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Streszczenie

VAP-1 (naczyniowa czasteczka adhezyjna-1 — ang. vascular adhesion protein-1) to glikoproteina o podwdjnej roli, pemni
funkcje czasteczki adhezyjnej oraz aminooksydazy wrazliwej na semikarbazyd. Jest on wydzielany przez szereg komorek
np. $rodbtonka, miesnidwki gtadkiej naczyn czy adipocytéw. Wykazano, iz stezenie VAP-1 wzrasta w hiperglikemii oraz w
przewlektej chorobie nerek.

Celem obecnej pracy byta ocena stezenia VAP-1 oraz renalazy, ktora jest wydzielana przez podobne komorki i ma
posiadaé¢ witasnosci monoaminooksydazy, u pacjentow dializowanych otrzewnowo w zaleznosci od wspotistnienia
cukrzycy.

Ponadto oceniano inne markery uszkodzenia $rédbtonka: czynnik von Willebranda i czasteczki adhezyjne: P and
E-selektyny, ICAM i VCAM, CD40L, CD44, CD146 oraz wybrane parametry uktadu hemostazy kompleksy trombina-
antitrombina-TAT, fragmenty protrombiny 1+2, kompleksy plazmina-antyplazmina PAP, tkankowy aktywator plazmi-
nogenu-tPA i jego inhibitor-PAI-1, oraz VAP-1 i renalaze przy uzyciu komercyjnie dostepnych zestawdw. Pacjenci
z nefropatia cukrzycowg mieli istotnie wyzsze stezenie VAP-1 i CD146, za$ nizsze renalazy niz pacjenci bez nefropatii
cukrzycowej. VAP-1 w analizie jednoczynnikowej, korelowat z czasem dializ, obecnoscig cukrzycy, liczba ptytek krwi,
stezeniem CD146, zas stezenie renalazy z obecnoscia cukrzycy, CD40L i PAP. W analizie wieloczynnikowej predykto-
rem VAP-1 byta tylko obecno$¢ cukrzycy.

Podsumowujac, stezenie VAP-1 jest zalezne od obecnosci cukrzycy w grupie pacjentéw dializowanych otrzewnowo. Bio-
rac pod uwage specyfike dializy otrzewnowej, podwyzszone stezenie VAP-1 i markerow uszkodzenia $rédbtonka moze przy-
czynia¢ sie do szybszego rozwoju miazdzycy w tej szczegdlnej populaciji.
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Summary

VAP-1 (vascular adhesion protein-1) is a copper-containing SSAO (semi-carbazide sensitive amine oxidase) with dual
function. It is secreted by vascular smooth muscle cells, adipocytes, and endothelial cells with functional monoamine oxidase
activity. VAP-1 is elevated in hyperglycemia and chronic kidney disease.

The aim of the study was to assess VAP-1 levels and its correlations with renalase,which possesses possible monoamine
oxidase activity, in patients on peritoneal dialyses in regard to the presence of diabetes.

We assessed adhesion moleculeas: P and E-selectins, ICAM i VCAM, CD40L,CD44, CD146 and some hemostat-
ic parameters thrombin-antithrombin comlpexes-TAT, prothrombin fragments 142, plasmin-antiplasmin complexes
PAP, tissue plasminogen activator-tPA and its inhibitor-PAl-1, VAP-1 and renalase with commercially available assays.
Diabetic patients had higher VAP-1 and CD146 levels but lower renalase than non-diabetic subjects. In univariate
analysis VAP-1 was related to time on dialyses, presence of diabetes, platelet count, CD146, and renalase was related
to presence of diabetes, CD40L and PAP. In multivariate analysis, predictor of VAP-1 was only the presence of diabe-
tes.

Concluding, VAP-1, elevated in patients on peritoneal dialyses was predominantly dependent the presence of diabetes,
both factors associated with endothelial damage and promoting cardiovascular complications. Taking into consideration the
principle of peritoneal dialysis, elevated VAP-1 and markers of endothelial cell damage might contribute to the enhanced
progression of atherosclerosis in this population.
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WSTEP

