tumorske nekroze
¢imbenika tumorske nekroze o (TNF-a, engl. tumor necrosis factor o)

vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF, engl. vascular endothelial growth
factor)

receptor vaskularnog endotelnog faktora rasta 2 (VEGFR-2, engl. vascular
endothelial
growth factor receptor 2)
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