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Usefulness of serum VEGF concentration
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Abstract
Background. Risk of abdominal aortic aneurysm (AAA) rupture is difficult to estimate. Angiogenesis in aneu-
rysm walls is an important morphologic finding. One of the most important factors stimulating angiogenesis is
vascular endothelial growth factor (VEGF). The aim of our study was to evaluate if the two values: VEGF
expression in aortic wall tissues, and VEGF serum concentration correlate with clinical manifestations of
aneurysms, and if these two values correlate with each other.
Material and methods. Aorta tissue samples were taken in the operating room from patients undergoing
aorta reconstruction for aneurysms: electively (group I, n = 49), emergency (group Il, n = 19) or because of
aortoiliac occlusion (AlO) (n = 17). Control tissue was taken from healthy organ donors (n = 9). Blood
samples were obtained from these patients before surgery. Control serum samples were taken from patients
undergoing surgery because of hernias and varices. Expression of VEGF in tissue was measured with use of
morphometric analysis in slides after immunohistochemistry with anti-VEGF antibodies. Vascular endothelial
growth factor serum concentration was measured with the use of ELISA.
Results. The highest level of serum VEGF was observed in the symptomatic AAA group (mean value: 404.3
pg/ml; sv = 331.7). Electively operated AAA showed lower serum VEGF concentration (mean value =
= 285.3; sv = 300.9), AlO and control: 366.4 and 277.3 respectively. These differences were not significant.
Strong correlation was observed between VEGF serum level and VEGF tissue expression. Significant differen-
ces were shown in VEGF positive cell numbers between all examined groups (mean cell number in AAA
symptomatic = [40.9, elective AAA = 108.5, AIO = 51.4, control = 21.0).
Conclusions. There is strong correlation in VEGF tissue expression with clinical manifestation of AAA. Vascu-
lar endothelial growth factor serum concentration is not a good clinical marker to estimate the risk of rupture.
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Streszczenie
Wstep. Celem niniejszej pracy jest ocena przydatnosci oznaczania wartosci stezert VEGF w surowicy
u chorych z tetniakami aorty brzusznej w celu oceny ryzyka pekniecia. Analizowano stezenia VEGF w surowi-
¢y pacjentdw z tetniakami aorty w zaleznosci od objawdw klinicznych tetniaka oraz zbadano korelacje war-
tosci stezert VEGF w surowicy z ekspresjq tego czynnika w scianie aorty.
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Materiat i metody. Materiat badawczy stanowity prébki surowicy pobrane od chorych przed zabiegiem oraz
fragmenty Sciany aorty uzyskane od tych samych pacjentéw podczas operacji rekonstrukcyjnej aorty. Wyod-
rebniono nastepujgce grupy: | — tetniaki operowane planowo (n = 49), Il — tetniaki objawowe i pekniete
(n = 19), lll — niedroznosci aortalno-biodrowe (n = 17), IV — grupa kontrolna, ktdrq stanowily fragmenty
sciany aorty pobranej od dawcow narzqdéw (n = 9) oraz surowica pobrana u chorych operowanych planowo
z powodu przepuklin i zylakéw koriczyn dolnych (n = 34). Stezenie VEGF w surowicy oznaczano metodq
ELISA. Ekspresje VEGF w tkance oceniono morfometrycznie, zliczajqc komérki VEGF-dodatnie po wykonaniu
odczynow immunohistochemicznych.

Wyniki. Ekspresja VEGF w scianie aorty byta najwieksza w grupie II. Stwierdzono istotnq statystycznie réznice tej
wartosciw poréwnaniu z grupg | (p < 0,003). Wykazano statystycznie znamienne réznice ekspresji VEGF miedzy
pozostalymi grupami (p < 0,001). Najwiekszq sredniq wartos¢ stezenia VEGF w surowicy odnotowano w grupie I,
ale réznice miedzy wartosciami w poszczegdinych grupach nie byty istotne statystycznie, mimo ze korelacja mie-
dzy wartosciami VEGF w surowicy a ekspresjg w tkance okazata sie silna (p < 0,001).