VAP-1 (naczyniowa czgsteczka adhezyjna-1 — ang.
vascular adhesion protein-1) jest glikoproteing o masie
170-180 kDa, ktora posredniczy w przytaczaniu limfo-
cytéw do $rodbtonka naczyniowego (1). Dwie iden-
tyczne podjednostki sg potaczone z sobg wigzaniami
dwusiarczkowymi (1). Jest to biatko przez btonowe
zbudowane z 764 aminokwasow, z krétka N-koncowa
czes$cig cytoplazmatyczna, pojedynczg domeng trans-
btonowg i duza pozakomérkowa domeng C-koncowa
(2). Kazda podjednostka ma sze$¢ miejsc N-glikozylaciji
(8). tancuchy N-glikozydowe VAP-1, roznigce sie
miedzy sobg w zaleznos$ci od tkanki, w ktérej wyste-
puja, zawierajg na koncu kwas sjalowy. Zréznico-
wanie poszczegdélnych tancuchéw N-glikozydowych
VAP-1 moze sugerowaé ich odmienno$é funkcyjng
(4). Zewnatrzkomoérkowa domena VAP-1 zawierajgca
w swym centrum aktywnym atom miedzi wykazujgca
aktywnos$¢ SSAO (aminooksydaz wrazliwych na semi-
karbazyd — ang. semicarbazide-sensitive amine oxidase)
(5). Biatko to katalizuje dwuetapowg reakcje deaminacji
oksydacyjnej grup aminowych do aldehydéw z wytwo-
rzeniem nadtlenku wodoru oraz amoniaku (6). Powo-
duje to ochrone organizmu przed endo- i egzogennymi
aminami. Postaci rozpuszczalna VAP-1 (soluble VAP-1
- sVAP-1) wystepuje fizjologicznie w surowicy osob
zdrowych. U chorych z przewlektg chorobg nerek czy
cukrzycg wszechobecne jest uszkodzenie $rodbtonka i
uposledzenie odpornosci (7). W naszej poprzedniej pra-
cy wykazaliSmy korelacje pomiedzy renalaza, majaca
posiada¢ wkasnosci monoaminooksydazy (8), a VAP-1
w populacji chorych po zabiegu transplantacji nerki (9).
Nie stwierdzono takich korelacji u chorych hemodializo-
wanych (10). Majac powyzsze na uwadze za cel pracy
przyjeto ocene stezenia VAP-1 w surowicy pacjentow z
cukrzycowa chorobag nerek oraz przewlektg chorobg ne-
rek o innej etiologii dializowanych otrzewnowo.

PACJENCI | METODY

Badania zostaty przeprowadzone na grupie 60 cho-
rych z przewlekta choroba nerek, w tym 18 chorych
z nefropatia cukrzycowa jako przyczyna schytkowej
niewydolnosci nerek, dializowanych otrzewnowo.
Do badania zakwalifikowano pacjentéw spetniajacych
nastepujace kryteria: stabilny stan kliniczny, brak powi-
ktan zakrzepowych, czy jawnego klinicznie stanu zapal-
nego (biatko C-reaktywne w granicach normy tj. ponizej
6 mg/L), brak przetoczen krwi w ostatnich 2 miesigcach
oraz lekéw wptywajacych na uktad hemostazy w ciggu
ostatnich 2 tygodni przed badaniem. Pacjenci byli po-
informowani o celu badan i wyrazili Swiadoma zgode.
Krew byta pobierana rano, przy okazji wizyty kontrolnej,
a prébki przechowywane w temperaturze -70°C do cza-
su oznaczen. Oceniano aktywnos$¢ trombiny (komplek-
sy trombina-antitrombina-TAT, Enzygnost TAT micro,
DadeBehring, Niemcy, fragmenty protrombiny 1+2,
Enzygnost F1+2 micro, DadeBehring, Niemcy), stopien
generacji plazminy (kompleksy plazmina-antyplazmi-
na PAP, Enzygnost PAP micro, DadeBehring, Niemcy)
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przy uzyciu gotowych zestawéw. Markery uszkodzenia
$rédbtonka — czynnik von Willebranda i czasteczki ad-
hezyjne: P and E-selektyny, oraz ICAM i VCAM ocenia-
no przy pomocy zestawow firmy American Diagnostica,
USA, i R&D Systems, Quantikine, UK, odpowiednio.
Rozpuszczalny CD40L, CD44 byty oceniane przy po-
mocy zestawéw firmy Bender, MedSystem, Austria a
CD146 Biocytex, Marseille, Francja. Tkankowy aktywa-
tor plazminogenu-tPA i jego inhibitor-PAI-1 przy uzyciu
gotowych zestawoéw firmy Bioopol, Umea, Sweden.
Renalaza byta oceniana metodg ELISA przy pomocy
zestawoéw firmy USCN Life Sci.China a VAP-1 BioVen-
dor, Modrice, Czechy. Stezenie hemoglobiny, liczbe
ptytek krwi, fibrynogenu, gospodarke lipidowa, steze-
nie albumin, biatka catkowitego badano standardowy-
mi metodami laboratoryjnymi. Dane analizowano przy
pomocy programu statystycznego Statistica 10.0 PL,
stosujac odpowiednie testy statystyczne (test rank
Mann-Whitney lub test t-Studenta) przyjmujac p < 0,05
jako istotne statystycznie. Korelacje oceniano przy po-
mocy wspoétczynnikéw Pearsona lub Spearmana.

