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POPIS OZNAKA I KRATICA

ADA
BMI -
CRP -
DAG -
DM -
DR -
GUK -
HLA -

IFN-7 -
L4 -
IL-6 -
IL-10 -
IL-12 -
IL-13 -
IL-23 -
IRMA -

JAK -
kD -
LF -
NPDR -
OGTT -
PDR -
PKC -

Americka dijabeti¢na udruga (engl. American Diabetic Association)
tjelesni indeks mase (engl. body mass index)

C reaktivni protein

diaglicerol

Secerna bolest (lat. diabetes mellitus)

dijabeti¢na retinopatija

glukoza u krvi

glavni kompleks gena tkivne podudarnosti (engl. human leukocyte
antigen)

interferon gama

interleukin 4
interleukin 6
interleukin 10

interleukin 12
interleukin 13
interleukin 23

intraretinalne mikrovaskularne abnormalnosti (engl.intraretinal
microvascular abnormality)

Janus kinaza

kilodalton

laserska fotokoagulacija

neproliferativna dijabeti¢na retinopatija

test oralne tolerancije glukoze

proliferativna dijabeti¢na retinopatija

protein kinaza C



RPE - retinalni pigmentni epitel

STAT -  prijenosnik signala i aktivator stani¢ne transkripcije (engl. signal
transducers and activators of transcription)

TNF - Cimbenik nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

UKPDS - Britanska prospektivna dijabaeti¢na studija (engl United Kingdom
Prospective Diabetes Study)

VEGF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial
growth factor)

WHO -  Syjetska zdravstvena organizacija (engl. World Healt Organisation)



1. UVOD

1.1. SECERNA BOLEST

1.1.1. Definicija

Seéerna bolest - diabetes mellitus (DM) je viSestruki metaboli¢ki poremecaj
obiljezen apsolutnim ili relativnim nedostatkom inzulina koji kao posljedicu ima
povisenje glukoze u krvi (hiperglikemiju).

Pored poremecaja metabolizma ugljikohidrata, istovremeno postoji i poremecaj
metabolizma masti 1 bjelancevina. To je kroni¢na, neizljeciva bolest koja zahvaca sve

dobne skupine i u stalnom je i progresivnom porastu.

1.1.2 Epidemiologija

Dijabetes melitus je najrasirenija medu kroni¢nim bolestima, tako da danas poprima
epidemijske razmjere. Procjenjuje se da u Europi ima 7,8% dijabetic¢ara od 20-79 godina
(1), au Hrvatskoj 6,1 % u dobi od 18-65 godina (2).

Krajem proslog stoljeca dijagnosticirano je 150 milijuna dijabeti¢ara s prognozom da

¢e 1h za 20 godina biti 240 milijuna (1).



1.1.3 Klasifikacija

Tek su 1979.g. Svjetska zdravstvena organizacija (WHO - World Health
Organisation) (3) i Medunarodna grupa za dijabetes (National Diabetes Data Group -
NDDG) (4) predlozile nove dijagnosticke kriterije za DM. To su bili prvi koraci u
sredivanju do tada gotovo kaoti¢ne klasifikacije i nomenklature. Prvu Sire prihvacenu
klasifikaciju DM objavila je WHO 1980. g. (3) i u izmjenjenom obliku 1985. g. (5).

Americka udruga za dijabetes (American Diabetes Association - ADA) 1997.g.
predlozila je etiolosku klasifikaciju (6), koja se najcesce koristi, a DM dijeli na sljedeci

nadin;

a) DMtipal

e autoimuni oblik

e idiopatski oblik

b) DM tipa 2

¢) ostali specificni tipovi dijabetesa

e genetski defekt djelovanja inzulina

e genetski defekt beta - stani¢ne funkcije

e DM uzrokovan kroni¢nim bolestima gusterace

e endokrinopatije

e DM uzrokovan lijekovima ili kemijskim spojevima

e DM uzrokovan upalama



e ostali nasljedni sindromi udruzeni s DM

e DM u trudno¢i

1.2. SECERNA BOLEST TIPA 2

1.2.1 Definicija i epidemiologija

DM tipa 2 je karakteriziran smanjenim ili nedovoljnim lu¢enjem inzulina,
inzulinskom rezistencijom, te pojacanom sintezom glukoze u jetri.

Javlja se u viSe od 90% osoba sa Sefernom boleS¢u, uglavnom u odrasloj
populaciji. U dobi iznad 40 godina ucestalost raste, ali naZalost zbog nezdravog nacina
zivota, sve ceSc¢e se javlja 1 u mladih. DM tipa 2 postao je znacajan problem, posebno u
mladih u dobi izmedu 10. i 19. godine Zivota, i to ne samo u razvijenim zemljama, a zbog
povecane pretilosti i u mladoj populaciji.

U djece je donedavno bila dijagnosticirana isklju¢ivo Secerna bolest tipa 1, ali

posljednjih desetak godina incidencija DM tipa 2 narasla je deseterostruko (7).

1.2.2. Etiologija i patogeneza

Najcesce postoji dvostruki poremecaj: smanjenje broja inzulinskih receptora u
stanicama 1 nemogucnost djelovanja inzulina u transportu glukoze u stanice (inzulinska

rezistencija).



To je dijelom genetski poremecaj, te se spominju i odredeni ¢imbenici koji mogu

povecati rizik razvoja bolesti, a to su :

e gojaznost (80% osoba s DM tipa 2 su pretili)
e dob (iznad 40 godina ucestalost raste)

e smanjena tolerancija na glukozu

e nedostatak tjelesne aktivnosti

e trudnoca

® stres

Rezultat navedenog je porast glukoze u krvi, a gusSteraca zapocinje luciti vece koli¢ine
inzulina kako bi pojacala ulazak glukoze u stanice. Vremenom se gusteraca iscrpljuje i

lucenje inzulina se smanjuje $to dovodi do nastanka Secerne bolesti (8).

1.2.3. Klinicka slika

DM tipa 2 Cesto ne bude dijagnosticiran dugo godina jer hiperglikemija nije tako
teSka da bi izazvala tipi¢nu klinicku sliku.

Simptomi bolesti u pocetku mogu biti sasvim blagi 1 javljaju se postupno, pa
moze pro¢i 1 nekoliko godina do postavljanja dijagnoze. Oni mogu biti u obliku Zedi,
ucestalog mokrenja, pospanosti nakon obroka, pojac¢ane gladi, preznojavanja, drhtanja,
umjerenog gubitka na tezini, ¢es¢ih infekcija, smetnji vida i koncentracije. Dijagnoza se
cesto postavi sasvim slucajno. U trenutku klinickog otkrivanja bolest je najceSc¢e prisutna

7 do 10 godina.
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U toj fazi pacijent najceS¢e ima razvijene 1 druge rizine cimbenike: debljinu,
hiperlipidemiju i hipertenziju (9).
U zadnje se vrijeme Kkoristi naziv predijabetes, a opisuje se kao stanje izmedu

normalne glikemije i dijabetesa.

1.2.4. Dijagnoza

U vedini europskih zemalja prihvacene su referentne vrijednosti donje granice
glukoze u krvi (GUK - a) nataste 6,1 mmol/LL prema WHO, dok ADA predlaze donju
granicu 5,6 mmol/L (10).

Provodi se takozvani "zlatni standard probiranja dijabetesa", tj. odreduju se
vrijednosti GUK - a nataSte, u dva mjerenja, u razli¢itim danima. Ukoliko se vrijednosti
podudaraju iskljucuje se ili postavlja dijagnoza dijabetesa, a ako se ne podudaraju radi se
test oralne tolerancije glukoze (OGTT), koji se sastoji u mjerenju razine GUK-a 120

minuta nakon oralnog opterec¢enja s 75 g glukoze u 250 mL vode (11).

PredloZene vrijednosti u "zlatnom standardu" su sljedece :

1. GUK nataste do 6,1 mmol/L je uredan nalaz

2. GUK nataste 6,1- 6,9 mmol/L je nalaz povecane glukoze nataste i potrebno je
uraditi OGTT Ako je GUK nakon 120 minuta:
< 7,8 mmol/L nalaz je uredan i potrebna je kontrola za jednu godinu
7,8 - 11,1 mmol/L oStecena je tolerancija glukoze — potreban je dijetni rezim,
povecanje tjelesne aktivnost i kontrola OGTT-a za jednu godinu
>11,1 mmol/L je Secerna bolest

3. GUK nataste > 7,0 mmol/L je Secerna bolest

11



Kategorije povecana glukoza nataSte 1 oSteCena tolerancija glukoze zahtijevaju intenzivan

nadzor obiteljskog lije¢nika, a Secerna bolest lijeCenje.

1.2.5. Lijecenje

U lije¢enju DM tipa 2 koristi se viSe terapijskih postupaka koji mogu biti u¢inkoviti
jedino uz samokontrolu oboljelog. Potrebna je promjena stila zivota. Kod trecine
oboljelih od Secerne bolesti tipa 2 bolest se moze kontrolirati samo dijetom i
tjelovjezbom, §to se povoljno odrazava na koncentraciju glukoze ikrvni tlak. Ostali
moraju uzimati lijekove kojima se stimulira izlu¢ivanje preostalog inzulina ili povecava
osjetljivost nainzulin, ali naposljetku zalithe prirodnog inzulina u gusteraci, tj.

Langerhansovim otoc¢i¢ima se iscrpe pa ga je potrebno nadomjestiti.
Preporuca se sljedece:
1. Dijeta

Kod vecine oboljelih dijeta je klju¢ u lijecenju, ali je izuzetno tesko provoditi. Nema
jedinstvene dijete koja bi odgovarala potrebama svih bolesnika, ali svi oboljeli od Secerne

bolesti morali bi odrzavati sljedece (12):

e koncentracije GUK- a nataste ispod 6,0 mmol/L
e normalne koncentracije lipida (kolesterola i triglicerida)

e krvni tlak oko 130/80 mm Hg

12



2. Tjelesna aktivnost

Vjezbanjem se smanjuje koncentracija glukoze u krvi i povecava osjetljivost
na inzulin. Smanjuje se 1 krvni tlak, masnoce u krvi, te rizik od oboljenja srca i krvnih
zila. Redovito vjezbanje, cak i umjerenog intenziteta, povecava osjetljivost na inzulin.
Ipak oboljeli od DM moraju biti oprezni zbog opasnosti od "tihe" srcane bolesti - bez
prijetece boli (13), ozljeda stopala, pa prije pristupanja vjezbanju treba konzultirati

lijecnika.
3. Lijekovi:
a) sredstva za povecanje produkcije preostalog inzulina
b) inzulin

Za razliku od Secerne bolesti tipa 1, bolesnici oboljeli od Secerne bolesti tipa 2 joS
uvijek produciraju nesto inzulina, iako ne dovoljno da bi se premostila rezistencija
na inzulin, pa se bolesnicima koji trebaju lijekove, pocinje sa sredstvima za povecanje
produkcije preostalog inzulina ili osjetljivosti na inzulin, umjesto da im se inzulin izravno
nadomjesti, kao $to je to standardno kod Secerne bolesti tipa 1. Za pocetno lijeCenje
preporucuju se preparati sulfonilureje i metformin (14). Na kraju terapija tabletama

obicno zataji, pa bolesnicima ipak treba dati inzulin (15).
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1.2.6. Komplikacije
Kroni¢ne komplikacije Sec¢erne bolesti podijeljenje su na :

a) vaskularne
e retinopatija
e nefropatija
e koronarna arterijska bolest
e cerebrovaskularna bolest

e bolest perifernih krvnih zila

b) nevaskularne

e neuropatija

Unato¢ brojnim studijama i patofizioloskim objasnjenjima tocan mehanizam
nastanka komplikacija u DM do danas nije jasan. Kao glavni ¢imbenici rizika spominju
se trajanje bolesti i nivo glukoze u krvi.

