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Purpose: Insulin-like growth factor-1 plays an important role in fetal growth and development, and its level increases with ge-
stational age. The latest reports show that IGF-1 can directly influence the production of VEGF and regulate the development of
blood vessels. Thus, the aim of the study was to evaluate the plasma concentrations of IGF-1 and VEGF as well as analyze their
mutual correlation in preterm infants with retinopathy of prematurity (ROP), compared with preterm infants without ROP and
full-term babies.

Material and methods: To address this issue, peripheral blood samples (PB) were analyzed and collected 10 weeks after delive-
ry from: 25 preterm infants with proliferative stage of retinopathy of prematurity (ROP) and neovascularization (stage 3 or more
advanced), 25 preterm infants without ROP, and 25 healthy full-term control infants. Plasma concentrations of VEGF and IGF-1
were measured using high-sensitivity enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits.

Results: Increased concentrations of VEGF (p<0.05), were found in the PB of the preterm infants with ROP compared with the
preterm babies without retinopathy as well as with the full-term control infants, in whom the lowest levels of the growth factor
were observed. The plasma concentrations of IGF-1 in the preterm infants were significantly lower than those of the full-term
babies (p<0.001). After adjustment for gestational age as a independent variable, a tendency to higher concentrations of IGF-1
was observed in the preterm infants with ROP.

Conclusions: Disturbances in the interactions of VEGF and IGF-1 at early stages of ROP, leading to uncontrolled increases in their
levels in the proliferative phase of disease, can play an important role in the pathogenesis of retinopathy of prematurity.

VEGF, IGF-1, retinopatia wczes$niacza, neowaskularyzacja siatkéwkowa.
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Retinopatia wcze$niacza (ang. retinopathy of prematuri-
ty — ROP) jest najczestsza przyczyng utraty widzenia u dzieci
przedwcze$nie urodzonych. Istote choroby stanowi zaburze-
nie fizjologicznego procesu unaczynienia siatkdwki wywotane
przedwczesnym porodem i jego nastepstwami. Najwigksze zna-
czenie w rozwoju ROP majg czynniki zwigzane ze stopniem nie-
dojrzato$ci noworodka, takie jak niska urodzeniowa masa ciata
oraz niski wiek ptodowy. Wiele danych potwierdza takze, ze
ryzyko wystapienia ROP zwigkszajg powikfania okresu okotopo-
rodowego, takie jak dysplazja oskrzelowo-ptucna, niewydolno$¢
oddechowa, krwotoki $rédmdzgowe, posocznica, zakazenia
wielonarzadowe oraz wielokrotne transfuzje krwi (1,2).

Rozwdj unaczynienia siatkdwki rozpoczyna sie na tarczy
nerwu wzrokowego i postepuje promieniscie w kierunku obwo-

VEGF, IGF-1, retinopathy of prematurity, retinal neovascularization.

du, osiggajac skroniowy biegun dopiero w okofo 40. tygodniu
wieku cigzowego. Stopien unaczynienia siatkdwki i jej rozle-
gto$¢ w momencie narodzin sg zatem odwrotnie proporcjonalne
do dojrzato$ci noworodka i jego wieku. Retinopatie wcze$nia-
czg charakteryzuje zaburzenie prawidiowego rozwoju naczyn
prowadzace do niedotlenienia nieunaczynionej siatkéwki i roz-
woju patologicznej neowaskularyzacji siatkéwkowej. Choroba
przebiega w dwdch fazach. Faze poczgtkowg cechuje zahamo-
wanie fizjologicznego unaczynienia siatkéwki w odpowiedzi na
wzgledna hiperoksje srodowiska zewnetrznego, wg poréwnania
z warunkami panujgcymi wewnatrzmacicznie. Zaréwno wyzsza
saturacja hemoglobiny tlenem (100%), jak i wyzsze cisnienie
parcjalne tlenu obecne we krwi po urodzeniu (60-100 mmHg),
w poréwnaniu z warto$ciami doswiadczanymi w zyciu ptodo-
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wym (saturacja — 70%, Pa02 — 30%), wptywajg hamujaco i su-
presyjnie na rozwdj naczyn. W miare wzrostu noworodka i jego
rozwoju wzrastajg potrzeby metaboliczne siatkdwki, co wobec jej
niedostatecznego unaczynienia prowadzi do narastania objawdw
niedotlenienia. Kolejna, druga, faza retinopatii wcze$niaczej ob-
jawia sie niekontrolowanym patologicznym unaczynieniem siat-
kéwki, co prowadzi do powstania bton wiéknisto-naczyniowych,
krwotokdw i ostatecznie — odwarstwienia siatkdwki (3,4).