WYNIKI

Podstawowe parametry kliniczne i biochemiczne
przedstawiono w tabeli 1. Pacjenci z nefropatia cu-
krzycowa byli starsi niz chorzy dializowani otrzewnowo
z innych przyczyn. W tabeli 2 zawarte zostaty wyniki
oznaczen wybranych parametréw uktadu hemostazy i
funkcji $rédbtonka. Pacjenci z nefropatia cukrzycowa
mieli istotnie wyzsze stezenie VAP-1 i CD146, za$ niz-
sze renalazy niz pacjenci bez nefropatii cukrzycowej.
VAP-1, w analizie jednoczynnikowej, korelowat z cza-
sem dializ (r = 0,29, p < 0,05), obecnoscig cukrzycy
(r = 0,30, p < 0,05), liczba ptytek krwi (r = -0,48,
p < 0,01), stezeniem CD146 (r = -50, p < 0,001), za$
stezenie renalazy z obecnoscig cukrzycy (r = -0,33,
p < 0,05), CD40L (r = -0,36, p < 0,05) i PAP (r = -0,37,
p < 0,05). W analizie wieloczynnikowej predyktorem
VAP-1 byta obecnosé cukrzycy wyjasniajac 82% zmien-
nosci tego parametru (warto$¢ beta wynosita 0,82,
p = 0,047).

Tabela 1. Kliniczne i biochemiczne parametry badanej
populacji w zalezno$ci od wspdtistnienia cukrzycy.

DM (+) DM (-)

(n=18) (n=42)
Wiek (lata) 58,56 = 11,56 49,79 + 15,95*
Czas dializ (miesigce) 23,33 = 14,96 17,86 = 15,95
Hemoglobina (g/dL) 11,47 = 1,04 10,58 = 1,55

Liczba ptytek krwi (x108/uL)

287,14 + 82,44

208,19 + 80,16*

Cholesterol (mg/dL)

196,71 + 47,75

226,14 + 50,12

HDL (mg/dL)

40,25 + 6,13

43,08 + 9,71

LDL (mg/L)

117,00 + 31,70

142,00 + 26,07

Triglicerydy (mg/dL)

157,86 + 67,22

146,57 + 59,60

Fibrynogen (mg/L)

318,13 + 125,36

416,43 = 109,06

Albumina (g/dL)

3,567 + 0,43

3,17 £ 0,61

Biatko catkowite (g/dL)

6,50 = 0,69

6,09 = 0,88

Wartosci przedstawione to $rednie + SD, *p < 0,05
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Tabela 2. Parametry uktadu hemostazy i markery uszkodze-

nia $rédbtonka w badanej populaciji.

DM (+) (n = 18)

DM (-) (n = 42)

Renalaza (ng/mL)

17,60 = 7,74

25,23 + 11,18*

VAP-1 (ng/mL)

361,42 + 229,61

268,56 + 83,47*

CD44 (ng/mL)

1116,83 = 200,54

1138,07 + 213,81

CD40L (ng/mL) 0,75 = 0,51 0,71 £ 0,43
CD146 (ng/mL) 628,83 = 141,67 542,05 = 118,04*
P-selektyna (ng/mL) 52,24 + 47,49 37,80 + 36,28
E-selektyna (ng/mL) 64,28 + 29,55 59,87 + 31,77

ICAM (ng/ml) 277,50 + 71,60 22452 + 111,89
VCAM (ng/mL) 1685,00 + 661,86 | 1596,19 = 709,67
VWF (%) 138,84 = 16,91 132,07 % 20,28
tPA (ng/ml) 15,40 = 8,94 14,38 + 7,24
PAI (ng/ml) 14,38 = 4,96 12,95 = 3,43
F 1+2 (nM/l) 3,17 + 2,66 3,17 + 1,39
TAT (ug/l) 2(1;6) 2(1;6)

PAP (ug/l) 366,5 (49; 864) 290,5 (35; 592)

Warto$ci podane to $rednie + SD lub mediana oraz pierwszy i ostat-
ni kwartyl, *p < 0,05