Dvije velike studije ,,The Diabetes Control and Complication Trial* (DCCT)
(16,17) 1 ,,U.K. Prospective Diabetic Study* (UKPDS) (18) su pokazale da je terapija
SeCerne bolesti 1 smanjenje nivoa glukoze u krvi vaZan c¢imbenik u smanjenju
komplikacija. U tim studijama usporedivani su pacijenti s provedenom intenzivnom
terapijom DM i dobro reguliranim vrijednostima GUK- a s kontrolnom skupinom u kojoj
je provedena terapija dijetom.

U prvoj skupini proteinurija je reducirana za 50%, neuropatija za 60% 1 usporena je

progresija dijabeticne retinopatije za 50 % (18).
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Spominje se nekoliko biokemijskih teorija u nastanku komplikacija, kao S$to je
povecano stvaranje i akumulacija sorbitola (19), krajnjih produkata glikozilacije i
poviSene koncentracije diaglicerola (20), ali to€an mehanizam nastanka stani¢nog

oStecenja kroni¢nom hiperglikemijom u potpunosti jos$ nije razjasnjen (21).

1.3. DIJABETICNA RETINOPATIJA

1.3.1. Anatomija i fiziologija krvnih Zila mreZnice

1.3.1.1. Krvne zZile mreznice u zdravom oku

Unutarnje dvije tre¢ine mreZnice imaju izravnu opskrbu krvlju i neovisne su o
krvnim Zilama Zilnice (22). Cetiri ogranka sredi$nje mreZni¢ne arterije, koja je prvi
ogranak oftalmicke arterije, ogranka unutarnje karotidne arterije, opskrbljuju po jedan
mreznic¢ni  kvadrant.

Arterije i vene su u sloju Ziv€anih vlakana, a arteriole i venule prodiru u dublje
slojeve tvoreci dvije mikrovaskularne mreze :

e povrSinsku mrezu u ganglijskim stanicama i sloju Ziv€anih vlakana

e dublju mrezu koje ¢ine guscée kapilare u unutarnjem nuklearnom sloju

15



Kapilarna mreza jedina je poveznica izmedu arterijskog i venskog sustava retine, ali
izmedu kapilarnih bazena pojedinih arterijskih grana nema povezanosti. Protok krvi kroz
mreznicu u zdravom oku ostaje konstantan bez obzira na fluktuacije sistemskog i
intraokularnog tlaka.

Zona bez kapilara nalazi se oko mreZni¢nih arterija i arteriola, vjerojatno kao
posljedica visoke koncentracije kisika. Povecanjem udaljenosti od glavnog ogranka
kapilarna mreza je gusca s ciljem odrzavanja konstantnog tlaka kisika.

Krvne Zile mreznice i optickog diska imaju alfa adrenergi¢ne, beta adrenergicne 1
kolinergi¢ne receptore, ali njihova uloga u vaskularnoj kontroli ostaje nejasna.
Regulacija protoka krvi kroz mreznicu odvija se unutar mikrookoliSa (autoregulacija).

Autoregulacija zadrzava konstantan protok krvi kroz mreznicu unutar Sirokog
spektra varijacija sistemskog i intraokularnog tlaka, iako perfuzija kroz srediSnju
mreznicnu arteriju moze biti osjetljiva na akutno povecanje intraokularnog tlaka (22).
Autoregulacija ovisi o mnogim c¢imbenicima mikrookolisa, ali njihova kontrola u
zdravom oku i u bolesnim stanjima ipak uglavnom je nejasna.

Endotel mrezni¢nih kapilara pruza strukturnu i fizioloSku barijeru izmedu
intravaskularnog i ekstravaskularnog odjeljka (23- 25). Nefenestriran je, posjeduje Cvrste
spojeve i tvori veliki dio krvno-mreZni¢ne barijere (26). Prostor izmedu stanica odrzavaju
prijanjajuce veze — kadherini koji su transmembranski adhezijski proteini ovisni o kalciju
(27). Stani¢ne adhezijske molekule, kao $to su integrini (povrSinski glikoproteini
povezani s unutarstanicnom citoskeletom), u interakciji su s drugim vrstama stanica
ukljucujuéi pericite i ekstracelulari matriks (28). Tonus retinalnih krvnih Zila ovisi o
stupnju vazokonstrikcije na koju utjecu glatkomiSi¢ne stanice 1 periciti (29).

Lumen mrezni¢nih kapilara je u promjeru 5 — 6 mikrona, a stijenka kapilare je

gradena od jednog sloja endotelnih stanica okruzenih intramuralnim pericitima (22, 30).
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Periciti reguliraju vaskularni tonus, mehanicki podupiru stijenku krvne Zzile,
proizvode ekstracelularni matriks, nositelji su fagocitoze, otpusStaju ekstracelularne
komponente kao $to su fibronektin, koji pruza ¢vrsto uporiste za prijenos mehanicke sile
tijekom konstrikcije kapilara, kontrahiraju se kao odgovor na endotelin-1, angiotenzin-2,
hipoksiju 1 izloZenost uglji¢nom dioksidu i1 duSicnom oksidu (31, 32). Igraju strukturnu,
kao i vazoregulacijsku ulogu, a §to nam pokazuje povecana gustoca pericita u krvnim
zilama izlozenim hipertenziji, kao i povezanost gubitka pericita sa stvaranjem
mikroaneurizama u dijabeti¢noj retinopatiji.

Odnos pericita i endotelnih stanica u ljudskim retinalnim stanicama je 1:1.

1.3.1.2. Krvne Zile mreznice u dijabeti¢noj retinopatiji

a) zadebljanje kapilarnih bazalnih membrana

Poznate su Cetiri funkcije bazalne membrane:

e djelovanje kao "kostur" dajuéi strukturalnu ¢vrstocu krvnim Zilama
e ucinak kao filtracijska barijera za molekule razlicite veliine
e regulacija proliferacije i diferencijacije stanica

® mogucnost vezivanja razli¢itih ¢imbenika rasta
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Zadebljanje kapilaranih bazalnih membrana primije¢eno je kod ljudi i Zivotinja
oboljelih od Seéerne bolesti (33- 35). Biokemijska dogadanja koja uzrokuju ova zbivanja
nisu poznata, niti je u potpunosti jasna patofiziologija i posljedice ovog zbivanja, ali
nekoliko studija upucuje na ciklus sorbitola (36-38).

Nedijabeti¢ni Stakori hranjeni u duzem periodu hranom bogatom galaktozom razvili
su zadebljanje bazalne membrane kapilara mreznice, dok zivotinje na kontroliranoj
prehrani, ili prehrani s visokim dozama galaktoze zajedno sa sorbinilom, inhibitorom
aldoza-reduktaze, nisu razvile abnormalnosti bazalne membrane (37).

Robinsom 1 suradnici (39) su pokazali da se zadebljanje bazalne membrane moze
prevenirati u galaktozemi¢nih Zivotinja koriStenjem inhibitora aldoza-reduktaze, ali nije
jasno kako djelovanje enzima ciklusa sorbitola, aldoza-reduktaza i sorbitol dehidrogenaza
mogu utjecati na strukturu bazalnih membrana.

Suprotno tvrdnji da je zadebljanje bazalne membrane kapilara mreZnice kod
dijabetiCara i u galaktozemicnih Zivotinja izravan rezultat aktivnosti ciklusa sorbitola je
opazanje da u renalnim glomerulima dijabeti¢nih (40) 1 galaktozemic¢nih Stakora (41)
zadebljanje bazalne membrane koje je strukturno i imunokemijski slicno onom koje se
pojavljuje u mrezZnici nije moguce prevenirati inhibitorima aldoza- reduktaze.

I ostali biokemijski mehanizmi bi mogli igrati ulogu u zadebljanju bazalne
membrane. Kolagen bazalne membrane je obilno glikoziliran, a ta glikozilacija bi mogla
biti kvalitativno ili kvantitativno promijenjena enzimskim ili neenzimskim procesima.

Bazalna membrana regulira proliferaciju 1 diferencijaciju stanica (42, 43). Nekoliko
razliCitih vrsta stanica uzgajanih in vitro su puno vise diferencirane morfologije kada
rastu u kolagenim supstratima (44, 45).

Bazalna membrana ima moguénost vezivanja razli¢itih ¢imbenika rasta, koji su
posebno aktivni u odnosu na endotelne stanice krvnih Zila i mogu biti poticaj za

neovaskularizaciju (37, 46, 47).
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b) gubitak intramuralnih pericita

Coguan, Kawabara i suradnici (48, 49) su prvi opisali gubitak pericita u ranoj fazi
dijabeti¢ne retinopatije. Njihovi pronalasci potvrdeni su u brojnim znanstvenim
radovima koristenjem svjetlosnog i elektronskog mikroskopa gdje je gubitak pericita
prepoznat kao prikaz praznih baloniranih prostora koji su probijali sa strane kapilarnog
zida (50- 52) (slika 1).

Mehanizam kojim se periciti gube rano u DR je nepoznat. Akagi i suradnici (53) su
pretpostavili povezanost s djelovanjem ciklusa sorbitola, jer su pronasli aldoza-reduktazu
specificno u pericitima mreznic¢nih kapilara, ali ne i u endotelnim stanicama ljudi,ali nisu

potvrdili drugi istrazivaci (54, 55).
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Slika 1 Gubitak kapilarnih pericita ( preparat mreznice 42 godisSnje dijabeti¢arke
obojen PAS reagensom i hemalalaun-eozinom)
G — ( ghosts pericyte ) balonirani, izgubljeni pericit; P- normalni pericit,
E- endotelna stanica
Amin RH, Frank RN, Kennedy A, Elliot D, Puklin E, Abrams GW. Invest
Ophthalmol Vis Sci.1977; 38:36-47.
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c¢) mikroaneurizme

Najranije  klinicke promjene DR su mikroaneurizme (56) (slika 2).
Oftalmoskopski su vidjive kao crvene tocke na mreznici, a na fluoresceinskoj angiografiji
se pokazuju kao hiperfluorescentne toCke. Promatraju¢i ih svjetlosnim mikroskopom
vidljive su kao vretenasta proSirenja kapilara mreznice. Mogu biti hipercelularne ili
acelularne. Kapilarne mikroaneurizme mreznice mogu predstavljati fokalna podrucja
endotelne proliferacije stanica gdje je izgubljen antiproliferacijski efekt pericita (57, 58).
To bi moglo objasniti razvoj celularanih aneurizmi, ali ne 1 acelularnih. Smatra se da su
sve mikroaneurizme u pocetku celularne, ali neke postaju acelularne kao rezultat
prosirene apoptoze koja ukljucuje endotelne stanice i pericitne jezgre ili stvaranja slabih

tocaka kapilarnog zida nakon ¢ega slijedi gubitak pericita (59).

Slika 2 Kapilarna mikroaneurizma u mreZnici psa
M — mikroaneurizma, a — acelularna kapilara
Preparat obojen PAS reagensom i hemalaun-eozinom.

Engerman RL, Kern TS. Diabetes.1984; 33:97-100.
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d) oSteéenje krvno-mreZnic¢ne barijere

Cini se mogué¢im da bi se oftecenje te barijere moglo pojaviti u ranom tijeku
dijebetesa, prije klinicki vidljivih znakova dijabeti¢ne retinopatije.

Prvi moguci uzrok je otvaranje uskih spojeva izmedu susjednih nastavaka endotelnih
stanica (lat. zonulae occludens) (60).

Elektronskim mikroskopom moguce je vidjeti da ti spojevi imaju pentalaminarnu
strukturu i kada su zatvoreni ne propustaju oznaceni lantan-klorid ili peroksidazu hrena,
za razliku kada su te sveze otvorene (61) .

Druga abnormalnost kapilarnih endotelnih stanica je njihova fenestracija (slika 3) .
Za fenestre, koje su procijep kontinuiteta citoplazme endotelnih stanica, obi¢no
premostene tankom jednoslojnom membranom, smatra se da utjeCu na poroznost tankog
endotela krvnih Zila Zilnice.

