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Diabetes is associated with a hypercoagulable state. Eighty percent of patients with diabetes mellitus die due to
various thrombotic vascular complications. Disorder of coagulation and fibrynolysis is associated with diabetic
retinopathy and nephropathy (1, 2, 3). Angiogenesis requires degradation of vascular basement membrane prior to
migration and proliferation of endothelial cells. Various serine proteases play important role in this process.

The homeostatic system is also the source of endogenous inhibitors of angiogenesis (4, 5, 6,). Human serum
contains various factors able to induce or suppress formation of new blood vessels. The aim of the present study
was to evaluate the activity of some angiogenesis inhibitors, anti-proteases, anti-thrombin IlI, a1 anti-trypsin and
a2 anti- plasmin in sera of patients with diabetes mellitus type 1 and 2 and non-proliferative retinopathy, and to
correlate this activity to total angiogenic potential of these sera, measured by mice cutaneous test. Sera of 22
persons with DM1, aged 33-70 years, 35 persons with DM2, aged 37- 79 years, and 51 healthy people, aged
22-80 years (as control group) were studied. Direct serum-induced cutaneous angiogenesis test in mice (SIA) was
applied (7, 8). Berichrom (ade Behring) tests and immunoturbidimetric method were used for evaluation of anti-
proteases activity. Angiogenic activity of DM1 patients sera was statistically lower than this parameter in DM2
patients and in control group. Levels of anti-proteases were similar in DM1, DM2 and control group, with one
exception: anti-thrombin level was lower in DM2 patients' sera than this in the control group. Analysis of correlation
revealed important difference in behaviour of DM1 sera, as compared to other groups. Significant negative
correlation was observed between angiogenic activity and anti-thrombin, as well as anti-trypsin level of DM1
patients' sera. On the other hand, correlation analysis performed for the sera of control group revealed significant
positive correlation between their angiogenic activity and anti-thrombin level. No other correlations were found.
antytrombina Ill, a.1-anty-trypsyna, a2-anty-plazmina, angiogeneza, retinopatia prosta, cukrzyca typu 1 (DM1)
i typu 2 (DM2).
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Wprowadzenie i cel pracy stymulatoréw (trombina, plazmina, trypsyna) i inhibitoréw (anty-
Cukrzycy towarzysza zaburzenia w ukfadzie hemostazy, mani-  trombina, antyplazmina, antytrypsyna) angiogenezy (3-6, 9-12).

festujgce sie podwyzszong krzepliwoscig krwi. W obrebie tego  Przejécie od retinopatii prostej do proliferacyjnej moze w jakimé
uktadu, a takze w komoérkach $rédbtonka naczyniowego i uktadu  stopniu mie¢ swoje Zrodto w zaburzeniu réwnowagi pomiedzy
odpornosciowego dziataja enzymy proteolityczne petnigce funkcje ~ tymi czynnikami (13-15).
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Ryc. 1. Ujemna korelacja pomiedzy aktywnoscia angiogenng surowic
pacjentéw z DM1 a zawartym w nich poziomem antytrombiny I1.
Negative correlation between angiogenic activity of DM1 retinopa-
thy patients sera and their anti-thrombin Il level.

Fig. 1.

Celem pracy jest ocena aktywnosci powyzszych trzech inhibi-
torow angiogenezy w surowicach DM1, DM2 i grupy kontrolnej
i przeprowadzenie analizy korelacji pomiedzy tymi wartosciami
a aktywnoscia angiogenng surowic, mierzong testem angiogenezy
skérnej.

Materiat

Materiat stanowity surowice separowane z krwi 51 zdrowych
dawcéw w wieku od 22 do 80 lat, obojga ptci; 22 chorych z retino-
patig prostg i cukrzycg typu 1., obojga ptci, w wieku od 33 do 70
lat oraz 35 chorych z retinopatig prosta i cukrzycg typu 2. w wieku
od 37 do 79 lat, obojga ptci.

Metody

Wykonano test angiogenezy skérnej w modyfikacji wiasnej
(7,8). Grupom myszy Balb/c podawano $rédskérnie po 0,05 ml suro-
wicy w kilka miejsc na ogolonej skorze grzbietu w znieczuleniu
0gdInym (wodzian chloralu podany dootrzewnowo). Po 72 godzi-

Ryc. 2. Ujemna korelacja pomiedzy aktywnoscia angiogenng surowic
pacjentéw z DM1 a zawartym w nich poziomem a.1-antytrypsyny.
Negative correlation between angiogenic activity of DM1 retinopa-
thy patients sera and their o 1-antitrypsin level.