DYSKUSJA

W grupie chorych dializowanych otrzewnowo
VAP-1 byt istotnie wyzszy u pacjentéw z cukrzyca,
podobnie jak stezenie CD146, czasteczki adhezyj-
nej zwiazanej ze srodbtonkiem. Predyktorem stezenia
VAP-1 w populacji chorych dializowanych otrzewnowo
byta obecno$¢ cukrzycy. CD146 jest nowg czasteczkg
adhezyjng zlokalizowang na ztgczu komérek srédbton-
ka (11). Znajduje sie ona na wszystkich komérkach
$rddbtonka niezaleznie od potozenia anatomicznego,
czy wielkoéci naczynia (11). Ponadto, wzrost stezenia
CD146 obserwuje sie w komdérkach HUVEC podda-
nych dziataniu prozapalnych cytokin (12), co sugeru-
je aktywacje komérek $rédbtonka. Bardin i wsp. (13)
opisali wzrost stezenia CD146 w r6znych patologiach
zwigzanych z uszkodzeniem $rdédbtonka, m.in. w prze-
wlektej niewydolnosci nerek leczonej zachowawczo.
W badaniach wtasnych wykazano zaburzenia hemo-
stazy i funkcji $rodbtonka u chorych dializowanych
i z przewlekta niewydolnoscia nerek (14, 15), oraz
powiazania CD146 z dysfunkcja $rédbtonka u cho-
rych z przewlekta niewydolnoscia nerek (16) oraz
po transplantacji nerki (17). W populacji chorych po
zabiegu transplantacji nerki VAP-1 korelowat ze steze-
niem renalazy (9), a ta ostatnia z markerami uszkodze-
nia $rodbtonka (18). Natomiast w analizie wieloczynni-
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kowej predyktorami stezenia VAP-1 byta funkcja nerek
oraz stezenie CD146 w populacji chorych po trans-
plantacji nerki (9). Wynika¢ to moze z faktu, iz VAP-1
ma podwdjng role jako czasteczka adhezyjna oraz
aminooksydaza wrazliwa na semikarbazyd. Podobnie
renalaza, ktéra zdaniem Xu i wsp. (8) ma aktywnos$¢
monoaminooksydazy, aczkolwiek w tej kwestii istnie-
je wiele kontrowersji (19). VAP-1 jest wydzielany przez
réozne komérki, np. miesni gtadkich naczyn, $rédbton-
ka czy adipocyty, podobnie jak renalaza. VAP-1 moze
bra¢ udziat w procesie zapalnym, ponadto, jak poka-
zaty badania na hodowlach komoérkowych, metalo-
proteinazy moga uwalnia¢ VAP-1 z adipocytéw, i ten
proces moze by¢ nasilony w warunkach hiperglikemii
(20). W poprzednio opublikowanych pracach, w popu-
lacji chorych hemodializowanych pacjenci z cukrzyca
mieli istotnie wyzsze stezenia VAP-1 niz chorzy bez
cukrzycy, natomiast wartosci renalazy byty podobne
(10). W analizie jednoczynnikowej stezenie VAP-1 ko-
relowato z obecnoscig cukrzycy, natomiast w analizie
wieloczynnikowej predyktorem VAP-1 byto stezenie
fibrynogenu i frakcja wyrzutowa. W poprzednich ba-
daniach Li i wsp. (21) wykazali zalezno$¢é pomiedzy
stezeniem VAP-1 i funkcjg nerek u oséb z przewlektg
chorobg nerek w stadium 2 i 3 w poréwnaniu do oséb
bez przewlektej choroby nerek. VAP-1 korelowat ujem-
nie z oszacowanym przesgczaniem ktebuszkowym
(21). W dodatku ta sama grupa badaczy wykazata,
iz VAP-1 byt istotnie wyzszy u oséb z ostrg i przewle-
ktg hiperglikemig oraz z cukrzycg. W grupie chorych
dializowanych otrzewnowo, caty czas stosowane sg
ptyny zawierajgce glukoze, zatem pacjenci sg naraze-
ni stale na przewlektg hiperglikemie. Z praktycznego
punktu widzenia, przy statej obecnosci ptynu w jamie
otrzewnej, oceniana glikemia nie jest w rzeczywisto-
$ci glikemig na czczo. Oceniajgc stezenie VAP-1 po
podaniu glukozy, zaobserwowali oni korelacje tej cza-
steczki z markerami stresu oksydacyjnego, gruboscig
kompleksu intima-media, stezeniem produktéw kon-
cowej glikacji biatek, czyli wyktadnikami miazdzycy
(22). Ponadto, po raz pierwszy wykazano, ze VAP-1
jest predyktorem zgonu z powodu sercowo-naczy-
niowego u oso6b z cukrzyca typu 2 (23).

Podsumowujac, stezenie VAP-1 jest zalezne od
obecnosci cukrzycy w grupie pacjentéw dializowa-
nych otrzewnowo. Biorgc pod uwage specyfike diali-
zy otrzewnowej, podwyzszone stezenie VAP-1 i mar-
keréw uszkodzenia $rédbtonka moze przyczyniaé sie
do szybszego rozwoju miazdzycy w tej szczegdlnej
populaciji.
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