Normalno fenestre nisu prisutne na zadebljanom endotelu kapilara mreznice, ali su
pronadene u uzorcima ljudi i Zivotinja kod kojih je doslo do oSte¢enja krvno-mreZnicne
barijere. Tre¢e mogucée objas$njenje je povecan transport endocitnim vezikulama, ali

samo u fazi objaSnjenja na eksperimentalnim Zivotinjama (62- 64).
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Slika 3. Fenestrirani kapilarni endotel prikazan elektronskim mikroskopom

njeg dijabeticara s PDR
Wallow HL, Geidner PS. Invest Ophtal Vis Sci. 1980
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Preparat mreZnice 59 god
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e) neovaskularizacija

Krvozilni sustav u ljudskom organizmu ima povriinu oko 900 m’. Krvne Zile
sastoje se od jednog reda endotelnih stanica, subendotelnog pericitnog sloja, stanica
miSi¢ne glatke muskulature, bazalne membrane, fibroblasta i izvanstani¢nog matriksa
(22).

Ovisno o lokalizaciji krvozilnog sustava u organizmu, bazalna membrana,
izvanstani¢ni matriks i stani¢na konstitucija razlikuju se prema fenotipu, funkciji i
kompoziciji.

Iako vaskulogeneza i neovaskularizacija ili angiogeneza u prijevodu znaci isto, ne
upotrebljavaju se kao sinonimi.

Vaskulogeneza (lat. vas — posuda) znaci prvo (izvanembrionalno i embrionalno) de
novo nastajanje krvih zila, a angiogeneza (grcki angeion posuda) nastajanje novih krvnih
zila 1z ve¢ postojec¢ih embrionalnih ili u odraslom organizmu.

Do nedavno se smatralo da je neovaskularizacija iskljuc¢ivo rezultat grananja i Sirenja
ve¢ postojecih krvnih Zila.

Eksperimentalno su dokazana dva puta stvaranja novih krvnih Zila (slika 4):
1. neovaskularizacija iz endotelnih prekurskorskih stanica (engl.endothelial
progenitor cells) EPC iz koStane srzi

2. neovaskularizacija iz postojecih krvnih Zila
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A. Angiogeneza iz prekursorskih endotelnih stanica (EPCs)
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B. Angiogeneza iz ve¢ postojecih krvnih zila
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Slika 4. Shematski prikaz dvaju tipova angiogeneze
(V.Kumar, N. Fausto, A. Abbas. Pathologic Basis of Disease 7™Edition.
W.B.Saunders Company.2004.)

Prvi eksperimentalni radovi o neovaskularizaciji zabiljeZeni su ve¢ 1962, kad su F.
Becker i Folkman hemoglobinskom otopinom vrsili perfuziju solidnih izoliranih organa
psa u staklenkama (65). Uspjeli su ih odrzavati dva tjedna, a interesiralo ih je mogu li
izolirani organi podupirati rast. Nakon injekcije stanica mi§jeg melanoma razvili su
tumor, ali ne ve¢i od Imm i nikad nisu razvili vaskularizaciju, medutim kada su ti isti

tumori presadeni u miSa domacina narasli su u tumor ve¢i od 1 cm 1 vaskularizirali se.
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To je jedan od najranijih eksperimentalnih modela u kojem je pokazano kako tumorski
rast moze biti zakocen ako se tumor drzi u tzv. prevaskularnom stanju. Iz ovog su autori
zakljucili da tumorski rast solidnih tumora i metastaziranje ovisi o neovaskularizaciji, kao
1 to da endotelne stanice bubre, ali ne mogu proliferirati u otopinama koje ne sadrze
trombocite, kao $to su hemoglobinske otopine.

Neovaskularizacija je kritina to¢ka u odrzavanju normalne homeostaze u tkivu
tijekom brojnih fizioloskih funkcija (cijeljenje rane, reprodukcija i embrionalni razvoj).
Abnormalna neovaskularizacija je klju¢na u patofiziologiji razli¢itih bolesti npr u
kardiovaskularnim bolestima, reumatoidnom artritisu, Chronovoj bolesti, psorijazi 1 u
metastaziranju malignih tumora (66, 67).

Posebno je vazna u oku jer vodi ka sljepoéi. Intraokularna neovaskularizacija —
abnormalna retinalna ili korioidalna je glavni uzrok smanjenog vida u pacijenata koji
imaju proliferativnu dijabeticnu retinopatiju (PDR), makularnu degeneraciju ili
prematurnu retinopatiju.

Prije nekoliko godina postojala je kontroverza vezana za mjesto nastajanja novih
zila u retini. Nije se sa sigurno$¢u znalo predstavljaju li odredene dilatirane i zavijene
petlje finih intraretinalnih zila otprije postojece Zile koje su postale dilatirani Santovi kroz
podrucja bez perfuzije, ili su to retinalne neovaskularizacije.

Takve zile nazvane su intraretinalne mikrovaskularne abnormalnosti (IRMA), ali
histoloSkom analizom takvih Zila na enukleiranim o¢ima dokazana je rana intraretinalna

neovaskularizacija (66, 67).
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1.3.2. Etiologija i epidemiologija

Proucavanje epidemiologije bolesti vazno je za utvrdivanje hipoteza njene
patofiziologije daju¢i odgovore na pitanja o najvec¢em riziku, kao i o ¢imbenicima koji na
taj rizik utjecu.

Za DR glavni rizik je postojanje Secerne bolesti, iako neke studije govore o DR
bez postojanja Secerne bolesti (68, 69). Analizom rezultata DCCT-a takve tvrdnje nemaju
nikakvu znanstvenu osnovu (16, 17).

O genetskom utjecaju na razvoj DR postoje razliCiti stavovi. Jedna grupa
znanstvenika tvrdi da se genski lokusi koji moduliraju DR, kao 1 druge komplikacije
dijabetesa razlikuju od lokusa koji odreduju sam dijabetes, a druga grupa da su
komplikacije dijabetesa izravno uzrokovane dugotrajnom hiperglikemijom mozda
modificirane genetskim ili steCenim osobinama koje variraju od osobe do osobe (15, 16).
Ova druga tvrdnja je snazno potvrdena rezultatima DCCT-a (17), kontroliranog
randomiziranog klinickog ispitivanja koje je ukljucivalo 27 klini¢kih centara u SAD-u i
Kanadi, a i UK PDS, koji zajednicki dokazuju vaznost hiperglikemije u razvoju
retinopatije i ostalih komplikacija dijabetesa, ali bez moguénosti eliminacije mogucih

dodatnih genetskih ¢imbenika (18, 70).
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1.3.2.1. Duljina trajanja dijabetesa i razvoj DR

Nekoliko velikih istrazivanja jasno je pokazalo da se DR kod mladih ljudi s DM tipa
1 ne pojavljuje prije 3 do 5 godina trajanja sistemske bolesti (29, 71). Sli¢ni rezultati su
dobiveni za osobe s DM tipa 2 (72), ali u tim slu¢ajevima vrijeme pojave, kao i trajanja
bolesti je bilo teze precizno utvrditi, tako da su se neki bolesnici s novootkrivenim DM
tipa 2 prezentirali inicijalno s DR, ili se DR pojavila brzo nakon otkrivanja DM.

Istrazivanja koja su pratila vremenski tijek razvoja osSte¢enja u DR pokazala su
prevalenciju minimalne retinopatije kod priblizno 100% ispitanika nakon 20 godina, a
prevalencija PDR nije bila viSa od 50 % kod ispitanika s DM tipa 1 kod trajanja bolesti
15 godina ili dulje (71). Prevalencija proliferativnog oblika kod osoba s tipom 2 sli¢nog
trajanja bila je mnogo niza (72). Moguéa su dva objasnjenja ovog opazanja.
Proliferativna bolest mogla bi biti rezultat vrlo visoke prosjecne razine glukoze u krvi, a
pojavljuje se ceS¢e kod osoba s tipom 1, a drugo je da proliferativna retinopatija moze
biti rezultat odredenog metabolickog stanja retine koje je vjerojatnije prisutno kod mladih
osoba s tipom 1 nego kod starijih s DM tipa 2 (72). Opcenito se smatra da je edem
makule puno ¢esc¢i kod starijih osoba s tipom 2 DM, a kao takav je povezan sa staroS¢u
bolesnika.

Aiello i suradnici (73) su prikazali isti rezultat, ali su zabiljezili da kada mladi
bolesnici s tipom 1 DM imaju edem makule, ¢esto imajui PDR.

Klein i suradnici (74) su u istraZivanju temeljenom na populaciji dijabeti¢ara nasli

da je prevalencija edema makule kao funkcija trajanja DM identicna kod DM tipa 1 i tipa
2.
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1.3.2.2. Sistemski ¢imbenici

Kao dodatak ulozi trajanja 1 tipa dijabetesa opisivani su mnogi ¢imbenici koji mogu
utjecati na razvoj i progresiju DR.

Jedan od njih je pubertet (75, 76). Mehanizam kojim bi pubertet mogao pojacati
ucinak razvoja rane DR je nepoznat, ali istrazivanja ukazuju na ulogu hormonalnih
¢imbenika povezanih s rastom u patogenezi PDR kod mladih ljudi (29, 71).

Od sistemskih poremecaja koji bi mogli utjecati na razvoj DR najces¢i predmet
istrazivanja je hipertenzija. Mnoga izvjes¢a su pokazala da je PDR izravno povezana sa
vrijednostima sistolickog 1 dijastolickog krvnog tlaka (77-79).

Uc¢inak trudno¢e na DR je kontroverzan (72). Neki autori smatraju da ubrzava
razvoj bolesti, dok drugi smatraju da nema nikakvog ucinka. Klein i sur. su prikazali
najbolje dokaze da trudnoca poti¢e progresiju DR (80). Usporedili su trudnice s
dijabetesom sli¢nih godina 1 trajanja dijabetesa sa Zenama koja nisu trudne. Kada su
podaci prilagodeni razli¢itim rizi¢nim ¢imbenicima, ovi autori su otkrili da je trajanje

trudnoce znacajno povezano s progresijom retinopatije.

1.3.2.3. Genetski ¢imbenici

Iako su brojna istrazivanja ukazala da genetski Cimbenici mogu mijenjati
prevalenciju DM medu ljudima razli¢itih rasnih skupina ili naroda, niti jedna rasna ili
nacionalna razlika nije objavljena za DR.

Niz istrazivanja proucavalo je odnos izmedu HLA antigena izrazenih na povrSini

stanica i postojanja DR 1ili tezine klinicke slike.
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Rand i suradnici (81) iznose u svojoj studiji povecan rizik za PDR kod osoba s HLA
DR4+DR3 fenotipom. Niti jedan drugi HLA fenotip, kao niti jedna druga varijacija
ostalih proucavanih genskih pokazatelja nije potvrdila takav povecan rizik.

Povecanom sofisticiranos¢u molekularne biologije brojni su znanstvenici proucavali
niz genskih c¢imbenika koje bi mogli biti povezani s nasljednom sklono$¢u
komplikacijama dijabetesa (82-84). Iako ova istrazivanja ni u jednom smislu nisu
konac¢na, postoje dva izvjes¢a koja povezuju mutacije gena za aldoza-reduktazu i DR
(53, 54).

Za jednu takvu mutaciju se smatra da potvrduje povecanu sklonost DR kod pacijenata

s DM tipa 1, a druga za raniju pojavu DR kod pacijenata s DM tipa 2.

1.3.2.4. O¢ni ¢imbenici

Becker (85) je 1967.g. objavio da glaukom smanjuje prevalenciju teZeg oblika DR u
zahvac¢enom oku. Do danas objaSnjenje te Cinjenice, koju su uocili 1 drugi autori, nije
jasno. Pretpostavlja se povezanost s gubitkom metabolicke aktivnosti mreznice koja se
oCituje gubitkom ganglijskih stanica, ili s gubitkom mreZni¢ne vaskularne perfuzije.

