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Streszczenie

Wstep: Naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu (ang.
vascular endothelial growth factor — VEGF), zwany réwniez czyn-
nikiem przepuszczalnosci naczyh (ang. vascular permeability
factor — VPF) lub waskulotroping (ang. vasculotropin), jest obec-
nie uwazany za kluczowy czynnik regulujacy fizjologiczna i pa-
tologiczna angiogeneze. Rola VEGF w procesie gojenia sie ran
nie jest doktadnie poznana.

Cel pracy: Celem pracy byta ocena stezenia naczyniowo-
-Srodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF) w surowicy krwi pa-
cjentéw po zabiegach neurochirurgicznych z rang pooperacyj-
na, mierzonego przed zabiegiem operacyjnym i po nim.

Materiat i metody: Badania przeprowadzono w Klinice
Neurochirurgii i Neurotraumatologii Collegii Medicii UMK
w grupie 20 dorostych chorych, poddanych leczeniu opera-
cyjnemu z powodu zmiany zwyrodnieniowej kregostupa. Ba-
danie polegato na 3-krotnym pobraniu krwi zylnej — przed za-
biegiem (pomiar 1.), w 1. dobie po zabiegu (pomiar 2.) oraz
miedzy 5. a 7. doba po zabiegu operacyjnym (pomiar 3.), u te-
go samego pacjenta hospitalizowanego w Klinice Neurochi-
rurgii i Neurotraumatologii. Nastepnie probéwki z materia-
tem przekazano do Katedry i Zaktadu Patofizjologii CM w celu
oznaczenia stezenia VEGF za pomoca metody immunoenzy-
matycznej (ELISA). Grupe kontrolng stanowito 20 zdrowych
ochotnikéw, dobranych pod wzgledem ptci i wieku do grupy
badanej.

Whioski:

1. W badaniach nie wykazano istotnych statystycznie r6znic
w stezeniu VEGF w surowicy krwi 0séb w poszczegélnych po-
miarach przed zabiegiem operacyjnym i po nim, jak réwniez
w poréwnaniu z grupa kontrolna.
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Abstract

Introduction: Vascular endothelial growth factor (VEGF),
or vascular permeability factor (VPF) or vasculotropin, is con-
sidered to be a key factor that regulates physiological and pa-
thological angiogenesis. The role of VEGF in the process of wo-
und healing is not well understood.

Aim: The aim of the study was to assess the VEGF concentra-
tion in the blood serum of patients after a neurosurgical procedu-
re, in consecutive measurements before and after the operation.

Material and methods: The study was conducted in the Neu-
rosurgery and Neurotraumatology Department, CM UMK and in-
cluded 20 adult patients after surgical treatment of degenerative
changes in the spine. Each patient’s venous blood samples were
obtained three times: before the surgery (measurement 1), on
day 1 after surgery (measurement 2) and between the 5th and 6th
day after the operation (measurement 3). The samples were sent
to the Pathophysiology Department, CM UMK where the VEGF
concentration was assessed using the immunoenzymatic method
(ELISA). The control group included 20 healthy volunteers similar
in age and gender to the patients included in the study.

Conclusions:

1. The study showed no statistically significant differences in
the VEGF concentration in blood serum between consecuti-
ve measurements before and after the surgery and betwe-
en the control group and the group of patients included in
the study.

2. Further studies should focus on a bigger sample of patients
and show correlations between selected wound healing fac-
tors and angiogenesis stimulants.
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2. Dalsze badania powinny by¢ ukierunkowane na zwiekszenie
grupy badanej oraz przedstawienie korelacji wybranych czyn-
nikéw procesu gojenia sie rany ze stymulatorami angiogenezy.

Stowa kluczowe: VEGF, angiogeneza, rana, neurochirurgia.

Wstep

W procesie gojenia sie rany biorg udziat miejscowo
wydzielane przekazniki. Zaliczaja sie do nich:

* powstajace z lipidéw bton komérkowych pochodne
kwasu arachidonowego,

* cytokiny,

e czynniki wzrostu,

« tlenek azotu,

* peptydy,

e aminy,

* czynnik aktywujacy ptytki (ang. platelet activating fac-
tor — PAF).