Fig. 2.

nach myszy usmiercano Morbitalem i w mikroskopie operacyjnym
liccono nowo powstate naczynia krwiono$ne na wewnetrznej
powierzchni skéry w powiekszeniu 6x w 1/3 centralnej pola widze-
nia wokét punktu wstrzykniecia surowicy. Badanie inhibitoréw
w surowicach przeprowadzano za pomocg zestawdw Berichrom
(Dade Behring) zgodnie z procedurami zalecanymi przez producen-
ta. Na wykonanie badan uzyskano zgode lokalnych komisji etycz-
nych. Wyniki opracowano statystycznie (ANOVA, test Tukeya, anali-
za korelacji Pearsona).

Wyniki

Wyniki przedstawiono w tabeli | i na rycinach (ryc. 1,2). Aktyw-
no$¢ angiogenna surowic grupy DM1 byta istotnie nizsza niz
w pozostatych grupach badanych. Aktywno$¢ trzech badanych
antyproteaz nie roznifa si¢ w poszczegdlnych grupach, z wyjatkiem
aktywnosci antytrombiny Il, ktéra byta nizsza w surowicach pacjen-
tow z DM2 niz w kontroli. Wykazano istnienie statystycznie istotnej
korelacji ujemnej pomiedzy aktywnoscia angiogenna surowic

DM1 DM2 Kontrola Statystyczne réznice pomiedzy grupami
Control Statistical significance of differences
| Il

antithrombin IlI 70,48 = 5,6 65,37 = 4,4 82,159 ns. p < 0,05
% n=19 n=19 n =32 vs. control
a2-antiplasmin 87,37 £5,4 91,61 = 4,7 88,77 £ 5,0 ns. ns.
% n=16 n=18 n=33
a1-antitrypsin 183,55+ 9,3 197,38 £ 7,2 199,64 = 9,8 ns. ns.
mg% n=20 n=21 n=30
angiogenesis 40,99 = 5,6 63,2 = 4,2 53,53 = 4,0 p < 0,01 ns.
srednia liczba nowo n=22 n=35 n=>51 vs. type |l vs. control
utworzonych naczyn 0,1 >p>0,05
mean number of newly formed vs. control
blood vessels + se

Tab. 1.
mysim tescie.
Tab. 1.
ous test.

Inhibitory proteaz w surowicach pacjentoéw z retinopatia cukrzycowa prostg i odpowiedz neoangiogenna indukowana przez te surowice w skérnym

Antiproteinases inhibitors in sera of diabetic patients with background retinopathy and neovascular response induced by these sera in mice cutane-
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w grupie chorych na DM1 a ich zawartoscig antytrypsyny i anty-
trombiny (ryc. 1,2). W grupie kontrolnej stwierdzono korelacje
dodatnig pomiedzy poziomem antytrombiny a aktywnoscig angio-
genna. Innych zaleznosci nie stwierdzono.

Whnioski

Otrzymane wyniki analizy korelacji sugeruja, ze antytrombina IlI
i a1-antytrypsyna sa waznymi inhibitorami angiogenezy u chorych
z retinopatig prostg i DM1. Nie uzyskali$my tej korelacji dla antypla-
zminy (r = 0,0487), co mozna ttumaczy¢ dwoistg rolg plazminy
w procesie angiogenezy — jako jej stymulatora drogg uczynniania
metaloproteaz i jako Zzrédfa inhibitorow — w tym angiostatyny
(5,10). Interesujace wydaja sie brak jakichkolwiek korelacji w gru-
pie DM2 oraz wystapienie korelacji dodatniej (r = 0,4213) pomie-
dzy poziomem antytrombiny a aktywnoscig angiogenng w grupie
kontrolnej. Otrzymane wyniki potwierdzaja nasza sugestie zawartg
w poprzedniej pracy (16), dotyczaca odmiennosci mechanizméw
angiogenezy u chorych z retinopatia prosta typu DM1 i DM2.
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