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Streszczenie

Owrzodzenia zylne podudzi dotykajace w populacji polskiej ok. 1.5% pacjentoéw sg obecnie
jednym z wazniejszych probleméw medycznych, poniewaz wymagaja dlugotrwatej i
kosztochlonnej opieki, jak réwniez bedac choroba stygmatyzujaca dla pacjentéw. Zylne
owrzodzenia podudzi definiowane sg jako przewlekle rany, nie ulegajace wyleczeniu przez 6-
8 tygodni lub ktérych powierzchnia nie maleje o 20-40% po uptywie co najmniej 2-4 tygodni
leczenia. Najczestszym czynnikiem etiologicznym owrzodzen zylnych podudzi sg zaburzenia
hemodynamiczne w ukladzie zylnym konczyn dolnych, powstajace w wyniku przewleklej
niewydolnosci zylnej (chronic venous insufficiency, CVI). Ze wzgledu na charakter tej choroby
konieczne staje si¢ okreslenie jakie mechanizmy sg odpowiedzialne za jej rozwdj, chocby ze
wzgledu na mozliwo$¢ znalezienia punktu uchwytu dla nowoczesnych, spersonalizowanych
terapii. Sugeruje si¢, ze w rozwoju owrzodzen zylnych podudzi uczestniczg biatka zawiadujace
remodelingiem macierzy pozakomoérkowej takie jak MMP-1, MMP-9 i TIMP-1, jak réwniez
biatka odpowiedzialne za angiogeneze takie jak angiogenina i VEGF. Wedlug naszej najlepsze;j
wiedzy brakuje badan na temat okreslenia udziatu tych biatek
w rozwoju owrzodzen zylnych podudzi dlatego tez celem przeprowadzonych badan byto
okreslenie okreslenie st¢zenia poszczegdlnych biatek u pacjentow chorujacych z powodu
owrzodzen podudzi na tle zylnym, jak i u oséb zdrowych we krwi obwodowej z uzyciem
techniki ELISA. Dodatkowo, z wykorzystaniem metod immunohistochemicznych dokonano
oceny ekspresji VEGF i katepsyny K w wycinkach skéry pobranych ze zmian o charakterze

owrzodzen podudzi oraz ze skory zdrowe;.

Do badania wiaczono 71 os6b rasy kaukaskiej (38 kobiet i 33 m¢zczyzn, srednia wieku — 72,99
+ 4,82 lat), sposréd ktéorych 39 stanowili pacjenci z owrzodzeniami podudzi,
a 32 grup¢ zdrowych wolontariuszy (kontrolng). Spos$réd grupy badanej i kontrolnej

wyodrgbniono podgrupe ochotnikéw, ktérzy oprocz oznaczenia podstawowych parametrow z



surowicy krwi, wyrazili zgod¢ na pobranie biopsji ze skoéry. U wszystkich pacjentéw z grupy
badanej owrzodzenie bylto zmiang pojedyncza i znajdowato si¢
w okolicach kostki przysrodkowej. Opracowanie statystyczne wynikéw zostato wykonane z
uzyciem oprogramowania Statistica 13 (Statsoft, Tulsa, USA), a za poziom istotnosci

statystycznej dla wszystkich analiz przyjeto p<0,05.

Srednie stezenie MMP-1 w grupie badanej wyniosto 14,16 + 2,98 ng/ml, w grupie kontrolnej
6,08 £ 2,51 ng/ml, S$rednie st¢zenie MMP-9 w grupie badanej wyniosto 12,45 + 3,8 ng/ml, w
grupie kontrolnej 6,77 + 2,41 ng/ml. W obu przypadkach réznice te byly istotne statystycznie.

Nie zaobserwowano istotnych r6znic w stezeniu TIMP-1 miedzy grupg kontrolna, a badang.

Srednie stezenie VEGF w grupie badanej wyniosto 589,33 + 346,21 pg/ml, w grupie kontrolnej
220,28 + 110,36 pg/ml. Srednie stezenie angiogeniny w grupie badanej wyniosto 1801,86 +
415,66 pg/ml, a w grupie kontrolnej 1104,81 + 176,06 pg/ml; w obu przypadkach réznice te

byly istotne statystycznie.

W badaniu immunohistochemicznym stwierdzono istotng r6znic¢ migedzy grupa badang a grupg
kontrolng w ekspresji katepsyny K ( odpowiednio 1,007 * 0,3 w poréwnaniu
z 0,22 £ 0,2) i ekspresji VEGF (odpowiednio 1,17 = 0,59 w poréwnaniu z 0,27 = 0,19). Na

podstawie uzyskanych wynikéw wnioski sg nastepujace:

1. Podwyzszone stezenie MMP-1 i MMP-9 w surowicy krwi pacjentéw z grupy badane;j
w porOéwnaniu do grupy kontrolnej $wiadczy o udziale tych metaloproteinaz w
patogenezie owrzodzen zylnych podudzi.