Do najbardziej znanych czynnikéw wzrostu biorgcych
udziat w procesie gojenia sie ran nalezg [1-6]:

* ptytkowopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet de-
rived growth factor — PDGF),

e naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu (ang. va-
scular endothelial growth factor — VEGF),

e czynnik wzrostu naskdrka (ang. epidermal growth fac-
tor — EGF),

e czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth
factor — FGF),

e czynnik wzrostu keratynocytéw (ang. keratinocyte
growth factor — KGF),

e transformujacy czynnik wzrostowy o i B (ang. transfor-
ming growth factor — TGF),

e insulinopochodny czynnik wzrostu (ang. insulin-like
growth factor — IGF).

Wsréd wymienionych czynnikéw wzrostu decyduja-
ca role wydaje sie odgrywac zaliczany do czynnikéw pro-
angiogennych VEGF [7, 8] — cytokina o udowodnionym
znaczeniu w réznorodnych procesach biologicznych. Naj-
wiekszg aktywnosé wykazuje jednak jako czynnik wzro-
stowy srédbtonka i czynnik zwiekszajacy przepuszczal-
nos$¢ naczyn. Stwierdzono, ze pod wptywem VEGF sg
aktywowane niemal wszystkie znane szlaki sygnatowe
w hodowlach komérek srodbtonkowych; jest on jednym
z podstawowych regulatoréw angiogenezy [7, 9].

Wiekszos¢ badan z zakresu angiogenezy i roli VEGF prze-
prowadza sie u dorostych z chorobami nowotworowymi,
w celu oceny udziatu tego czynnika w procesie transforma-
cji nowotworowej i w powstawaniu guzéw. Niewiele jest do-
niesien na temat stezenia, jak rowniez udziatu VEGF w su-
rowicy krwi u chorych z rana po zabiegu operacyjnym.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena stezenia naczyniowo-5rod-
btonkowego czynnika wzrostu (VEGF) w surowicy krwi
pacjentéw po zabiegach neurochirurgicznych z rana po-

operacyjna, w poszczegblnych pomiarach przed zabie-

giem operacyjnym i po nim. Szczegbtowe problemy ba-

dawcze przedstawiono w postaci pytanh:

1. Czy stezenie VEGF w surowicy krwi r6zni sie istotnie
w poszczegblnych pomiarach przed zabiegiem opera-
cyjnym i po nim?

2. Czy stezenie VEGF w surowicy krwi 0séb z rang poopera-
cyjna rézni sie istotnie w poréwnaniu z grupa kontrolna?

Materiat i metody
Grupa badana

Badania przeprowadzono w Klinice Neurochirurgii
i Neurotraumatologii CM UMK w grupie 20 dorostych
chorych (9 mezczyzn i 11 kobiet) w wieku 27-54 lat ($red-
nia 44+8), poddanych leczeniu operacyjnemu z powodu
zmiany zwyrodnieniowej kregostupa. Grupe kontrolna
stanowito 20 zdrowych ochotnikéw, dobranych
pod wzgledem ptci i wieku do grupy badane;.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
przy Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy
(nr grantu UMK = 45/2007, nr zgody — KB/126/2007).
Osoby zakwalifikowane do badania w dniu przyjecia
na oddziat wyrazity pisemnga zgode na udziat w nim.

Przebieg badanh

Badanie polegato na 3-krotnym pobraniu krwi zylnej
(5 cm?® krwi) z Zzyty tokciowej — przed zabiegiem (pomiar 1),
w 1. dobie po zabiegu (pomiar 2.) oraz miedzy
5.a 7. doba po zabiegu operacyjnym (pomiar 3.) u tego sa-
mego pacjenta hospitalizowanego w Klinice Neurochirur-
gii i Neurotraumatologii CM, a nastepnie przekazaniu pro-
béwek z materiatem do Katedry i Zaktadu Patofizjologii CM
w celu oznaczenia stezenia VEGF za pomocg metody im-
munoenzymatycznej (ELISA), przy uzyciu zestawdéw human
VEGF-A BiolISA BMS277BL (firmy Bender MedSystems).