Whiosek. Wyniki badar wskazujq na istotng role VEGF (i angiogenezy) w rozwoju tetniaka aorty, jednak brak
specyficznosci uniemozliwia zastosowanie pomiaru jego stezer w ocenie dynamiki powiekszania sie tetniaka
i ryzyka jego pekniecia.

Stowa kluczowe: czynnik wzrostu srodbtonka VEGF, tetniak aorty brzusznej

Introduction

Despite the great progress in diagnosis and treat-
ment of aortic aneurysms, pathogenesis of this disease
is still not clear, and the criteria used to establish indica-
tions for surgery are sometimes deceptive. To-day sur-
gical treatment of aortic aneurysm is performed when
the risk of rupture seems to be higher than the risk of
surgery, or if it justifies the high cost of endovascular
repair. The common standard in estimation the risk of
rupture is aneurysm size and rate of its enlargement.
However, there are some circumstances when this tac-
tic disappoints: aneurysm rupture before it reaches ex-
pected size limit, large aneurysms not fit for endovascu-
lar procedure in high surgical risk patients, psychical
stress in patients with small aneurysms, and times when
treatment is delayed with no guaranty of non-rupture.
In these situations additional factors for estimating the
risk of aneurysm rupture seem to be desirable.

Aortic aneurysm aetiology is still not known; espe-
cially the initial factor or process is unclear. Inflammato-
ry infiltration, increased proteolytic activity, smooth
muscle cell apoptosis, degeneration and remodelling of
extracellular matrix and angiogenesis are defined as typ-
ical changes observed in the aneurysm wall.

Increased angiogenesis is observed in many physio-
logical processes and in pathologies such as hyperplastic
retinopathies, rheumatoid arthritis, psoriasis and neo-
plasmatic diseases. In recent years many articles have
shown the role of angiogenesis in the development and
dissemination of malignant neoplasms and indicate the
usefulness of its intensity estimation in foreseeing the

Wstep

Mimo ogromnego postepu w diagnostyce i leczeniu
chorych z tetniakami aorty patogeneza tej choroby jest
niejasna, a kryteria ustalania wskazan do leczenia opera-
cyjnego — zawodne. Obecnie leczenie tetniaka aorty
brzusznej podejmuije sig, gdy mozliwos¢ jego pekniecia
przewyzsza ryzyko operacji lub uzasadnia poniesienie wy-
sokich kosztow zwigzanych z metoda endowaskularna.
Powszechnie przyjeta miara ryzyka pekniecia tetniaka jest
jego najwiekszy poprzeczny wymiar i/lub szybko$é¢ po-
wiekszania sie [1-3]. Jednak istnieja okolicznosci, w kto-
rych ta taktyka zawodzi: pekniecie tetniaka zanim osig-
gnie on oczekiwang graniczng wielkos¢, wystepowanie
duzego tetniaka u chorego z wysokim ryzykiem operacji,
stwierdzenie tetniaka niekwalifikujacego sie do leczenia
endowaskularnego z przyczyn technicznych, wreszcie
znaczny psychiczny stres wystepujacy u czesci pacjen-
toéw, u ktérych odroczono leczenie operacyjne matego
tetniaka bez pewnosci, ze nie nastapi jego peknigcie.
Powyzsze okolicznosci uzasadniajg poszukiwania dodat-
kowych parametréow specyficznie okreslajacych ryzyko
pekniecia tetniaka.

Etiologia tetniaka aorty pozostaje nadal nieznana,
zwiaszcza w aspekcie czynnika lub procesu inicjujacego
jego powstawanie. Statymi zmianami obserwowanymi
w Scianie tetniaka s3: naciek zapalny, wzmozona aktyw-
nosci proteolityczna, apoptoza komérek miesni gtad-
kich, rozktad i przebudowa elementéw macierzy mie-
dzykomorkowej oraz nasilona angiogeneza [ 1, 4, 5].

Angiogeneze obserwuje sie w wielu procesach fi-
zjologicznych. Wykazano réwniez jej istotng role w re-
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rapidity of tumour growth and sensitivity to some kinds
of treatment.