Zabiljezeno je 1 da kratkovidnost umanjuje prevalenciju i tezinu DR (86).

Ovaj ucinak kratkovidnosti na ucestalost PDR potvrdili su Rand 1 sur. koji su pronasli
zanimljivu interakciju izmedu miopije vece od 2 dioptrije i HLA antigena (81). Beetham
1 kolege su primijetili da su pacijenti s nekim stanjima kao retinitis pigmentosa i visoka

kratkovidnost relativno zasti¢eni od teskih oblika PDR (73).
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Aiello, Beetham i sur. (76) su primijetili da o¢i s oziljcima zilnice i mreZnice kao
npr. u ozljedama i upalama imaju znacajno manju prevalenciju i ozbiljnost DR. To
zapazanje rezultiralo je fotokoagulacijom mreznice, koja oziljke inducira jatrogeno. Ta
tehnika panretinalne fotokoagulacije, koja se i danas koristi u lijecenju DR, jasno je

dokazala korist u smanjenju pogorSanja vida u DR.

1.3.3. Patogeneza

1.3.3.1. Hiperglikemija

Glavna kontroverza u svim raspravama o patogenezi DR je uloga hiperglikemije.
Osnovni razlog tome bio je potesko¢a u dokumentiranju razine glukoze u krvi kod
dijabetiCara viSe puta dnevno tijekom nekoliko godina (87). Razvojem kuénog
monitoriranja i odredivanjem ukupnog glikoziliranog hemoglobina, koji mjeri srednju
vrijednost glukoze u krvi unazad 6 do 12 tjedana, omogucena je tocnija procjena kontrole
glukoze u krvi (88).

Retrospektivne studije koje koriste izmjerene vrijednosti glikoziliranog
hemoglobina u procjeni relativno dugoro¢ne kontrole glikemije, kao $to je ona Kleina 1
suradnika jasno su ukazale da je kroni¢na hiperglikemija usko povezana s razvojem DR
(89).

UKPDS su u velikom klinickom istrazivanju u pacijenata s novodijagnosticiranim
dijabetesom tipa 2 pratili i usporedili tri skupine: prvu skupinu lijjeCenu kontrolom
prehrane, drugu tabletama i trecu skupinu lijeCenu inzulinom. Pacijenti su praceni

najmanje deset godina.
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Zakljucak te studije je da je bolja kontrola glikemije ostvarila smanjenje rizika od 25%

za sve mikrovaskularne komplikacije, a najizraZzenije smanjenje u ovim

mikrovaskularnim posljedicama je u smanjenju potrebe lijecenja fotokoagulacijom (90).
Tocan mehanizam kojim hiperglikemija djeluje nije jasan, a najce$¢i spominjani

biokemijski mehanizmi su sljede¢i:

1. dugotrajna hiperglikenija mogla bi promijeniti ekspresiju jednog ili viSe gena dovodeci
do povecane koli¢ine odredenih genskih produkata koji mogu mijenjati funkcije
stanice.

2. mnoge vrste Secera mogu se neenzimski vezati za proteine dovodeéi do glikoziliranih
produkata s velikim poluvremenom Zivota u stanicama (91). Taj je fenomen prvo
primjec¢en u hemoglobinu (92) i do danas je odredivanje ukupne razine glikoziliranog
hemoglobina kod dijabetiCara znacajno za procjenu dugorocne kontrole glikemije.
Takvi proteini mogu proci kroz niz dodatnih reakcija, dovode¢i do medusobnog
vezanja unutar i izmedu lanaca sa znac¢ajnom promjenom funkcije proteina, koji bi
zbog izrazito dugog Zzivotnog vijeka mogli imati ulogu u nastanku dijabeti¢nih
komplikacija (93).

3. kroni¢na dijabeticna hiperglikemija moze proizvesti oksidativni stres u stanicama
dovode¢i do obilnog stvaranja "krajnjih toksi¢nih produkata oksigenacije" ukljucujuci
perokside, superokside 1 slobodne radikale kisika (90). Iako su ove posljednje
molekule kratkog vijeka, njihova produkcija moze biti trajno poviSena kao rezultat

kroni¢nih promjena prikladnih metabolic¢kih puteva.
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1.3.3.2. Metabolicke nepravilnosti i ostali ¢imbenici

a) Put sorbitola

Od enzimskih mehanizama koji su predlozeni kao uzrok retinopatije i drugih
komplikacija dijabetesa put sorbitola je naj€es$¢i. To ime je dano slijedu reakcija koje
sadrzavaju enzim aldoza-reduktazu i sorbitol dehidrogenazu, koje se pojavljuju u
mnogim stanicama (88). KoriStenjm reduciranog oblika trifosfopiridin nukleotida
(NADPH) aldoza-reduktaza reducira veliki broj aldoznih Secera u svoje Sec¢erne alkohole.
Mnogi od njih mogu biti oksidirani u keto Sefere pomocu sorbitol dehidrogenaze.
Glukoza se reducira u sorbitol, koji se naposljetku oksidira u fruktozu, ali medu aldoznim
Secerima, glukoza je relativno lo§ supstrat za aldoza-reduktazu, tako da aldoza-reduktaza
ne djeluje u ovom putu osim ako razina glukoze nije visoka kao u nekontroliranoj
hiperglikemiji. Kako galaktiol nije supstrat za sorbitol dehidrogenazu, njegova
intracelularna razina se povecava i brze od sorbitola u osjetljivim stanicama, te je zato
galaktoza Cesto koriStena u objasnjenju ucinaka sorbitola u dijabeticnim komplikacijama.

U svom eksperimentalnom radu Engerman i Kern (94) su zabiljeZili gubitak pericita,
mikroaneurizme i kapilarnu acelularnost kod nedijabeti¢nih pasa kojim su davali hranu
obogacenu galaktozom tijekom perioda duzeg od tri godine. To istraZivanje proSireno je
dodatkom i inhibitora aldoza - reduktaze, ali rezultati su oprecni. Kador i sur. (25, 95), te
Robson i suradnici (38, 39, 96) su objavili da je razvoj dijabeti¢ne retinopatije u ovakvim
uvjetima izrazito usporen, za razliku od rezultata Engermana (97) koji nije mogao

pronaci nikakvo smanjenje u tezini komplikacija.
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Postoje dva klinicka ispitivanja inhibitora aldoza-reduktaze kod Iljudi s
dijabeti¢nom retinopatijom. U oba klinicka ispitivanja primjena inhibitora aldoza-

reduktaze nije se pokazala uspjesna u redukciji retinopatije i neuropatije. (19)

b) Oksidacijski stres

Metabolicka oksidacija glukoze =zavrSava oksidacijskom fosforilacijom 1
respiracijskim lancem u mitohondrijima u kojim se stvaraju najvece koli¢ine ATP —a.
U tim procesima sudjeluje molekularni kisik, a kao krajnji oksidans nastaje H,O,, ali se i
mala koli¢ina O, pretvara u slobodni superoksidni radikal O, (98) koji se dalje moze
pretvarati u druge reaktivne spojeve kisika (ROS) ili reaktivne duSikove spojeve (RNS) .
Stani¢na oSte¢enja koja mogu izazvati slobodni kisikovi radikali i ostali ROS sprjecavaju
se djelovanjem glavnog stani¢nog antioksidansa reduciranog glutationa (99, 100), cije
odrzavanje je pod kontrolom enzima glutation-reduktaze. Kad stani¢no antioksidacijsko
djelovanje nije dostatno u odrzavanju ravnoteze jakim oksidacijskim djelovanjem zbog
velikih koli¢ina ROS-a. nastaje stanje koje nazivamo oksidacijski stres. Rezultat toga su

velike koli¢ine slobodnih kisikovih radikala i trajno oStecenje stani¢ne strukture.
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¢) Upalni citokini

Postoje mnogi dokazi da upala ima vaznu ulogu u patogenezi dijabetesa, kao i u
aterosklerozi (101).

Povecane vrijednosti sistemskih upalnih pokazatelja nadene su u osoba oboljelih od
dijabetesa, ali nisu Cesti radovi koji ih usporeduju s dijabeticnom retinopatijom (102).

Citokini su proteini niske molekularne tezine od 8-80 kD (kilodaltona) koji
reguliraju jainu 1 trajanje imunoloskog upalnog odgovora. Stanice koje ih luce djeluju
autokrino na svoje stanice, parakrino na susjedne i endokrino na udaljene stanice (103).

Ima vise podjela citokina, a Roitt ih dijeli na: interleukine, interferone, ¢imbenike
nekroze tumora, ¢cimbenike rasta, ¢cimbenike koji stimuliraju kolonije i kemokine (103).
Citokini se Cesto klasificiraju prema njihovoj pro-upalnoj (TNF, IL-1, IL-12, IL-18,
IFN-T) ili protu-upalnoj (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-P) aktivnosti, a u odnosu na
patofizioloSka zbivanja ateroskleroze na pro - ili protu - aterogene.

Selektivni deficit sinteze IL-12 uzrokovan deficijencijom 12/15 — lipooxygenaze
reducira ateroskleroti¢ni plak (104), a injekcija IL-12 u eksperimentalnih miSeva
stimulira razvoj lezije (105).

Dijabetes je vazan ¢imbenik rizika za aterotrombozu, a njegova se povezanost ne
moze objasniti samo konvencionalnim ¢imbenicima rizika. U osoba sa Se¢ernom boles¢u
tipa 2 upalna aktivnost je pove¢ana i snazno povezana s aterotrombozom.

Upalna aktivnost je povecana i u dijabetesu tipa 1, Sto je dokazano visokim

koncentracijama CRP-a (106) i TNF-a (107).
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Smatra se da je povecanje koncentracije ovih cimbenika djelomi¢no povezano s
hiperglikemijom i stvaranjem produkata glikemije, ali nije poznato koji drugi ¢imbenici
utjeCu na pojacanu aktivnost u dijabetesu tipa 1. Osobito nije razjasnjena tocna
povezanost produkata glikozilacije i endotelne disfunkcije.

Nije poznato utjeCe 1i prisutnost mikrovaskularnih komplikacija zajedno s
konvencionalnim ¢imbenicima rizika i endotelnom disfunkcijom na upalnu aktivnost.

Schmidt 1 kolege (108) su koriste¢i se podacima "Atherosclerosis Risk in
Communities Study " prvi pokazali da razliciti pokazatelji upale ukljucujuéi leukocite,
fibrinogen 1 sijalinsku kiselinu, predskazuju razvoj dijabetesa tipa 2 u populaciji srednje
dobi.

U Eurodiab prospektivnoj studiji 2003.g. M.Schram 1 sur. (109) su pokazali da su
razmjeri upale u dijabetiCara povezani sa spolom, trajanjem dijabetesa, kontrolom
glikemije, indeksom tjelesne mase (BMI), HDL kolesterolom, trigliceridima i sistolickim
krvnim tlakom. Tom studijom su pokazali da je u dijabetesu upalna aktivnost snazno
povezana i s adhezijskim molekulama i pokazateljima endotelne disfunkcije, VCAM — 1 i
E- selektinom. To je pokazalo da endotelna disfunkcija igra vaznu ulogu u upalnoj
aktivnosti povezanoj s bolesti, kao 1 da su konvencionalni ¢imbenici rizika i endotelna
disfunkcija vazne determinante bez obzira na prisutnost ili odsutnost komplikacija (109).

Povezanost proupalnog citokina IL-12 i dijabeti¢ne retinopatije prvi put se u
literaturi spominje 1998. godine (110), a od tada su objavljena jo§ samo cetiri rada (111-
114).

Hiperglikemija, slobodni radikali kisika i upalni citokini dovode do aktivacije
stresnih mitogenima aktiviranih protein — kinaza (MAP kinaza), Cija aktivacija moze
dovesti do promjena transkripcije razlicitih proteina. Posljedica toga moze biti aktivacija
drugih signalnih puteva, a konac¢no i razvoj dijabeti¢nih komplikacija (115).