Hiperoksja w pierwszym okresie zycia po urodzeniu sta-
nowi ustalony czynnik odpowiedzialny za rozwdj ROP — jeden
z najwazniejszych. Zwigzek choroby z niedojrzatoscia ptodowa
sktania jednak do poszukiwania innych czynnikéw sprawczych
biorgcych udziat w procesach wzrostu i rozwoju, mogacych
jednocze$nie wspdtuczestniczy¢ w patofizjologii zmian w prze-
biegu ROP. Insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (ang. insulin-
like growth factor 1 — IGF-1) stanowi wazny czynnik wzrostu
regulujgcy wzrost pfodu i jego rozwdj, ktérego stezenie istotnie
wzrasta w trzecim trymestrze cigzy. W $wietle wielu ostatnich
badan stanowi on istotny element w patogenezie retinopatii
weczesniaczej. Postuluje sig, ze znaczny spadek stezenia IGF-1
po urodzeniu zwigzany posrednio z niedostateczng produkcja
przez niedojrzatg watrobe wczesniaka moze sie przyczyniaé¢ do
zaburzenia fizjologicznego procesu unaczynienia siatkdwki. Do-
niesienia ostatnich lat dowodza, ze IGF-1 moze bezpos$rednio
oddziatywaé na produkcje naczyniowo-$rédbtonkowego czyn-
nika wzrostu (ang. vascular-endothelial growth factor — VEGF)
i wptywac¢ na rozw6j naczyn krwiono$nych.

Cel

Celem pracy jest ocena poziomu czynnikéw IGF-1 oraz VEGF
i ich wzajemnej korelacji w osoczu wcze$niakéw z retinopatig
i pordwnanie ww. parametréw z wystepujacymi u wcze$nia-
kéw bez retinopatii oraz u dzieci urodzonych o czasie.

Materiat i metody

Do badania zakwalifikowano dzieci urodzone w wieku po-
nizej 33. tygodnia zycia ptodowego diagnozowane i leczone
w Poradni Wczes$niaczej Kliniki Okulistyki PAM. Obecno$¢ reti-
nopatii wczesniaczej oraz jej stopien zaawansowania oceniano
zgodnie z Miedzynarodowa Klasyfikacja Retinopatii Wcze$nia-
czej (5). W przypadku asymetrii zmian chorobowych w obojgu
oczach klasyfikacji dokonywano na podstawie bardziej zaawan-
sowanego stadium choroby. Badanie dziecka przeprowadzano
w znieczuleniu kroplowym po rozszerzeniu zrenicy 0,5% cyklo-
pentolatem i 2,5% neosynefryng, za pomocg wziernika posred-
niego Fissona oraz soczewki 28 D, a w wybranych przypad-
kach — takze aparatu RetCam 120. Badaniem uzupetniajagcym
byta ultrasonografia gatki ocznej w prezentacji B (USG-B) za
pomocg aparatu Oculus Echo Scan 3300. Zakwalifikowane
do badania wcze$niaki podzielono na 2 grupy. Pierwsza grupe
(grupa 1.) stanowily dzieci z retinopatig wczesniacza w fazie
proliferacyjnej (stadium 3. lub wyzsze) (n = 25). Drugq grupe
(grupa 2.) stanowity wczesniaki bez cech retinopatii (n = 25).
W kazdym przypadku zbierano doktadny wywiad dotyczacy
przebytych choréb okresu okotoporodowego. Grupe kontrolg
(kontrola) stanowity zdrowe dzieci urodzone o czasie (n = 25).
Na przeprowadzenie badania uzyskano zgode Lokalnej Komisji
Bioetyczne;.

Krew zylng (~1 ml) pobierano $rednio w 10. tygodniu po
urodzeniu. W przypadku dzieci z retinopatig krew pobierano bez-
posrednio przed podjeciem panfotokoagulacji laserowej. Krew
wirowano (2000 rpm, 4 °C, 10 min) i odciagano osocze, ktére
nastepnie przechowywano w temperaturze -80 °C do momentu
podjecia oznaczen.

Poziom IGF-1 oraz VEGF oznaczano metodg ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assai) za pomocg komercyjnie dostepne-
go testu — Quantikine human immunoassays (R & D Systems,
Minneapolis, MN, USA), zgodnie z protokotem zataczonym przez
producenta. Poziom absorbancji zostat odczytany przy dtugosci
fali 450 nm za pomoca spektrofotometru Microplate Reader EL
808, (Bio-Tek Instruments Inc).