Many investigators have shown high intensity of an-
giogenesis as a phenomenon constantly observed in aor-
tic aneurysm walls. Direct methods of estimation of
angiogenesis rate in aorta specimens obtained during
surgery (morphometry of vessel density, expression of
angiogenetic mediators, expression of MRNA of angio-
genetic cytokines with RT-PCR) showed that intensity
of new vessel development in aneurysms is higher than
in healthy aorta or in atherosclerotic aorta. Results of
previous author studies indicated that the angiogenesis
rate is higher in symptomatic and ruptured aneurysms
than in symptomless aneurysms and does not depend
on aneurysm size [10]. The factor which induces vessel
development in aortic walls remains unknown. Proba-
bly the cytokines released from inflammatory cells per-
manently present in the aneurysm wall are mediators of
angiogenesis. Another possible factor is tissue ischemia
in the aorta wall below the renal arteries, originally lack-
ing in vasa vasorum [1].

These observations lead to the hypothesis that ang-
iogenesis intensity in the aorta wall may be estimated with
indirect methods and might be a tool in the evaluation of
the risk of rupture. Vascular endothelial growth factor
(VEGF), the mitogen with high specificity to endothelial
cells is the most commonly estimated mediator of angio-
genesis. According to recent investigations, this factor may
be produced by all tissues, and the main stimulation to its
release is tissue ischemia. Additionally, the expression of
the VEGF gene is regulated by estrogens, TSH, NO and
neoplasm derived cytokines p-53 mutation. This factor
causes the increased permeability of endothelium for
proteins, activation of proteolytic enzymes including met-
alloproteinases degrading the extracellular matrix pro-
teins, hyperplasia and migration of endothelial cells and
new vessel formation [6-9].

The aim of this study is to examine the relationship
between VEGF expression in the aorta wall and VEGF
concentration in serum of patients with aortic aneurysm,
and to examine the correlation of these two parameters
with clinical manifestations of aneurysms. The existence
of a strong correlation would allow the use of the level of
this mediator as an indicator of the risk of rupture.

Material and methods
Fresh aortic wall specimens were obtained in the
operating room from patients undergoing aortic recon-
struction for abdominal aortic aneurysms (elective op-
erations — group |, AAAplan, n = 49, ruptured and
symptomatic aneurysms — group Il, AAAsympt, n = 19),
patients operated for aorto-iliac occlusion (group lll, AIO,

tinopatiach rozrostowych, reumatoidalnym zapaleniu
stawow, fuszczycy oraz chorobach nowotworowych.
W ostatnich latach opublikowano wiele prac przedsta-
wiajacych wyniki badan nad znaczeniem angiogenezy
W rozwoju i rozprzestrzenianiu si¢ nowotworoéw zfosli-
wych oraz zastosowaniem oceny aktywnosci tego zja-
wiska w prognozowaniu szybko$ci rozwoju guza oraz
podatnosci na niektore sposoby leczenia [6-8].

W licznych badaniach wykazano, ze w $cianie aorty
zmienionej tetniakowato obserwuije sie znaczne nasile-
nie angiogenezy. W bezposrednio zastosowanych me-
todach oceny tego zjawiska w pobranych operacyjnie
preparatach aorty (morfometria gestosci naczyn, ocena
immunohistochemicznej ekspresji mediatoréw angioge-
nezy, ocena ekspresji mMRNA angiogenetycznych cyto-
kin za pomoca RT-PCR) dowiedziono, ze intensywnos¢
tworzenia nowych naczyn w tetniakach jest znamiennie
wieksza niz w zdrowej aorcie i zmienionej miazdzyco-
wo [9]. W badaniach opublikowanych przez autora ni-
niejszej pracy wykazano, ze nasilenie angiogenezy w $cia-
nie tetniakdw objawowych i peknietych jest wieksze niz
w tetniakach bezobjawowych, niezaleznie od ich wiel-
kosci [10]. Czynnik pobudzajacy rozwoj naczyn w $cia-
nie aorty jest nieznany. Prawdopodobnie mediatorami
angiogenezy s cytokiny wydzielane przez komérki na-
cieku zapalnego, ktorego obecnos¢ opisuije sie jako stafa
ceche tetniakéw aorty. Mozliwy jest rowniez udziaf nie-
dotlenienia tkanek w pierwotnie pozbawionej vasa va-
sorum $cianie aorty ponizej tetnic nerkowych [1].