Aktivacijom MAP - kinaza fosforilira se aktivacijsko-transkripcijski faktor 2 (ATF-

2), a krajnji rezultat je apoptoza, tj. stanicna smrt (116).
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d) Diaglicerol i protein kinaza C

Mehanizam kojim hiperglikemija i galaktozemija mogu stimulirati bioloske puteve
vode¢i u dijabeticne komplikacije, ali bez aktivacije aldoza-reduktaze predlozili su Xia i
suradnici (117).

Oboje, dijabetes 1 galaktozemija mogu stvoriti u nekoliko mjeseci povisene
vrijednosti diaglicerola (DAG) u stanicama mreZnice 1 aorte kod pasa, koja se ne moze
prevenirati sorbitolom. Poviseni DAG vodi u pove¢anu aktivnost enzima protein kinaze
C (PKC) (118).Povisene vrijednosti DAG-a i aktivnost PKC-a u mreznicama dijabeti¢nih
Stakora koreliraju sa smanjenim krvnim protokom i mogu se korigirati specificnim
inhibitorom B-izoforme PKC, koja je takoder specificno aktivirana vaskularnim

endotelnim ¢imbenikom rasta VEGF-om (119).

37



e) Cimbenik rasta vaskularnog endotela i ostali ¢imbenici rasta

Michaelsonova originalna pretpostavka da "¢imbenik X" kojeg stvara mreznica
stimulira neovaskularizaciju, ¢ini se istinitom, iako je pri¢a mnogo kompliciranija nego
je autor mogao pretpostaviti 1948. godine (120). Peptidni ¢imbenici rasta za koje se u
pocetku smatralo da su najvjerojatniji stimulatori neovaskularizacije bili su ¢imbenici
rasta fibroblasta (PGF), obitelj acidoznih i1 baznih proteina izvorno izoliranih iz mozga,
kao 1 iz drugih tkiva koji potic¢u proliferaciju raznih tipova stanica, posebno vaskularnog
endotela.

Najopseznije istraZzen angiogeni ¢imbenik, koji se odnosi na neovaskularne bolesti
mreznice je VEGF. Najprije je otkriven kao molekula koja povecava propusnost zila, pa
je njegov drugi naziv "¢imbenik vaskularne propustljivosti".

Ekspresija VEGF-a je u tkivima regulirana raznim ¢imbenicima, ali kod PDR od
osobitog je znaCenja hipoksija.

Razine VEGF- a u staklovini pacijenata koji su podvrgnuti vitrektomiji zbog PDR
su znacajno poviSene u usporedbi s osobama kojima je vitrektomija uradena zbog
neproliferativnih uzroka (121),

VEGF u mreznici lu¢e RPE, Mullerove i ganglijske stanice (122), a izravno djeluje
na endotelne stanice smanjujuci sadrzaj proteina, povecavajuci fosforilaciju 1 uzrokujuci
povecanu propustljivost.

Terapijski postupci koji sprje€avaju stvaranje 1 djelovanje VEGF-a davanjem
intravitrealnih injekcija VEGF protutijela znacajan su napredak u lijeCenju DR (123,

124).
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1.3.4. Klini¢ka slika

Dijabeticna retinopatija kao vaskularna komplikacija Se€erne bolesti jedna je od
vodecih uzroka sljepoce u svijetu.

U Wisconcin epidemioloskoj studiji od dijabeti¢ne retinopatije slijepo je 3,6 %
mladih pacijenata s dijabetesom tipa 1 1 1,6% pacijenata tipa 2 (125).

Iako postoje mnoge studije, patogeneza dijabetiCne retinopatije nije jo$ u
potpunosti razjaSnjena.

Smatra se da je u zemljama zapadnog svijeta 12% svih sljepo¢a uzrokovano
dijabetesom, koji je vodeé¢i uzrok novonastale sljepoée medu populacijom od 20 do 74
godine (126).

Incidencija 1 prevalencija gubitka vida 1 sljepo¢e zbog DR se ne smanjuje unato¢
svim metodama prevencije (127). Do otkri¢a inzulina pacijenti s razvijenom dijabeticnom
retinopatijom bili su izuzetno rijetki jer su umirali prije nego su se komplikacije mogle
razviti.

DR se odlikuje okluzijom kapilara, mikrovaskularnim lezijama uz krvarenje, edem i
eksudate, te neovaskularizacijom i glijalnom proliferacijom uz podruc¢je mrezni¢ne
ishemije (128).

Okluzija kapilara javlja se u ranoj fazi dijabeti¢ne retinopatije 1 smatra se uzrokom
neovaskularizacije (129).

Toc¢an mehanizam nastanka promjena cirkulacije mreZznice u bolesnika sa Se¢ernom
boles¢u 1 dalje je nepotpuno razjaSnjen, a istrazivanja u posljednjih desetak godina
ukazuju na mogucu upalnu ulogu u njenom nastanku (101,130).

Poznato je da tkivna hipoksija moze rezultirati stani¢nom upalom, ukljucujuéi i

infiltraciju makrofagima na mjestu hipoksije (131).
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U dijabeti¢noj retinopatiji spominje se da je upravo hipoksija pokretac svih
patofizioloskih zbivanja (101).

Makrofagi mogu pokazati i anti-angiogene i pro-angiogene funkcije, ovisna o
njihovoj polarizaciji, a kao rezultat djelovanja citokina u tkivima (132). Nakon
stimulacije interferonom gama (IFN-y) 1 stimuliraju¢im ¢imbenikom kolonije granulocita
(GM CSF- engl.granulocyte macrophage colony stimulating factor) makrofagi proizvode
velike koli¢ine IL-12, IL-23, IL-6, TNF a (engl.tumor necrosis factor alpha) i male
koli¢ine IL-10 (132). Ovakav klasi¢ni makrofag ili M1 makrofag pokazuje antiangiogeni
fenotip 1 ima proupalno djelovanje. M2 makrofagi su stimulirani u prisutnosti IL-10, IL-4
ili IL-13 1 proizvode puno protuupalnog citokina IL-10, a malo proupalnih citokina.

Zajedno s endotelom krvnih zila retine, pigmentni epitel retine ¢ini krvno-mrezni¢nu
barijeru izolirajuéi straznji segment oka od ostalog dijela tijela, naroCito od upalnih
stanica (22).

U literaturi se spominje da su neka patoloska stanja kao npr. uveitis ili DR povezana
s oSte¢enjem krvno-mrezni¢ne barijere 1 infiltracijom retine T-limfocitima, neutrofilima s
lokalnom sekrecijom raznih citokina (101).

Sve navedeno moze okarakterizirati mreZznicu kao tkivo jakih imunoloSkih zbivanja.

DR se dijeli i klasificira kao neproliferativna (NPDR) 1 proliferativna dijabeti¢na
retinopatija (PDR).

Neproliferativnu dijabeticnu retinopatiju karakteriziraju mikoraneurizme,
krvarenja u mrezZnici, eksudati, intraretinalne vaskularne abnormalnosti i venske

abnormalnosti (kruni¢aste vene), a po tezini promjena se klasificiraju u tri stupnja:
a) blaga

e najmanje jedna mikroaneurizma

e mrezni¢no krvarenje u jednom kvadrantu

40



b) umjereno teska
e mrezni¢no krvarenje najmanje u jednom, a manje od Cetiri kvadranta
e meki eksudati (engl. cotton-wool spot)

e Kkrunicaste vene

c) teska
e krvarenje i mikroaneurizme u sva Cetiri kvadranta
e abnormalnosti kalibra vena u najmanje dva kvadranta

e intraretinalna mikrovaskularna abnormalnost u jednom kvadrantu

Intraretinalne hemoragije oftalmoskopski su vrlo slicne mikroaneurizmama, vidljive su

kao crvene tocke, ali za razliku od mikroaneurizama ima nejasne granice i vece su.

Proliferativna dijabeti¢na retinopatija je rjedi, ali tezi oblik DR i obuhvaca 15 % svih
oblika DR.
Karakteriziraju je:

e neovaskularizacije

e hemoragije

e rubeoza Sarenice

e trakcijska ablacija mreZnice
Postoje dva stupnja:

e rani

e visoko rizi¢ni
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1.3.5. Dijagnoza

U postavljanju dijagnoze DR koriste se slijedeée pretrage:

1. detaljan pregled o¢nog dna
e direktna i indirektna oftalmoskopija
e Dbiomikroskopski pregled s kontaktnim i nekontaktnim lupama
. gonioskopija
. stereofotografija fundusa za dokumentaciju (133)
. ultrazu¢ni pregled kod zamucéenih o¢nih medija
. vidno polje (134)
. fluoresceinska angiografija (135)

. ispitivanje vida za boje (136)

00 N N N B~ W

. OCT (engl. optical coherence tomography) koristi lasersku zraku
infracrvenog spektra u prikazu o¢ne pozadine (137)
9. HRT- Heidelberg retina tomograph je trodemenzionalni prikaz retine (138)
10. elektrodijagnostika (elektroretinografija, vidno evocirani potencijali)
(139, 140)

11. kvantitativna vitrealna fluorometrija (141)
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1.3.6. Lijecenje

Lijecenje dijabeti¢ne retinopatije znacajno se je razvilo u proSlom stoljecu.
Prije otkrica fotokoagulacije bile su ogranicene mogucnosti lijeCenja komplikacija
dijabetesa. PokusSaji odstranjenja hipofize i guSterace imali su minimalan pozitivni
ucinak, ali i teSke komplikacije kao hipotenziju, sterilitet, ¢ak i smrtni ishod (142).

Noviji nacini terapije su uz fotokoagulaciju, intravitrealna aplikcija anti-VEGF-a
(eng. vascular endothelial growth factor) (123, 124, 130) i triamcinolona (143, 144).

SprjeCavanje 1 usporavanje razvoja DR kontrolom i regulacijom ¢imbenika rizika

osnovni je cilj u lije€enju DR.

1.3.6.1. Laserska fotokoagulacija

Laserska fotokoagulacija (LF) mreZnice je metoda izbora u lije€enju DR (145,
146).

Pojam LASER je skracenica od engl. Light Amplification by Stimulated Emmision
of Radiation $to bi u prijevodu znacilo: Pojacano svjetlo stimulirano emisijom zracenja.
Glavne karakteristike lasera su: koriStenje zrake svjetlosti jedne valne duljine
(monokromati¢nost), zrake su usmjerene u istom pravcu (prostorna koherencija) 1
prakticki izbijaju istodobno (vremenska koherencija).

Laserski u¢inak na oku je apsorpcija laserske zrake i pretvorba svjetlosne u toplinsku
energiju.

Veliku mo¢ apsorpcije imaju pigmenti mreznice: melanin, ksantofil i hemoglobin
(147). Melanin najbolje apsorbira svjetlo, a njegova apsorpcija se smanjuje porastom

valne duljine. Roznica, le¢a i staklovina imaju malu mo¢ apsorpcije.
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U klini¢koj praksi najrasprostranjeniji su argon laseri koji su u poc¢etku imali plavo -

zeleni spektar (148).

Kako plavi laser Siri previSe energije u okolna tkiva, Stetan je za makularno podrucje

jer ga apsorbira makularni ksantofil, pa je zamijenjen uredajima koji koriste samo zeleno

svjetlo valne duljine 514,5 nm (148).

Diodni infracrveni mikropulsni laser valne duljine 810 nm u dana$nje je vrijeme sve

je vise u uporabi (149).