Analiza statystyczna

Materiat opracowywano, wykorzystujac elementy sta-
tystyki opisowej (Srednia arytmetyczna, odchylenie stan-
dardowe, mediana, minimum, maksimum). Do poréwna-
nia danych zebranych w poszczegélnych pomiarach
zastosowano test Friedmana. Do statystycznego poréw-
nania Srednich z dwoch grup (badanej i kontrolnej) za-
stosowano test U Manna-Whitneya (Z). Hipotezy staty-
styczne weryfikowano na poziomie istotnosci p=0,05.
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Tab. 1. Stezenie VEGF w poszczeg6lnych pomiarach

Pomiar Srednia Odchylenie standardowe (SD)
L 60,37500 32,40161
2. 65,86649 37,07406
3. 79,11651 64,11526

12(n=20, df=2)=1,350649; p<0,50900

Wyniki

Mimo ze w badanej grupie 0séb (n=20) Srednie steze-
nie VEGF rosto w kolejnych pomiarach z 60,38+32,40 pg/ml
(pomiar 1. przed zabiegiem operacyjnym), przez
65,87+37,07 pg/ml (pomiar 2. po zabiegu operacyjnym),
az do 79,12+64,12 pg/ml (pomiar 3. po zabiegu operacyj-
nym), to wzrost ten nie byt znaczacy i Srednie stezenia
VEGF w poszczegblnych pomiarach nie roznity sie miedzy
sobga istotnie statystycznie x? (n=20, df=2)=1,35; p=0,51
(NS) (tab. 1.). Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na pomiar 3.,
charakteryzujacy sie odstepstwem od rozktadu normalne-
go i duza zmiennoscia wynikow (duze odchylenie standar-
dowe 64,12 pg/ml) (ryc. 1.). Przypuszcza sie, ze na duzg
zmiennos¢ wynikéw wyptywaé moga takie czynniki, jak
lokalizacja rany, jej rodzaj, sposob gojenia, czynniki towa-
rzyszace (np. proces zapalny rany — zakazenia, zaburzenia
ukrwienia — martwica, zaburzenia metaboliczne — rozpo-
znana cukrzyca itp.).

Stezenia VEGF nie r6znity sie istotnie statystycznie
w grupie 0s6b badanych z rang pooperacyjna w poréw-
naniu z grupa kontrolna. W pomiarze 1. stezenia VEGF
w grupie 0séb badanych wynosity 9,99-128,62 pg/ml
(Srednia 60,38 pg/ml; SD 32,40), w grupie kontrol-
nej 23,72-261,12 pg/ml (Srednia 73,32 pg/ml; SD 55,25)
(p=0,71) (ryc. 2.). W pomiarze 2. stezenia VEGF w grupie
0s6b badanych wynosity 6,94-128,62 pg/ml ($rednia
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Ryc. 1. Stezenie VEGF w surowicy krwi pacjentéw
w poszczegblnych pomiarach
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65,87 pg/ml; SD 37,07), w grupie kontrolnej 23,72-261,12
pg/ml (Srednia 73,32 pg/ml; SD 55,25) (p=0,89) (ryc. 3.)
i w pomiarze 3. stezenia VEGF w grupie 0s6b badanych
wynosity 5,42-283,53 pg/ml (Srednia 79,12 pg/ml;
SD 64,12), w grupie kontrolnej 23,72-261,12 pg/ml (Sred-
nia 73,32 pg/ml; SD 55,25) (p=0,64) (ryc. 4.).

Omoéwienie wynikéw

Angiogeneza jest procesem tworzenia nowych naczyn
krwionosnych z istniejacej juz sieci naczyh. Towarzyszy za-
réwno procesom fizjologicznym, takim jak rozwéj embrio-
nalny, proces gojenia ran, cykl miesigczkowy, jak i patolo-
gicznym — wzrostowi i ekspansji guza, powstawaniu
przerzutow, patologii w niedokrwieniu, procesom zapal-
nym oraz chorobom uktadu nerwowego [7-11].

W procesie gojenia sie rany mozna wyrdznic szereg
faz, ktére moga naktadac sie na siebie lub przebiegaé
jednoczesnie, np.:
 hemostaze (pierwotna, wtérng),

* zapalenie,

« faze proliferacji (regeneracja naskérka, synteza sub-
stancji miedzykomorkowej, odrost naczyh krwiono-
Snych, wytwarzanie tkanki tacznej),

« faze przebudowy (obkurczanie rany, remodelowanie
macierzy pozakomérkowej, tworzenie blizny) 6, 12].