Obserwacje te skfonity do wysuniecia hipotezy, ze
ocena nasilenia angiogenezy w $cianie tetniaka, dokona-
na metodami posrednimi, moze postuzyé oszacowaniu
ryzyka pekniecia. Najczesciej oznaczanym mediatorem
angiogenezy w surowicy jest naczyniowy srédbfonkowy
czynnik wzrostu (VEGF), mitogen o duzej specyficznosci
wobec komérek srédbtonka. Wedtug ostatnich badan
czynnik ten moze by¢ produkowany przez wszystkie tkan-
ki, a gtéwnym stymulatorem jego wydzielania jest niedo-
tlenienie tkanek. Ponadto na ekspresje genu VEGF wpty-
waja estrogeny, TSH, NO, cytokiny produkowane przez
nowotwory, mutacje p-53. Pod wptywem tego czynnika
nastepuje znaczny wzrost przepuszczalnosci srodbtonka
dla czasteczek biatka, aktywacja enzymow proteolitycz-
nych, w tym metaloproteinaz rozktadajacych biatka ma-
cierzy miedzykomorkowej, rozrost i migracja komorek
endotelium i formowanie nowych naczyn [6-9].

Celem niniejszej pracy jest zbadanie zaleznosci miedzy
nasileniem ekspresji VEGF w $cianie aorty a jego stezeniem
w osoczu u chorych z tetniakami aorty oraz korelacji mie-
dzy nimi a klinicznymi objawami tetniaka. Istnienie silnej
korelacji pozwolitoby na zastosowanie badania stezenia tych
mediatoréw w ocenie ryzyka pekniecia tetniaka.
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n = 17). The blood samples were obtained from the
same patients before the operation. Control tissue sam-
ples were obtained from the aorta of healthy organ do-
nors (group IV, DN, n = 9). Serum control samples were
taken from patients operated on for inguinal hernias and
lower extremity varices (group IV, control, n = 34).

Symptomatic aneurysm was diagnosed when there
was a coexistence of abdominal or lumbar region pain,
often with radiation to the inguinal and perineal region
and if tenderness of the aneurysm was found during
palpation. Diagnosis of symptomatic aneurysm was pre-
ceded by the examination of other abdominal organs to
eliminate other reasons for these symptoms. The diagno-
sis of rupture was confirmed with Doppler sonography,
computer tomography and intraoperative examination.

Tissue specimens were taken from the antero-la-
teral aortic wall beneath the renal arteries (protocol de-
scribed by Holmes). Tissues were fixed in 10% buff-
ered formalin for 24 hours and processed for routine
paraffin embedding.

Blood samples were taken in the morning from unfed
patients (except patients with ruptured aneurysms,
where the blood samples were usually taken just be-
fore emergency operation). The samples were left for
30 minutes at room temperature for clot formation and
were later centrifuged for 10 minutes (1400 g). The se-
rum was frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C
until measurement. The level of VEGF in the serum was
estimated with ELISA using a Quantikine kit from R&D
Systems, Abingdon, Great Britain. Every serum sample
was measured twice.

Immunohistochemistry was performed in 4 um thin
slides with streptavidin — biotin method, using anti-VEGF
antibodies obtained from Santa Cruz and Immunocruz
visualization kit. Endogenic peroxidase was blocked by
incubation in 0.3% H,O,, and later — to increase the
availability of antigen —a 5 minute bath in 0.1 M/L cit-
rate buffer in microwave was carried out. After over-
night incubation with the first antibody (at 4°C) the slides
were incubated with secondary biotinylated antibodies
(Immunocruz visualization kit). 3.3 diaminobezidine was
a chromogen to develop the colour reaction.