Prednosti su mu sljedece:
e selektivna koagulacija RPE
e izostanak provodenja topline u okolinu

e vrlo malo ili nikakvo oSteé¢enje fotoreceptora

Nedostaci sumu :
¢ loSija apsorpcija u hemoglobinu

e teza okluzija mikroaneurizmi

Indikacije za LF mreZnice su:
e teSki oblik DR
e PDR

e klinicki znac¢ajan edem makule
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Osnovni nacini fotokoagulacije mreznice su:
e fokalna kod klinicki signifikantnog makularnog edema

e izravna na neovaskularizaciju

e panretinalana ili "sccater"- rastresita fotokoagulacija kod PDR ili vrlo teske

NPDR

1.3.6.2. Farmakolo$ka sredstva

Mnogo je bezuspjesnih pokusaja lijeCenja dijabeti¢ne retinopatije lijekovima kao

npr. vazodilatatorima, antikoagulansima, vitaminima.
U novije vrijeme ohrabruju rezultati intravitrealne aplikacije:
a)  kortikosteroida — Triamcinolon (143, 144)
b) antagonista vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (123, 124)
e Pegaptanib (Macugen)
e Bevacuzimab (Avastin)

e Ranibicuzimab (Lucentis)

Studije koje ispituju djelovanje lizinoprila, inhibitora aldoza- reduktaze, protein kinaze C

su u daljnjem razmatranju (150).
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1.3.6.3. Vitrektomija

je operacijski zahvat odstranjenja staklovine i proliferativnih membrana kroz
bjeloo¢nicu na podrucju pars plana cilijarnog tijela (4-5 mm od limbusa), jer je taj dio
oka oskudno vaskulariziran i ne krvari.
Indikacije za ovaj nacin lijecenja kod dijabetic¢ara su:
a) krvarenja u staklovini
b) proliferativni oblik dijabeti¢ne retinopatije

c) trakcijska ablacija mreznice

1.4 CITOKINI

Citokini su regulatorne proteinske molekule veli¢ine od 8-80 kD (kilodaltona).
Rijec citokini izvedena je iz rije¢i grékog podrijetla "cytos" u znafenju stanica i "kine" u
znacenju micati se (103). Danas poznajemo preko 30 razli€itih citokina.

Sudjeluju u svim fazama imunoloskih reakcija, a najceS¢e su zastupljeni u efektornim
fazama urodenog 1 steCenog imuniteta.

Luce ih brojne stanice: makrofagi/ monociti, dendriticne stanice, svi limfociti T,
limfociti B, stanice epitela, stromalne stanice timusa i koStane srzi, mastociti, eozinofili,
granulociti, fibroblasti, osteoklasti, endotelne stanice, keratinociti, hepatociti, trombociti,

megakariociti 1 drugi.
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Igraju centralnu ulogu u pozitivhom i negativnom reguliranju imunoloskih reakcija koje
povezuju imuni s hematopoetskim, endokrinim i Ziv€anim sustavom. Nema imunoloskog

odgovora bez produkcije citokina.

Osnovna zajednicka svojstva citokina:

e jedna stanica moze luciti vise citokina

e razliciti tipovi stanica mogu producirati isti citokin

e jedan citokin moze djelovati na vise razlicitih tipova stanica

e viSe razlicitih citokina moze ispoljiti istu aktivnost

e jedan citokin moZze stimulirati ili inhibirati produkciju drugih citokina

¢ jedan citokin moZe potencirati (sinergizam) ili inhibirati djelovanje (antagonizam)
drugog citokina

¢ uglavnom djeluju lokalno - autokrino i parakrino, rjede endokrino

e svoju aktivnost ispoljavaju vezujuéi se za receptore

Citokini su glasnicke molekule koje prenose signale iz jedne stanice u drugu, mogu
stanici prenijeti signal za proliferaciju, diferencijaciju, sekreciju dodatnih citokina,
migraciju i smrt. Jedna od najvaznijih citokinskih grupa su inteleukini, jer sadrZe citokine
koji se ponaSaju kao komunikatori izmedu leukocita.

Priblizno 30 interleukina je opisano do danas (IL- 1 do IL-33), a neki bez sumnje joS
¢ekaju kad ¢e biti otkriveni.
Ostale citokinske obitelji ustanovljene su prema svojim sposobnostima podupiranja
proliferacije hematopoetskih prekursora (¢imbenici stimulacije kolonija) ili citotoksi¢ne
aktivnosti prema transformiranim stani¢nim tipovima (tumor nekrotiziraju¢i ¢imbenici)
ili prema sposobnosti interferencije s virusnom replikacijom (interferoni). Za razliku od

endokrinih hormona, ve¢ina citokina djeluje lokalno na parakrini ili pak autokrini nacin.
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Zato citokini koji potjecu iz limfocita rijetko postoje u cirkulaciji, ali nelimfoidne
stanice, potaknute bakterijskim produktima otpustaju citokine koji se mogu detektirati i u
krvnom optoku, ¢esto na Stetu domacina. Septicki Sok, primjer je stanja opasnog po zZivot,
a rezultat je masovne produkcije citokina kao Sto su TNF i IL-1, kao odgovor na

bakterijsku infekciju.

1.4.1. Receptori citokina

Citokini sudjeluju u signalizaciji preko ligandom inducirane homo ili
heterodimerizacije podjedinica citokinskih receptora.

Postoje dva puta aktivacije, jedan preko janus kinaze (JAK-STAT) i drugi preko
Ras-MAP kinaze (103).

Clanovi citokinske receptorske superobitelji (hematopoetinski receptori) nemaju
kataliticku domenu, ali su konstitutivno povezani s jednom ili vi$e janus kinaza.

Janus kinaze (JAK ili engl. Just another kinase) je obitelj tirozin kinaza koje prenose
citokinski signal preko JAK-STAT puta. Prvo su nazvani "just another kinase", ali je
kona¢no prihvaceno ime "Janus kinase".

Ime Janus (latinski ianua-vrata) u prijevodu je rimski bog vremena, pocetka 1 ulaska u
radove. Ima glavu s dva lica od kojih jedno mladenacko, a drugo staracko.

Postoje cetiri €lana obitelji Janus kinaza u sisavaca JAKI, JAK2, JAK3 i Tyk2
(tirozin kinaza 2) i svi fosforiliraju svoje supstrate na tirozinskim ostacima.

Nakon citokinski inducirane dimerizacije receptora, Janus kinaze se reciprocno
fosforiliraju i aktiviraju se uzajamno. Aktivha JAK fosforilira specifi¢ne tirozinske
ostatke na citoplazmatskom repu receptora i tako tvori "sidriSte" za clanove STAT
(prenositelj signala 1 aktivator transkripcije ili engl. Signal transducers and activators of

transcription) obitelji koja sadrzi SH2 domenu, te je transkripcijski ¢imbenik.
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STAT-ovi se nalaze u citoplazmi u inaktivnom stanju, ali nakon aktivacije receptora
za citokine (preko svoje SH2 domene) postaju fosforilirani Janus kinazom, dimeriziraju
se 1 odvajaju se od receptora. Dimerizirani STAT-ovi prelaze u jezgru aktivirajuéi

transkripciju gena (slika 5).

Slika 5. Aktivacija citokinskog receptora i prijenos signala
(Delves P, Martin S, Burton D, Roitt I. Roitt’s Esssential Immunology 11 t edition
London. Blackwel Publishisng 2009;189.)
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Sedam verzija STAT-ova je opisano kod sisavaca 1 svaki igra vaznu ulogu u prenosenju
signala citokinima. Jedan citokin obi¢no aktivira nekoliko STAT-ova kako bi pojacao
svoj bioloski ucinak. Vezivanje citokina za specifi¢éni membranski receptor potrebno je za
biolosku aktivnost citokina.

Receptori su gradeni od dva polipeptidna lanca, od kojih je jedan specifiCan i1 za
njega se veze citokin, a drugi je nespecifican i funkcija mu je prenijeti signal u stanicu.
Ekspresiju receptora moze potaknuti hormon, antigen ili neki drugi citokin (111).
Citokinski receptor se moze ispoljiti nakon podrazaja ili se pojaviti spontano tijekom

ciklusa (111).
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1.4.2. Interleukin 12

Interleukin 12 je glikoproteinski heterodimer od 75 kD. Sinonimi su mu NKSF

(engl. natural killer cell stimulatory factor) i CLMF (engl. cytotoxic lymphocyte
maturation factor).
Sastoji se od dvije nejednake, genetski nesrodne podjedinice: p35, koja je srodna IL-6 1
G-CSF, i vece podjedinice, p40, koja je sli¢na topljivom receptoru za IL-6, $to ukazuje da
je nastao od citokin topljivog receptorskog kompleksa. Podjedinica p40 je odgovorna za
vezivanje s receptorom i aktivnost IL-12.

Luce ga monociti/makrofagi, limfociti B i mastociti vezivnog tkiva. Pri tome, p40
uglavnom luc¢e limfociti B u prisustvu aktivnog IL-12. Bioloski djeluje preko receptora
koji se nalaze na pomagackim limfocitima T, NK i limfocitima B.

Receptor za IL-12 se sastoji od dvije podjedinice. Neophodna je koekspresija obje

podjedinice da bi se ostvarilo mjesto vezivanja s visokim afinitetom.

IL-12 je multifunkcionalni citokin i bioloSke funkcije su mu:

a) diferencijacija Th1 i ThO

b) stimulacija Thl, Tcl i NK na povec¢ano lucenje IFy i TNF

¢) stimulacija makrofaga na pojacanu fagocitozu preko IFy kojeg lu¢e Th1,Tcl i NK

d) zajedno s IL-18 stimulira diferenciranje u Th1,Tcl i NK stanica i makrofaga da
preko limfocita B formiraju AFC (antibody forming cells) na T nezavisni antigen
(urodeni imunitet)

e) povezuje urodeni i ste€eni imunitet

f) djeluje kao endogeni adjuvant, pa se rekombinirani IL-12 koristi u cjepivima da bi

potaknuo celularne reakcije imunog aparata
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2. CILJEVIIHIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Glavni cilj istraZivanja ove doktorske disertacije je :

Odrediti koncentracije citokina IL-12 u serumu 1 o¢noj vodici dijabeti¢ara tipa 2 :
e bez dijabeti¢ne retinopatije
e s netretiranom dijabeticnom retinopatijom

e laserski tretiranom dijabeti¢cnom retinopatijom

Dobivene vrijednosti usporediti izmedu grupa, kao i s koncentracijama kod pacijenata

koji ne boluju od dijabetesa.

Sporedni cilj je:

a) konvencionalnim ¢imbenicima rizika za DR :
e spol
e dob
e trajanje dijabetesa
e (jelesni indeks mase (engl BMI)
e pusenje
e krvni tlak
e GUK
e glikozilirani hemoglobin- HbA .
e (trigliceridi

e kolesterol
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b) pokazateljima upale
e sedimentacija eritrocita
e CRP

e fibrinogen

U ovoj studiji postavljene su sljedece hipoteze:

e Poremecaj lokalne homeostaze tj. povecanje koncentracije proupalnih citokina u
oku povezano je s prisutnos¢u dijabeti¢ne retinopatije.

e Koncentracija IL-12 u oc¢noj vodici je veéa u dijabeti¢nih pacijenata s
dijabeti¢nom retinopatijom bez laserskog lije€enja mreZznice u usporedbi s
a) pacijentima bez dijabetesa
b) dijabetiCarima bez dijabeti¢ne retinopatije
c) dijabetiCarima s dijabeticnom retinopatijom nakon laserskog lijecenja

mreznice.

e Koncentracije IL-12 u serumu dijabeticara, s ili bez dijabeti¢ne retinopatije i
osoba bez dijabetesa se razlikuju.

e Postoji pozitivna korelacija koncentracije IL-12 u serumu s duljinom trajanja
dijabetesa, BMI-om, HDL kolesterolom, trigliceridima, sistolickim tlakom i
puSenjem.

e Ne postoji pozitivna korelacija IL-12 u oc€noj vodici s duljinom trajanja
dijabetesa, BMI-om, HDL kolesterolom, trigliceridima, sistolickim tlakom 1

pusenjem.
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3. METODE ISPITIVANJA
a) Ispitanici

Ispitanici su bolesnici O¢nog odjela OB Dubrovnik kojima je postavljena indikacija za

operaciju mrene.