2. Brak istotnych réznic w st¢zeniu TIMP-1 miedzy grupa kontrolng a badang moze
swiadczy¢, ze w rozwoju owrzodzen zylnych podudzi przewage uzyskuja procesy

proteolityczne.



3. Podwyzszone stezenie VEGF 1 angiogeniny, jak rowniez zwickszona
immunohistochemiczna ekspresja VEGF w grupie badanej w poréwnaniu do grupy
kontrolnej wskazuje, ze jednoczesnym zjawiskiem do remodelingu ECM jest proces
tworzenia nowych naczyn krwiono$nych.

4. Zwigkszona ekspresja katepsyny K w tkankach pochodzacych z owrzodzen zylnych
$wiadczy nie tylko o jej udziale w rozwoju samego owrzodzenia, ale wskazuje tez, ze

moze istnie¢ nowy regulator remodelingu ECM wymagajacy dalszych badan.



Summary

Venous leg ulcers are affecting approximately 1,5% of patients in the Polish population and are
currently one of the most important medical problems, because they require long-term and cost-
intensive care and stigmatizing for patients. Venous leg ulcers are defined as chronic wounds
that can not be cured for 6-8 weeks or whic surface does not decrease by 20-40% after at least
2-4 weeks of treatment. The most common etiologic factor of venous leg ulcers are
haemodynamic disorders in the venous system of the lower limbs, resulting from chronic
venous insufficiency (CVI). Due to the nature of this disease, it becomes necessary to determine
which mechanisms are responsible for its development, to develop modern, personalized
therapies. It is suggested that proteins involved in the remodeling of extracellular matrix, such
as MMP-1, MMP-9 and TIMP-1, as well as proteins responsible for angiogenesis such as
angiogenin and VEGF, are involved in the development of venous leg ulcers. To the best of our
knowledge, there is no research on the determination of the participation of these proteins in
the development of venous leg ulcers, therefore the aim of the study was to determine the
concentration of individual proteins in patients suffering from leg ulcers as well as in healthy
populationin the peripheral blood using the ELISA technique. Additionally, using the
immunohistochemical methods, the expression of the VEGF, one of the surface marker of
endothelial cells and cathepsin K, which appears to be a new player involved in wound healing,
skin sections taken from leg ulcer lesions was evaluated. 71 patients from Caucasian population
(38 women and 33 men, the average age — 72,99 + 4,82 years) were included into the study, of
whom 39 were patients with leg ulcers and 32 were healthy volunteers (controls). A subgroup
of volunteers was identified among the study and control groups, who in addition to the
determination of basic serum parameters, agreed to take a biopsy from the skin. In all patients

in the study group, the ulcer was a single lesion and was located near the medial malleolus.



Statistical analysis of the results was done using the Statistica 13 software (Statsoft, Tulsa,
USA), and p <0,05 was assumed as the statistical significance level for all analyzes.The mean
concentration of MMP-1 in the study group was 14,16 % 2,98 ng/ml, in the control group 6,08
+ 2,51 ng/ml, the mean concentration of MMP-9 in the study group was 12,45 *+ 3,8 ng/ml, in
the control group 6,77 = 2,41 ng/ml. In both cases, these differences were statistically
significant. There were no significant differences in TIMP-1 concentration between the control
group and the test group. The mean VEGF concentration in the study group was 589,33 +
346,21 pg/ml, in the control group 220,28 + 110,36 pg/ml, and the mean angiogenin
concentration in the study group was 1801,86 +415,66 pg/ml, and in the control group: 1104,81
+ 176,06 pg/ml; in both cases, these differences were statistically significant.In the
immunohistochemistry, a significant difference was found between the test group and the
control group in the expression of cathepsin K (1,007 £ 0,3, respectively, as compared to 0,22
+0,2) and VEGF expression (1,17 + 0,59 respectively, compared to 0,27 + 0,19). Based on the

results obtained, the conclusions are as follows:

1. Increased concentration of MMP-1 and MMP-9 in the serum of patients in the test group
compared to the control group shows the participation of these metalloproteinases in the

pathogenesis of leg ulcers.

2. Lack of significant differences in the concentration of TIMP-1 between the control and the
test group suggests that proteolytic processes have an advantage in the development of leg

ulcers.

3. Increased concentration of VEGF and angiogenin, as well as increased immunohistochemical
expression of VEGF in the test group compared to the control group indicates that the

simultaneous phenomenon for ECM remodeling is the process of creating new blood vessels.



4. Increased expression of cathepsin K in tissues originating from venous ulcers shows not only
its participation in the development of the ulcer itself, but also indicates that there may be a new

ECM remodeling regulator which needs further studies.