Morphometric analysis

Paraffin slides after immunohistochemistry were
examined in light microscopy at a magnification of 45x
and classified to the study. Later the slides were exam-
ined at high magnification (400 x) with the use of a com-
puter-camera-microscope system. 6—8 consecutive
fields were measured in every slide. Positive cells were
identified by two independent observers and counted
automatically.

Materiat i metody

Materiat badawczy stanowity prébki krwi pobrane od
chorych przed operacja oraz fragmenty $ciany aorty od
tych samych pacjentéw. Wycinki ze $ciany aorty pobie-
rano na sali operacyjnej w czasie zabiegu rekonstrukcyj-
nego z powodu tetniaka w trybie planowym (grupa |,
n = 49), pilnym w przypadku tetniakéw objawowych
i peknietych (grupa I, n = 19) i ze wzgledu na niedroz-
nos¢ aortalno-biodrows (grupa Ill, n = 17). Fragmenty
$ciany aorty zdrowej, stuzace jako kontrolne, pozyski-
wano od zdrowych dawcéw narzaddéw (grupa IV, n = 9).
Surowice kontrolne pobierano od chorych operowanych
planowo z powodu przepuklin i zylakéw konczyn dol-
nych (grupa IV — kontrola, n = 34). Tetniak objawowy
rozpoznawano, gdy towarzyszyly mu boéle brzucha i/lub
okolicy ledzwiowej, do$¢ czesto z promieniowaniem do
krocza i pachwin, oraz kiedy stwierdzano jego bolesnos¢
podczas badania palpacyjnego. Rozpoznanie to zwykle
poprzedzano oceng pozostatych narzadéw jamy brzusz-
nej i stwierdzeniem braku innej przyczyny opisywanych
dolegliwosci. Rozpoznanie peknigcia potwierdzano w ba-
daniu USG-doplerowskim, tomograficznym oraz w oce-
nie $rédoperacyjne;j.

Wycinki pobierano z przednio-bocznej $ciany aorty
ponizej tetnic nerkowych (wg protokotu opisanego
przez Holmes’a). Tkanki utrwalano w |0-procentowej
zbuforowanej formalinie przez 24 godziny, a nastepnie
przeprowadzano rutynowo do bloczkéw parafinowych.
Odczyny immunohistochemiczne wykonywano w skraw-
kach grubosci 4 um.

Probki krwi pobierano w godzinach porannych na
czczo; pozostawiano je na 30 min w temperaturze po-
kojowej do wytworzenia skrzepu, a nastepnie podda-
wano | 0-minutowemu odwirowaniu (1400 g). Surowi-
ce zamrazano w ciekltym azocie i przechowywano
w temperaturze —70°C do chwili wykonania oznaczen.
Stezenie VEGF w surowicy oznaczano metoda ELISA
z zastosowaniem odczynnikéw Quantikine f-my R&D
Systems, Abingdon, Wielka Brytania. Kazde oznaczenie
wykonywano 2-krotnie.

Immunohistochemig wykonywano z uzyciem meto-
dy znakowanej streptawidyny-biotyny. Zastosowano
przeciwciata anty-VEGF (Santa Cruz) i kit wizualizacyj-
ny Immunocruz. Endogenna peroksydaze blokowano,
inkubujac w 0,3% H,0O,, a nastepnie w celu zwigksze-
nia dostepnosci antygenu stosowano 5-minutowa ka-
piel w 0,1 M/L buforze cytrynianowym w kuchence
mikrofalowej. Po nocnej inkubacji z pierwszym prze-
ciwciatem (w temp. 4°C) skrawki inkubowano z bioty-
nylowanymi kolejnymi przeciwciatami (Immunocruz vi-
sualisation kit). Jako chromogenu uzywano 3,3-diami-
nobenzydyne w celu wywoftania odczynu barwnego.
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Figure 1. Vascular endotrelial growth factor serum level [pg/L].

Rycina |. Wartosci VEGF w surowicy [pg/L]. Brak istotnych
statystycznie réznic miedzy grupami badawczymi

Statistical analysis
differences between the groups were tested using
unpaired Student’s t-test preceded by evaluation of nor-
mality and Levine’s test. The Mann-Whitney U test was
used where appropriate. Correlation coefficients were
calculated using Spearman’s method. Results were con-
sidered statistically significant if p < 0.05.