U istraZivanje su ukljucene 4 skupine ispitanika:

1. ispitanici bez Secerne bolesti koji imaju negativnu obiteljsku anamnezu za Secernu
bolest

2. ispitanici oboljeli od Se¢erne bolesti bez znakova dijabeti¢ne retinopatije

3. ispitanici oboljeli od Secerne bolesti s neproliferativnim tipom dijabeti¢ne retinopatije,
a bez ikakvog tretmana na oku

4. ispitanici oboljeli od Secerne bolesti s neproliferativnim tipom dijabeti¢ne retinopatije,

koji su lijeceni laserskom fotokoagulacijom mrezZnice
Kriteriji uvrstenja:

Svi ispitanici su stariji od 60 godina i imaju o¢nu mrenu.
Duljina trajanja dijabetesa kod ukljucenih dijabeticara je 10 godina i viSe, a vrijeme od

posljednjeg laserskog lijecenja retine bilo je dulje od 6 mjeseci.

1z studije su isklju€eni ispitanici koji imaju druge ocne bolesti
a) upalne bolesti oka
b) glaukom
¢) pseudoeksfolijacijski sindrom

d) okluzivne i1 degenerativne bolesti mreznice
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b) Postupci
Postupci ove studuje ukljucuju:

1. Opcu i oftalmolosku anamnezu kao i sljedece varijable:

e dob

e spol

e trajanje dijabetesa
e terapiju

e obiteljsku anamnezu

e pusenje
e krvni tlak
e BMI

2. Laboratorijske parametre:

IL-12 u o¢noj vodici

e [L-12 userumu

e GUK

e HbLA,.

e kolesterol, HDL i LDL kolesterol,
e trigliceridi

e SE

e CRP

e fibrinogen



3. Kompletni oftalmoloski pregled

e vidnu ostrinu bez i s korekcijom na Snellenovim tablicama

e biomikroskopski pregled prednjeg segmenta oka u uskoj i proSirenoj zjenici

e mjerenje o¢nog tlaka Goldmanovim aplanacijskim tonometrom

¢ indirektnu oftalmoskopiju asfericnom lupom od +20 dioptrija

e pregled kontaktnom lupom Volk trans equator na biomikroskopu Haag Streit
BQ 900

e fotodokumentaciju na digitalnoj fundus kameri Zeiss Visucam lite (god.
2007.)

e fluoresceinsku angiografiju za dijabeticare na digitalnoj fundus kameri Zeiss

Visucam lite (god. 2007.)

Promjene na fundusu analizirane su 1 standandizirane na temelju fluoresceinske
angiografije, a podjela retinopatije izvrSena je prema Arlie House klasifikaciji koja je
primjenjena u multicentri¢noj studiji " The Early Treatement Diabetic Retinopathy Study
,» (ETDRS) (132).

Kvantitativna analiza IL-12 izvrSena je u Odjelu za medicinsku laboratorijsku
dijagnostiku KBC Split.

Sve operacijske zahvate uradio je isti oftalmolog O¢nog odjela Opce bolnice Dubrovnik.
Oc¢na vodica za analizu uzimala se tijekom operacije mrene. Kanilom se ru¢no aspiriralo
0,1-0,2 ml o¢ne vodice u inzulinsku Spricu te se uzorak prebacivao u kivete (Eppendorf,
Hamburg, Germany) i nerazrijeden zamrzavao u hladnjaku na - 80 °C. Neposredno pred
pocetak operacije uzimao se uzorak krvi nakon kubitalne venepunckije te se
centrifugirao i zamrzavao na - 80 °C . Uzorci o&ne vodice i seruma su se transportirali u

KBC Split na suhom ledu.

Mjerenje koncentracije 1L-12 je radeno uz pomoc¢ uredaja za ELISA tehniku (Elisys Uno

Human, Gesellschaft fur Biochemica und Diagnostica mbh, Wiesbaden, Germany).
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KoriStena su monoklonska protutijela protiv epitopa IL-12. Koncentracija IL-12 se
odredivala kolorimetrijski. Kvantitativna analiza IL-12 izvrSena je u Odjelu za

medicinsku laboratorijsku dijagnostiku KBC Split.

¢) Materijali

Za mjerenje koncentracije IL-12 koristio se kit IL-12+p40-EASIA (Enzyme Amplified
Sensitivity Immunoassay) KAP1561, BioSource Europe, Nivelles, Belgium.

d) Statisticki postupci

U analizi podataka koriStene su metode opisne i inferencijske statistike.

Od parametara opisne statistike koriSteni su: medijan 1 raspon (kod opisa kvantitativnih
varijabli) te proporcija (kvalitativne varijable). Medijan je konzistentno koriSten kao
mjera centralne tendencije budu¢i da su u nekim slucajevima razdiobe ispitivanih
varijabli zna€ajno odstupale od normalne razdiobe.

Glede postupaka inferencijske statistike, koristen je niz parametrijskih i neparametrijskih
statistickih testova. Neparametrijski testovi koriSteni su u slu¢aju kada preduvjeti
normalnosti razdiobe ispitivane kvantitativne varijable nisu bili zadovoljeni. Normalnost
razdiobe testirana je Kolmogorov-Smirnov testom.

Specifi¢no, kod usporedbe koncentracija IL-12 u o€noj vodici koriSten je neparametrijski
Kruskall-Wallis test, a parovi skupina su naknadno analizirani Mann-Whitney U-testom
uz koriStenje Bonferoni korekcije.

Analiza koncentracije IL-12 u serumu, provedena je pak jednosmjernom analizom

varijance (engl. one-way ANOVA).
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Budu¢i je Kolmogorov-Smirnov testom utvrdeno da razdioba koncentracije IL-12 u
serumu kod razli¢itih skupina ne odstupa znacajno od normalne (p>0,05), u ovom je
U korelacijskoj analizi koriSteni su Pearsonov koeficijent korelacije (serumske
koncentracije), te zbog odstupanja od normalnosti, Spearmanov koeficijent korelacije za
analizu koncentracija IL-12 iz o¢ne vodice.

KoriStena je razina znacajnosti od a=0,05. Sve statisticke analize izradene su u

racunalnom programu SPSS, verzija 13 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).
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4. REZULTATI

U studiju je bilo uklju¢eno ukupno 76 ispitanika raspodijeljenih u 4 skupine.
Ispitanika bez dijabetesa bilo je 24 (31,6%) (skupina 0); dijabeti¢ara bez dijabeti¢ne
retinopatije 12 (15,8%) (skupina 1); dijabetiCara s nelijjeCenom neproliferativnom
dijabeti¢énom retinopatijom 23 (30,3%) (skupina 2) i dijabeticara s laserski lije€enom

neproliferativnom dijabeti¢nom retinopatijom 17 (22,3%) (skupina 3) (Tablica 1).

Tablica 1. Prikaz broja ispitanika prema skupinama

Ispitanici Broj Postotak
0 24 31,6
1 12 15,8
2 23 30,3
3 17 22,3
Ukupno 76 100,0

ispitanici bez dijabetesa
dijabeticari bez dijabeti¢ne retinopatije

dijabeticari s nelijeCenom dijabeti¢nom retinopatijom

W NN = O

dijabeticari s laserski lijeCenom dijabeticnom retinopatijom
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Usporedba koncentracije IL-12 u o€noj vodici izmedu svih promatranih skupina izvedena
je neparametrijskim Kruskall-Wallis testom.

Test je ukazao na postojanje znacajne razlika izmedu skupina (x*(3,N=76)=27,137;
p=5,5%10"°), pri emu je skupina s nelije¢enom dijabeti¢kom retinopatijom imala daleko
najvece koncentracije IL-12 (Slika 1) (tablica 2).

Naknadnom usporedbom pojedina¢nih parova, provedenom neparametrijskim Mann-
Whitney U testom uz koriStenje Bonferoni korekcije, potvrdilo se postojanje statisticki
znacajne razlike izmedu skupine s nelije€enom dijabeti¢nom retinopatijom s jedne strane,
te ispitanika bez dijabetesa (p=4,82E-06), dijabetiCara bez retinopatije (p=2,26E-04), i
skupine s laserski lijeCenom retinopatijom (p=1,20E-06).

Smyjer te razlike kao i njena klinicka znacajnost moze se isc€itati sa Slike 6.

Izmedu ostalih skupina statisticki znacajne razlike nisu nadene (p od 0,12 do 0,265).
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Slika 6. Koncentracija IL-12 u o¢noj vodici kod 4 skupine ispitanika: 0-zdravi, 1-
dijabeticari bez retinopatije, 2- dijabeticari s nelijeCenom retinopatijom, 3- dijabeticari s

laserski lijeCenom retinopatijom
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Tablica 2. Vrijednosti IL-12 u o¢noj vodici po skupinama

Ispitanici Interleukin 12 u o¢noj vodici Izmjerene Standaz‘dna
vrijednosti pogreska
Srednja vrijednost pg/mL 3,08 0,85
Medijan pg/mL 0,65
L. Standardna devijacija 4,15
lsp}?ama bez Minimum pg/mL 0,00
dijabetesa -
Maximum pg/mL 13,50
Raspon pg/mL 13,50
Interkvartilni raspon 6,80
Srednja vrijednost ~ pg/mL 4,29 0,98
Medijan pg/mL 3,90
dijabeticari Stgn‘dardna devijacija 3,39
bez Minimum pg/mL 0,00
retinopatije Maximum pg/mL 10,60
Raspon pg/mL 10,60
Interkvartilni raspon 6,25
Srednja vrijednost ~ pg/mL 12,85 1,48
dijabeti¢ari | Medijan pg/mL 12,40
s nelijetenom | Standardna devijacija 7,12
dijabetiénom | Minimum pg/mL 0,00
retinopatijom | Maximum pg/mL 27,40
Raspon pg/mL 27,40
Interkvartilni raspon 10,10
Srednja vrijednost ~ pg/mL 1,15 0,56
dijabeti¢ari s | Medijan pg/mL 0,00
laserski Standardna devijacija 2,32
lijeCenom Minimum pg/mL 0,00
retinopatijom | Maximum pg/mL 8,50
Raspon pg/mL 8,50
Interkvartilni raspon 1,70
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Rezultati jednosmjerne ANOVE s 4 razliCite skupine ispitanika i serumskom
koncentracijom IL-12 kao zavisnom varijablom, pokazali su da u slufaju serumskih
koncentracija ne postoje znacajne razlike izmedu skupina, F (3, 75)=0,405, p=0,750.
Takav nalaz potkrijepljen je i slikom 7 na kojoj su graficki prikazani parametri razdiobe
IL-12 u serumu za 4 razlicite skupine, a izmjerene vrijednosti koncentracije 1L-12 u

serumu u tablici 3.
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Slika 7. Koncentracija IL-12 u serumu kod 4 skupine ispitanika: O - zdravi, 1- dijabeticari
bez renopatije, 2-dijabetiCari s nelijeCenom retinopatijom, 3-dijabeticari s laserski

lijeCenom retinopatijom .
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Tablica 3. Vrijednosti IL-12 u serumu po skupinama

Ispitanici Interlekin 12 u serumu Izmjerene | Standardna
vrijednosti | pogreska
Srednja vrijednost pg/mL 124,94 15,90
Medijan pg/mL 110,20
L. Standardna devijacija 77,89
lsg}?ama bez Minimum pg/mL 39,90
ijabetesa -
Maximum pg/mL 413,20
Raspon pg/mL 373,30
Interkvartilni raspon 76,08
Srednja vrijednost ~ pg/mL 141,63 26,34
Medijan pg/mL 102,55
dijabeticari St:?ln.dardna devijacija 91,24
bez Minimum pg/mL 51,70
retinopatije Maximum pg/mL 326,90
Raspon pg/mL 275,20
Interkvartilni raspon 155,60
Srednja vrijednost ~ pg/mL 141,60 15,16
dijabeti¢ari | Medijan pg/mL 120,00
s nelijeéenom | Standardna devijacija 72,69
dijabetiénom | Minimum pg/mL 21,60
retinopatijom | Maximum pg/mL 286,70
Raspon pg/mL 265,10
Interkvartilni raspon 114,10
Srednja vrijednost ~ pg/mL 119,80 15,32
dijabetiari s | Medijan pg/mL 123,00
laserski Standardna devijacija 63,17
lijeenom | Minimum pg/mL 11,30
retinopatijom | Maximum pg/mL 269,90
Raspon pg/mL 258,60
Interkvartilni raspon 82,80
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Analiza povezanosti koncentracija IL-12 u serumu i u o¢noj vodici pokazala je da kod
pacijenata bez dijabetesa postoji linearna povezanost izmedu dvije varijable, p=0,003
(slika 8) . To je dokaz da jedino zdrave osobe imaju intaktnu krvno-mrezni¢nu barijeru, a
nemaju poremecenu lokalnu produkciju IL-12.
Za napomenuti je da je ovakva povezanost nadena nakon uklanjanja vrijednosti koje
odskacu.