Podczas analizy statystycznej w ocenie réznic w wielko$ci
mierzonych parametréw w trzech badanych grupach zastoso-
wano test ANOVA Kruskala-Wallisa, a nastepnie test U Manna-
Whitney'a w celu poréwnania trzech grup. Z uwagi na odbie-
gajace od rozktadu normalnego rozktady badanych parametréw
przedstawiono ich mediany, kwartyle oraz warto$ci minimalne
i maksymalne. Réznice w warto$ciach zmiennych nominalnych
miedzy grupami analizowano za pomoca testu y? oraz doktadne-
go dwustronnego testu Fishera. Korelacje migdzy poréwnywa-
nymi grupami oceniano za pomocg wspétczynnika korelacji rang
Spearmana. Aby sprawdzié, czy réznice parametrow miedzy
grupami sg niezalezne od wieku cigzowego, zastosowano me-
tode wielokrotnej regres;ji liniowej. Zmienne o rozkiadzie odbie-
gajacym od rozktadu normalnego poddano transformacji loga-
rytmicznej. Jako prdg istotno$ci statystycznej przyjeto p<0,05.

X

Wyniki

Charakterystyke badanych dzieci w poszczegdlnych grupach
zebrano w tabeli I. Wykazano wyrazny wzrost poziomu VEGF
(p<0,05) w grupie wczes$niakow z retinopatig — wg poréwnania
z wezes$niakami bez retinopatii i z grupg kontrolng, w ktérej ob-
serwowano najnizsze poziomy VEGF (ryc. 1). Po uwzglednieniu
wieku cigzowego (Hbd) jako zmiennej niezaleznej réznica pozo-
stata istotna statystycznie. W grupie wcze$niakéw z retinopatig
poziom osoczowego VEGF dodatnio korelowat zaréwno z wie-
kiem cigzowym (Hbd), jak i urodzeniowg masg ciata.

Oceniajgc poziom IGF-1, wykazali$my istotnie nizsze steze-
nie IGF-1 w osoczu wcze$niakéw — wg poréwnania ze steze-
niem u dzieci urodzonych o czasie (p<0,001) (ryc. 2). Podczas
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Ryc. 1. Poziom VEGF w osoczu niemowlat w poszczegdlnych grupach.
Fig. 1. VEGF plasma concentrations in the study groups.
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Liczebno$é / Quantity

(wczesniaki z ROP)/
Premature infants

Grupa 1 Grupa 2 Kontrola
(wczesniaki bez ROP)/ | (noworodki donoszone)/

Premature infants Control group (mature

with ROP without ROP infants)
n n n
25 25 25

Srednia =/ Mean =+ SD | Srednia/ = Mean = SD | Srednia +/ Mean = SD

Wiek cigzowy (Hbd)/ Pregnancy age (Hbd)

Urodzeniowa masa ciata/ Birth body mass

Liczba zastosowanych transfuzji krwi/ Number of blood transfusion

Przebyte martwicze zapalenie jelit/Necrotic inflammation of intesti-
nes in anamnesis

Przebyte zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych/ Cerebrospinal
meningitis in anamnesis

Cigza mnoga/ Multiple pregnancy

Dysplazja oskrzelowo-ptucna w wywiadzie/ Bronchopulmonary
dysplasia in anamnesis

Krwawienie do OUN w wywiadzie/ Bleeding in CNS in anamnesis
Posocznica w wywiadzie/ Septicemia in anamnesis

Zakazenie uktadu moczowego w wywiadzie/ Urinary inflammation in
anamnesis

Zapalenie ptuc w wywiadzie/ Pneumonia in anamnesis

Tab.l. Charakterystyka kliniczna niemowlat w poszczegdlnych grupach.
Tab. l. Clinical characteristics of the study groups.
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Ryc. 2. Poziom IGF-1 w osoczu niemowlat w poszczegdlnych grupach.
Fig. 2. IGF-1 plasma concentrations in the study groups.

analizy jednoczynnikowej poziom IGF-1 u dzieci z retinopatig nie
réznit sie istotnie w poréwnaniu z poziomem IGF-1 w grupie
wczesniakow bez retinopatii. Jednakze podczas analizy wie-
loczynnikowej z uwzglednieniem wieku cigzowgo (Hbd) jako
zmiennej niezaleznej pojawita sie tendencja (p = 0,06) do wyz-
szych stezen IGF-1 u wczes$niakéw z retinopatig proliferacyjna.
Woykazano réwniez istotng statystycznie korelacje miedzy pozio-
mem IGF-1 a wiekiem ptodowym wcze$niakéw w grupie bez