Results

The presence of VEGF was revealed in all serum
samples. The distribution of values in groups is shown
in Figure 1. In group | the mean value of VEGF concen-
tration was 404.3 (32.45-1488.0) pg/ml, in group Il it
was 285.3 (31.3-1696) pg/ml, in group lll mv = 366.0
(43-1148) and 277.3 (22.4-880) pg/ml in group IV.

There was no statistical significance between
groups | and Il (p = 0.066), | and Ill (p = 0.69), nor
between Il and Il (p = 0.23). There was no statistical
significance between groups |, Il and Ill when com-
pared to group IV (Figure 2). Microscopic images
illustrating VEGF immunoreactivity are presented in
Figure 3. The number of VEGF positive cells in aorta
walls is presented in Figure 4. The study showed that
the highest number of these cells was found in the
wall of symptomatic AAA [mean value (mv) = 141;
82-188]. The mean value in group Il was 108.59 (34—
—=171), in AIO mv = 51,4 (23-81), in organ donors
mv = 21 (8-28). Statistical analysis showed the sig-
nificant difference between | and IV (p < 0.0001),
I and lll (p < 0.001) and | and Il (p < 0.003). The
differences in VEGF positive cell numbers between
electively operated aneurysms and groups Il and IV
were signi-ficant where p < 0.001 (Figure 5).
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Figure 2. Mean serum VEGF level [pg/L]
Rycina 2. Srednie wartosci stezen VEGF w surowicy [pg/L]

Analiza morfometryczna

Po wykonaniu odczynu na obecno$é¢ VEGF skrawki
parafinowe ogladano w mikroskopie $wietlnym w po-
wiekszeniu 45-krotnym i klasyfikowano do dalszej oce-
ny. Nastepnie skrawki oceniano w 400-krotnym powigk-
szeniu z uzyciem systemu komputer—kamera—mikro-
skop. Badano 6-8 kolejnych pol w kazdym skrawku.
Komérki wykazujace dodatni odczyn oznaczano 2-krot-
nie (przez 2 niezaleznych badaczy) na ekranie kompu-
tera, a nastepnie zliczano automatycznie.

Analiza statystyczna
Réznice miedzy badanymi grupami badano z uzy-
ciem testu t-Studenta dla zmiennych niepowiazanych
poprzedzonym analiza rozkfadu i testem Levena. Sto-
sowano takze test Mana-Whitneya dla danych niepara-
metrycznych.

Wyniki

Obecnos¢ VEGF wykazano we wszystkich badanych
prébkach surowicy. Rozkiad wartosci w poszczegélnych
grupach przedstawiono na rycinie |. W grupie | $rednia
wartosc¢ stezenia VEGF wyniosta 404,3 pg/mL (32,45—
—1488,0). W grupie Il — 285,3 pg/mL (31,3-1696,0),
w grupie lll — 366,0 pg/mL (43,5-1148), a w grupie IV
— 277,3 pg/mL (22,4-880). Nie stwierdzono istotno-
$ci statystycznej réznic miedzy grupamilill (p = 0,066),
Lilll (p=0,69), 1lilll (p =0,23) oraz réznic poszcze-
golnych grup w poréwnaniu z grupa IV (ryc. 2).

Obrazy mikroskopowe odczynéw immunohistoche-
micznych przedstawiono na rycinie 3. Liczby komoérek
wykazujacych dodatni odczyn z przeciwciatami anty-
VEGF w $cianie aorty w poszczegdlnych grupach przed-
stawiono na rycinie 4. W badaniu wykazano, ze najwigk-
sza liczba takich komérek wystepuje w $cianach tetnia-
kow objawowych: $rednia 141 (82—-188). W grupie Il $red-
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Figure 3. A. Negative immunoreactivity for VEGF in normal aorta control); B. Focal positive immunoreactivity in aortoliac
occlusion; C. Numerous VEGF positive cells in asymptomatic aortic aneurysm wall; D. Abundant positive cells in symptomatic