Zmienna 1. pomiar — dla grupy badanej test Manna-Whitneya Z=-0,36, p=0,71 (NS)
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Ryc. 2. Poréwnanie stezenia VEGF w surowicy krwi w grupie
badanej (pomiar 1.) i kontrolnej
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Zmienna 2. pomiar — dla grupy badanej
test Manna-Whitneya Z=0,14, p=0,89 (NS)
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Ryc. 3. Poréwnanie stezenia VEGF w surowicy krwi w grupie
badanej (pomiar 2.) i kontrolnej

Méwiac o pooperacyjnej ranie neurochirurgicznej, au-
torzy maja na mysli rane powstata w wyniku ciecia me-
chanicznego w trakcie zabiegu operacyjnego, ktéra goi
sie w sposéb dorazny (rychtozrost). Rana zszyta wytwa-
rza na og6t blizne o znikomych rozmiarach. Gojenie ta-
kiej rany trwa ok. 7-14 dni.

Rola VEGF w procesie gojenia sie ran nie jest doktad-
nie poznana. Dotychczas udowodniono, ze VEGF bierze
udziat w fazie zapalenia (przy gojeniu sie ran) oraz w fa-
zie proliferacji przy odroscie naczyh krwionosnych.

Przeprowadzone badania wskazuja, iz staty wzrost
pozioméw VEGF jest charakterystyczny dla wczesnego
okresu gojenia sie rany zarébwno w serum, jak i w ptynie
z drenazu rany [5]. Wyniki badan sugerujg taki model an-
giogenezy, w ktérym poczatkowy bodziec angiogeniczny
jest zaopatrzony w czynnik wzrostu fibroblastu (bFGF),
a nastepnie pojawia sie angiogeniczny bodziec o wydtu-
zonym dziataniu, przekazywany przez VEGF [4]. Stwier-
dzono réwniez zaleznos¢é miedzy VEGF i pozostatymi
czynnikami wzrostu a zdolnoscia (dobra, staba) gojenia
sie rany [3]. W przypadku ran przewlektych wykazano
rowniez, ze enzymy proteolityczne znajdujace sie w pty-
nie wysiekowym z ran przewlektych (szczegélnie plazmi-
na) moga rozktada¢ VEGF. Inaktywacja VEGF moze by¢
waznym elementem patofizjologii ran przewlektych [13].

Badania wymagaja kontynuacji, ze zwiekszeniem gru-
py badanej i z uszczegétowieniem analizy czynnikéw mo-
gacych wptywac na proces gojenia sie rany w korelacji
ze stymulatorami angiogenezy (np. bFGF, HGF) i hemo-
stazy (np. TF, TFPI, TAFI).

Whnioski

1. W badaniach nie wykazano istotnych statystycznie réz-
nic w stezeniu VEGF w surowicy krwi w poszczegélnych

Zmienna 3. pomiar —dla grupy badanej
test Manna-Whitneya Z=0,46, p=0,64 (NS)
220 T T

200 [ T

160 [0 7
140 1
120 | 1
100 1
80 o 1
60 1
40 F .
20 F .

stezenie VEGF [pg/ml]
o

20 L .
40 L e s ]

-60 1 1
grupa badana grupa kontrolna

T +1,96* odchylenie
standardowe

[ +1,00* odchylenie
standardowe

O srednia

Ryc. 4. Porbwnanie stezenia VEGF w surowicy krwi w grupie
badanej (pomiar 3.) i kontrolnej

pomiarach przed zabiegiem operacyjnym i po nim, jak
rowniez w poréwnaniu z grupa kontrolna.

2. Dalsze badania powinny by¢ ukierunkowane na zwiek-
szenie grupy badanej oraz przedstawienie korelacji wy-
branych czynnikéw procesu gojenia sie rany ze stymu-
latorami angiogenezy.

Praca zostata sfinansowana przez Uniwersytet Mikotaja
Kopernika w Toruniu w ramach grantu UMK nr 45/2007
(Collegium Medicum).
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