1038,2 = 408,6
Mediana (Q1-Q3)

21,07 = 2,46 30,52 + 2,72 39,24 = 1,09
1462,1 = 340,4

Mediana (Q1-Q3)

3575,5 + 404,2
Mediana (Q1-Q3)

3(4) 1(2) 0(0)
% % %
12,00 0,00 0,00
14,81 0,00 0,00
18,52 29,17 0,00
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11,54 0,00 0,00
3,70 0,00 0,00
74,07 41,67 0,00

retinopatii, gdzie niskim warto$ciom Hbd towarzyszyty stosun-
kowo nizsze wartos$ci IGF-1 (p = 0,02). Poziom IGF-1 korelowat
takze ze stwierdzang w okresie okotoporodowym posocznicg
(p = 0,05).

Podczas analizy wzajemnej korelacji IGF-1 i VEGF nie wyka-
zano zwigzku miedzy stezeniem badanych czynnikéw w osoczu
weczesniakéw (grupa 1. oraz grupa 2.). W grupie dzieci donoszo-
nych (kontrola) stwierdzono jednakze wyrazng dodatnig korela-
cje w zakresie stezen obydwu czynnikéw wzrostu (p = 0,01).

Dyskusja

VEGF jest kluczowym mediatorem regulujgcym wzrost na-
czyn krwiono$nych i ich rozwéj zaréwno w warunkach fizjolo-
gicznych, jak i patologicznych. Rozwdj unaczynienia siatkdwki
u rozwijajgcego sie ptodu poprzedza zasiedlenie siatkéwki przez
proliferujgce komérki glejowe tworzace wzorzec dla przysztych
naczyh. Komoérki te w odpowiedzi na wzrost zapotrzebowania
metabolicznego siatkéwki produkujg VEGF i wydzielajg go, indu-
kujac proliferacje komérek endotelialnych oraz innych komérek
odpowiedzialnych za tworzenie sieci naczyniowe;j i ich migracje.
W warunkach przedwczesnego porodu wzgledny nadmiar tlenu
docierajgcy za posrednictwem naczyn naczynidéwki zaburza pro-
dukcje VEGF i indukuje apoptoze komdrek $rédbtonka, prowa-
dzac do wazoobliteracji naczyn siatkdwki. Brak towarzyszacego
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unaczynienia, w miare wzrostu potrzeb metabolicznych rozwi-
jajacej sie obwodowej siatkdwki, stanowi bodziec stymulujgcy
produkcje VEGF. W konsekwencji moze dochodzi¢ do rozwoju
patologicznej neowaskularyzacji, ktéra rozprzestrzenia sie w kie-
runku ciafa szklistego (6). W naszych badaniach wykazali§my
istotny wzrost osoczowego stezenia VEGF u wcze$niakow
z proliferacyjnym stadium ROP, w poréwnaniu ze wzrostem o0so-
czowego stezenia VEGF w grupie wcze$niakdw bez retinopatii,
co $wiadczy o istotnej roli tego czynnika w progresji choroby.
Mozna wnioskowa¢, ze systemowy wzrost VEGF we krwi ob-
wodowej znajduje odzwierciedlenie w lokalnych jego zaburze-
niach w siatkéwce oka, co potwierdzajg badania wykazujace
wysokie stezenie VEGF w prdébkach ciata szklistego u dzieci
operowanych w zaawansowanym stadium ROP (7). Ponadto
doszklistkowe podanie inhibitoréw VEGF w fazie proliferacyjnej
retinopatii skutecznie hamuje rozwdj nowotwdrstwa naczynio-
wego, co wskazuje na kluczowg role VEGF jako czynnika od-
powiadajgcego za rozwoj zmian proliferacyjnych w retinopatii
weczesniaczej (8).