aortic aneurysm. Magnification 200 x

Rycina 3. A. Brak reakcji immunohistochemicznej na obecnos$¢ VEGF w $cianie prawidiowej aorty (kontrola); B. Nieliczne ognis-
ka dodatniej reakgji w $cianie aorty zmienionej miazdzycowo (niedroznos¢ aortalno biodrowa); C. Liczne dodatnie komorki w
$cianie tetniaka bezobjawowego (AAA); D. Bardzo liczne komoérki dodatnie w $cianie tetniaka objawowego (AAAsympt). Powig-

kszenie 200 x

Discussion

The results of our study confirmed the role of VEGF
in the stimulation of angiogenesis in abdominal aortic
aneurysms. VEGF positive cells were significantly more
numerous in aneurysms than in healthy aorta walls or in
atherosclerotic aortas. Additionally, the number of cells
which revealed a positive reaction with anti-VEGF anti-
bodies was significantly higher in symptomatic and rup-
tured compared to electively operated AAA, which may
indicate the meaning of the angiogenesis process in the
end stage of aneurysm development and in its rupture.

Vascular endothelial growth factor serum concen-
tration levels range from 20 to over 1500 pg/ml; how-
ever, the mean values in groups range from 275 to 400
pg/ml. Similar levels were measured by other authors
[7-9, '1].

nia wyniosta 108,5 (34—171), w grupie niedroznosci aor-
talno-biodrowych — 51,4 (23-81), a w grupie dawcéw
narzadow — 21 (8-28). W ocenie statystycznej wykaza-
no istotnos¢ réznic miedzy grupami: [alV (p < 0,0001),
lalll (p <0,001)o0razlall (p < 0,003). Réznice liczby
komaérek VEGF-dodatnich miedzy grupa tetniakéw bez-
objawowych a grupami Il i IV okazaty sie znamienne przy
poziomie istotnosci p mniejszym niz 0,001 (ryc. 5).

Dyskusja
Uzyskane w niniejszych badaniach wyniki potwier-
dzaja znaczenie VEGF w pobudzaniu angiogenezy
w tetniakach aorty. Komérki VEGF-dodatnie stwierdzo-
no w liczbie znamiennie wiekszej w $cianach tetniakow
niz w $cianach tetnic zdrowych i zmienionych miazdzy-
cowo. Ponadto liczba komérek wykazujacych dodatni
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Figure 4. The number of VEGF(+) cells in the aortic media

Rycina 4. Liczba komérek VEGF(+) w btonie srodkowej
$ciany aorty

In our study we assumed that the aortic wall is the
main source of VEGF in the circulating blood, and the
level of this growth factor in serum reflects angiogenesis
intensity in aorta. Mean values of VEGF concentration
were highest in symptomatic aneurysms, but statistical
differences between the groups were not high and turned
out to be statistically insignificant. The results obtained
indicate that our assumption was false. We suspect now
that the parietal thrombus has an influence on VEGF le-
vels in patients with AAA, where the permanent induc-
tion of platelets to produce cytokines goes on, independ-
ently from processes in the aneurysm wall. Some investi-
gators showed that leukocytes and platelets intensively
produce VEGF during thrombus formation [9, | I].

High levels of VEGF were observed in people with
AlO. It is possible to speculate that this is the conse-
quence of high VEGF production in tissues with chronic
ischemia. There is the possibility of the presence of ad-
ditional pathologic processes ongoing with stimulation
of VEGF release - processes difficult or impossible to
identify in a single individual.

Maybe the lack of correlation between VEGF se-
rum level and aneurysm clinical manifestation is due to
the means of selection of cases into the study groups.
The main criterion to define the groups of aneurysms
was clinical manifestation. It is possible to consider that
selection using these criteria could be subjective. Ap-
prehension of consequences in case of overlooking the
symptoms of rupture might cause, in some doubtful cas-
es, the establishment of diagnosis of symptomatic AAA
and emergency operation. That is why, in group |, some
cases could be not really symptomatic. On the other
hand, we may suspect that the presence of clinical symp-
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Figure 5. Average number of VEGF(+) cells in the aortic
media

Rycina 5. Srednie wartosci liczby komérek VEGF(+) w
btonie srodkowej sciany aorty w poszczegtonych grupach
badawczych

odczyn immunohistochemiczny z przeciwcialem anty-
VEGF w grupie tetniakdéw objawowych i peknigtych
okazata sie wieksza w pordwnaniu z tetniakami bezob-
jawowymi, co moze wskazywac na znaczenie tego pro-
cesu w koncowym stadium rozwoju tetniaka i dopro-
wadzeniu do jego pekniecia.