IGF-1 stanowi anaboliczny czynnik wzrostu o plejotropo-
wym dziataniu stymulujgcym rozwdéj siatkéwki i towarzysza-
cych naczyn krwionosnych. Jego ekspresja jest indukowana
przez hormon wzrostu (GH). Przyjmuje sig, ze istotny wzrost
produkcji IGF-1 przez tozysko obserwowany w ostatnim tryme-
strze cigzy stanowi wazny czynnik odpowiedzialny za prawidto-
wy rozwoj zaréwno uktadu nerwowego, jak i niedojrzatej siat-
kéwki (9). Przeprowadzone przez nas badania wykazujg istotng
réznice w poziomach IGF-1 w osoczu wczeéniakéw i dzieci uro-
dzonych o czasie, wskazujgc, ze przedwczesny pordd skutkuje
znacznym obnizeniem systemowego poziomu IGF-1. Ponadto
niskie stezenie IGF-1 koreluje dodatnio z wiekiem urodzenio-
wym dziecka i posrednio — ze stopniem jego niedojrzatosci.
Deficyt IGF-1 przyczynia sie do zaburzenia prawidiowego roz-
woju naczyn krwiono$nych siatkéwki, co znajduje potwierdze-
nie zaréwno w badaniach klinicznych, jak i do$wiadczalnych.
Badania przeprowadzone na modelu zwierzecym wykazuja, ze
myszy z supresjg genu IGF-1 s3 obcigzone zahamowaniem pra-
widtowego unaczynienia siatkéwki po urodzeniu (10). Zaburze-
nia ukfadu naczyniowego siatkéwki zaobserwowano réwniez
u ludzi z zespotem Larona, genetycznie uwarunkowanym defek-
tem w osi GH/ IGF-1 odpowiedzialnym za zmniejszenie syntezy
endogennego IGF-1. U pacjentéw tych, w poréwnaniu ze zdro-
wymi osobami w tym samym wieku, stwierdzono znamiennie
rzadsza siatke naczyn krwiono$nych siatkéwki w obrazie dna
oka (9). Badania kliniczne u dzieci przedwcze$nie urodzonych
dowodza, ze ryzyko ROP i stopien jej zaawansowania zalezg
od poziomu IGF-1 ocenianego w pierwszych tygodniach po
urodzeniu. Postuluje sig, ze poziom osoczowego IGF-1 razem
z niskg masg urodzeniowg i niskim wiekiem ptodowym moga
stanowi¢ istotny wskaznik zagrozenia retinopatig wcze$niaczg
(11,12).

Istniejg doniesienia wskazujace, ze IGF-1 aktywujac kinaze
pd4/42 MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase), moze
takze posrednio wzmagac¢ efekty dziatania VEGF, co wskazuje
na hierarchie wzajemnych oddziatywan obu czynnikéw wzrostu
i ich komplementarno$¢. Odpowiedni poziom IGF-1 warunkuje
prawidtowy i maksymalny efekt dziatania VEGF i w konsekwen-
cji — rozw6j naczyn krwiono$nych (13). Przediuzony deficyt

IGF-1 zwigzany z wczesnym porodem, powikianiami okresu
okotoporodowego czy niewtasciwym odzywianiem hamuije fiz-
jologiczny wzrost naczyn mimo obecno$ci naczyniowo-$§réd-
btonkowego czynnika wzrostu, prowadzac do akumulacji VEGF
w ciele szklistym. W miare uptywu czasu wzrasta poziom IGF-1
i w obecnos$ci wysokiego stezenia VEGF dochodzi do gwattow-
nego i niekontrolowanego wzrostu naczyn w postaci neowa-
skularyzacji siatkdwkowej (10). Powyzej wspomniana hipoteza
znajduje potwierdzenie w naszych badaniach wykazujgcych
wyzsze stezenie IGF-1 u dzieci z retinopatig wczes$niacza pod-
czas analizy wieloczynnikowej z uwzglednieniem wieku cigzo-
wego (Hbd) jako zmiennej niezaleznej. Progresja nowotworstwa
naczyniowego w przebiegu ROP jest zatem uwarunkowana
obecnoscig zaréwno wyzszych warto$ci VEGF, jak i IGF-1, czyn-
nikdw wzrostu o komplementarnym i uzupetniajgcym sie dziata-
niu stymulujacym rozwéj naczyn krwiono$nych.

Na podstawie uzyskanych przez nas wynikéw, a takze do-
niesien innych autoréw mozna wnioskowacé, ze VEGF petni klu-
czowa role w progresji retinopatii wcze$niaczej. Istniejg jednak
inne czynniki, ktére bezposrednio lub pos$rednio, poprzez modu-
lacje dziatania VEGF, wptywajg na rozwdj naczyn krwiono$nych
w rozwijajgcej sie siatkdwce. Sposréd nich nalezy wymie-
ni¢ IGF-1, ktérego poziom jest istotnie nizszy u wcze$niakow
w poréwnaniu z poziomem u niemowlgt urodzonych o czasie.
Zaburzenia wzajemnych interakcji VEGF i IGF-1 we wczesnych
etapach ROP, prowadzace w efekcie do niekontrolowanego
wzrostu ich stezenia w fazie proliferacyjnej, moga stanowi¢
istotny element w patogenezie retinopatii wcze$niaczej.
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