Wartosci stezen VEGF w surowicy wynosity od 20
do ponad 1500 ng/mL, a $rednie wartosci w poszcze-
golnych grupach — 275-440 g/mL. Podobne wartosci
uzyskiwali inni autorzy [7-9, | 1]. W przedstawionym
badaniu przyjeto zatozenie, ze $ciana aorty jest domi-
nujacym zrédtem VEGF we krwi i stezenie tego czynni-
ka wzrostu w surowicy odzwierciedla nasilenie angio-
genezy w aorcie. Srednie wartosci stezen VEGF okaza-
ty sie najwyzsze w grupie tetniakdw objawowych, ale
réznice miedzy badanymi grupami byty niewielkie i oka-
zaly sie nieistotne statystycznie. Uzyskany rezultat wy-
kazuje, Ze przyjete zatozenie o jednorodnym, aortalnym
pochodzeniu VEGF w surowicy najprawdopodobniej jest
btedne. Nalezy podejrzewac, ze zjawiskiem wptywaja-
cym na stezenie VEGF w surowicy u chorych z tetnia-
kiem aorty jest obecnos¢ w niemal wszystkich tetnia-
kach skrzepliny przysciennej oraz statego pobudzenia
plytek do produkgji cytokin, dodatkowo i niezaleznie
od procesow toczacych sie w $cianie naczynia. W bada-
niach innych autoréw wykazano, ze krwinki biate i ptyt-
ki intensywnie produkuja VEGF podczas tworzenia
skrzepu [9, I '1].

Duze stezenie VEGF obserwowano u chorych z nie-
droznoscia aortalno-biodrowa. Mozna przypuszczaé, ze
W tej grupie jest on nastepstwem pobudzania produkgji
w przewlekle niedokrwionych tkankach. Mozliwe jest
istnienie dodatkowych proceséw fizjologicznych lub
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toms is a consequence of the activation of degradation
and remodelling processes in aorta, and in some cases
aneurysms of high activity of aorta destruction were
selected to elective operation and would give clinical
manifestation in the near future.

The results of this study indicated that indirect meth-
ods in angiogenesis estimation in tissue might be useful.
Dynamic contrast enhanced magnetic resonance (DCE-
-MRl) is a possible method. This method was used with
success in the estimation of angiogenesis in rectal can-
cer [8]. In our study, we considered the use of this meth-
od, but its technical requirements and its resolution only
allowed the examination of big tissue masses with high
blood flow, such as tumours. It is not possible to use it
in examination of structures like the aorta wall.

In recent years, some trials of the estimation of diffe-
rent biochemical parameters of processes ongoing in the
aortic wall were done to foresee the natural history of
aneurysms. The activity of metalloproteinases, levels of
products of extra cellular matrix degradation, were exa-
mined [9, 12, 13]. Some studies showed some correla-
tions between these parameters and the risk of rupture or
the enlargement rate of aortic aneurysms. However, none
of these parameters correlated strongly enough and none
showed enough specificity to be used in clinical practice.

The results of VEGF levels gave a similar effect; how-
ever, studies of this factor should be continued. The
justification of such studies is the strong correlation be-
tween VEGF expressions in aorta walls and the clinical
manifestation of aneurysms.

It seems to be interesting to examine VEGF serum
levels after surgery and the estimation of the influence
of angiogenesis inhibitors on the clinical course of aneu-
rysms and enlargement rapidity.

Conclusions
There is strong correlation in VEGF tissue expres-
sion with clinical manifestation of AAA. Vascular en-
dothelial growth factor serum concentration is not
a good clinical marker to estimate the risk of rupture.
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