Kod nelije¢enih i lije¢enih pacijenata takva ovisnost pak nije utvrdena. Stovise, iz
slike 3 vidljivo je da su te vrijednosti IL-12 u oku skoro u potpunosti neovisne, pri cemu
kod lijecenih pacijenata vrijednost IL-12 u oku gotovo konstantno ima vrijednost 0, §to

ukazuje na izostanak ,,transporta IL-12* izmedu seruma i vodice.
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Slika 8. Povezanost koncentracije IL-12 u serumu i o¢noj vodici kod razli¢itih skupina
ispitanika 0-zdravi, 1-dijabetiCari bez retinopatije, 2-dijabetiCari s nelijeCenom

retinopatijom, 3- dijabetiCari s laserski lijeCenom retinopatijom
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Svi ispitanici bili su stariji od 60 godina (od 61 do 89 godina). Srednja dob svih ispitanika
bila je najniza u skupini s nelijeCenom retinopatijom i iznosila je 70,5 godina, a najvisa u
skupini bez dijabetesa. (Tablica 4).

U ispitavanju je viSe bilo Zena i to 48 (62%), dok je muSkaraca bilo 28 (38%) (Tablica
4).

Tablica 4. Prikaz ispitanika prema dobi i spolu

Skupine

Varijabla Isp.l.tan1c1 Dij apetlcar} 'bez Dij a.l.)evtlcarl s Dij abe.tl.c.atl S Statistika
bez dijabetesa retinopatije nelijeCenom laseski lijeenom
retinopatijom retinopatijom
(N=24) (N=12) (N=23) (N=17)
Dob 75.9 (63-89) 76.0 (61-87) 70.5 (61-83) 71.0 (61-80) p=0,043%
Spol
Jene 16 (67%) 10 (83%) 13 (57%) 9 (53%)
X2=3,42 df=3
p=0,3311
Muskarci 8 (33%) 2 (17%) 10 (43%) 8 (47%)

*Kruskall-Wallis test

1Pearson X2 test
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U svih ispitanika duljina trajanja dijabetesa, tj. vrijeme od postavljanje dijagnoze je dulje
od deset godina. Najdulje trajanje je u skupini s nelijeCenom dijabeticnom retinopatijom
— prosjecno trajanje 22 godine i ta skupina ispitanika se statisticki znacajno razlikovala,
po duljini trajanja dijabetesa, u usporedbi s ostale dvije skupine (p=0,001) (tablica 5).

U skupini ispitanika bez dijabeti¢ne retinopatije 65% bilo je na peroralnoj terapiji
antiglikemicima, a 35% na inzulinu. U skupini s razvijenom DR 82% ispitanika lije¢i se
inzulinom, a u skupini s DR tretiranom laserom najviSe ispitanika (66%) je na oralnim

hipoglikemicima (tablica 5).
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Tablica 5. Prikaz trajanja dijabetesa u godinama i vrste terapije po skupinama

ispitanika

Skupine ispitanika
0 1 2 3 Statistika
Duljina trajanja
dijabetesa 0 16 (11-30) 22 (11-36) 13 (10-21) P=0,001
(god)
Terapija
bez th 24(100%) - - -
dijeta ) ) ) 2 (17%)
peroralna _
terapija 15 (65%) 3(18%) 8 (66%)
inzulin - 8 (35%) 14 (82%) 2 (17%)
Duljina trajanja
terapije - 14 (0-30) 13 (3-29) 13 (6-21) p=0,725
(god)

Kruskall-Wallis test

ispitanici bez dijabetesa
dijabeticari bez dijabeti¢ne retinopatije

dijabeticari s nelijeCenom dijabeticnom retinopatijom

W NN = O

dijabeticari s laserski lijeCenom dijabeticnom retinopatijom
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Svi ispitanici bez dijabetesa imali su negativnu obiteljsku anamnezu za Se¢ernu bolest.

Pozitivnu obiteljsku anamnezu imali su dijabeticari bez dijabeti¢ne retinopatije u 35 %,

dijabetiari s nelijeCenom dijabeticnom retinopatijom 41 %, dok oni s lijeCenom

retinopatijom 47 % ( Tablica 6).

Pozitivna obiteljska anamneza statisticki se znaCajno razlikovala u dijabetiCara bez

dijabeti¢ne retinopatije u usporedbi s dijabeti¢arima koji su imali razvijenu dijabeti¢nu

retinopatiju lijecenu ili nelije¢enu X2=31,33 df=6 p<0,001.

Tablica 6. Prikaz obiteljske anamneze po skupinama

Skupine

Dijabeticari s

Dijabeticari s laserski
Ispitanici bez Dijabeticari bez nelije¢enom lijecenom
Varijabla dijabetesa retinopatije retinopatijom retinopatijom
(N=24) (N=12) (N=23) (N=17) Statistika
Obiteljska anamneza
Negativna 24 (100%) 15 (65%) 7 (59%) 3 (18%)
X2=31,33
Roditelji i 4 (18%) 4 (33%) 8 (47%) df=6 p<0,001
Rodaci - 4 (17%) 1 (8%) 6 (35%)

Pearson x2 test
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Vedina ispitanika ukljucenih u studiju bili su nepusaci, a u skupini bez retinopatije svi su
bili nepusaci. Nije bilo statisticki znacajne razlike prema pusSenju izmedu skupina

(Tablica 7).

Analiziraju¢i tjelesni indeks mase (BMI) svi ispitanici imali suindeks ve¢i od 25,0 .
Tjelesni indeks mase koristi se kao pokazatelj stupnja uhranjenosti, a predstavlja omjer

tjelesne mase u kilogramima i kvadrata visine u metrima.

BMI= m/h’

Ovaj parametar koristi se vrlo Cesto, ali ima svoje manjkavosti jer ne mjeri postotak
tjelesne masti.

Prava mjera uhranjenosti je omjer masnog i miSi¢nog tkiva. Prema vrijednostima BMI
osoba moZe biti gojazna, a imati uredan BMI, a isto tako imati prekomjernu tjelesnu
masu i ne biti gojazna. Primjer za to su neaktivne osobe koje imaju viSak masnog tkiva i
uredan BMI ili sportasi s visokim BMI 1 visokim udjelom miSi¢nog tkiva.

Najmanji BMI imali su ispitanici bez dijabetesa 25.9, a najve¢i ispitanci bez DR.
Ispitanici oboljeli od dijabetesa imali su statist¢ki znacajno ve¢i BMI u usporedbi s
ispitanicima bez dijabetesa P=0,006 (Tablica 7). Usporedbom ispitanika s dijabeticnom
retinopatijom s ispitanicima bez DR 1 laseriranim ispitanicima nisu nadene statisticki

znacajne razlike izmedu skupina.
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Tablica 7. Prikaz navike puSenja i tjelesnog indeksa mase po skupinama

Skupine

Dijabeticari bez

Dijabeticari s

Dijabeticari s

Ispitanici bez retinopatiie nelijecenom lijeCenom
Dijabetesa paty retinopatijom retinopatijom
Varijabla (N=24) (N=12) (N=23) (N=17) Statistika
PuSenje
Nepusaé 20 (83%) 12 (100%) 18 (78%) 10 (59%)
faX X2=8,86 df=6
Pusac 3 (13%) - 5 (22%) 6 (35%) p=0,1821
1 (6%)
Biv3i pusaé 1@% i
BMI(kg/m?)
25,7(19,5-34,1) 29,44(22,3-33,5) 28,13 (23,8-32,4) 28’9§7(22§’58' p=0,006%*

1Pearson 2 test

*Kruskall- Wallis test
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Vrijednosti glukoze u krvi statisticki su se znacajno razlikovale izmedu skupina p<0,001.

Najveci nivo GUK-a u skupinama dijabeti¢ara imali su ispitanici s lije¢enom DR, a

najmanji ispitanici bez DR.

Vrijednosti glikoziliranog hemoglobina podudara se s dobivenim vrijednostima glukoze u

krvi 1 statisticki se znacajno razlikuje izmedu skupina ispitanika p<0,001. (Tablica 8).

Tablica 8. Vrijednosti GUK.a i glikoziliranog hemoglobina po skupinama

Skupine

Ispitanici bez

Dijabeticari bez

Dijabeticari s

Dijabeticari s

" . " nelije€enom lijeenom
dijabetesa retinopatije . .. . .
retinopatijom retinopatijom
Varijabla (N=24) (N=12) (N=23) (N=17) Statistika
GUK
5,2 (4,0-6,3) 7,5 (5,2-17,1) 9,5 (5,3-17,7) 10,3 (7,2-20,8) p<0,001
(mmol/L)
HbA,,
(%) 5,5 (4,2-5,9) 7,0 (5,1-12,7) 7,4 (5,3-12,4) 8,5 (7,2-11,4) p<0,001

Kruskall-Wallis test
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Analizirane su i vrijednosti masnoca u krvi po skupinama ( Tablica 9). Srednje
vrijednosti triglicerida bile su od 1,5 do 2,3 mmol/L.

Najmanje izmjerene su u ispitanika bez dijabetesa, a najveée u dijabetiCara bez
retinopatije. Nije bilo statisticki znaCajne razlike izmedu cetiri skupine ispitanika
p=0,055.

Srednje vrijednosti kolesterola bile su od 4,9 do 6,4 mmol/L, a nije bilo statisti¢ki

znacajne razlike izmedu promatranih skupina p=0,342.

Srednje vrijednosti HDL kolesterola bile su vrlo ujednac¢ene izmedu skupina, s najnizom
vrijednosti u skupini s laserski lijeCenom retinopatijom, a najviSom u ispitanika bez
dijabetesa.

Nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike izmedu promatranih skupina p=0,903.

Srednje vrijednosti LDL kolesterola takoder se nisu statisticki znaCajno razlikovale

izmedu skupina p=0,365, a iznosile su od 3,2 mmol/L do 3,9 mmol /L.
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Tablica 9. Prikaz nivoa masnoéa u krvi prema skupinama

Skupine

Ispitanici bez

Dijabeticari bez

Dijabeticari s

Dijabeticari s

dijabetesa . .. nelijecenom lijeCenom
retinopatije . . . .
retinopatijom  retinopatijom
Varijabla (N=24) (N=12) (N=23) (N=17) Statistika
Trigliceridi
(mmol/L) 1,5 (0,8-2,8) 2,3(1,3-3,5) 2,0 (0,4-4,7) 1,6 (0,7-4,4) p=0,055
Kolesterol
(mmol/L) 5,9 (4,4-8,2) 6,4 (4,2-7,7) 4,9 (1,4-8,6) 5,4 (3,5-8,9) p=0,342
HDL kolesterol
(mmol/L) 1,5 (1,0-2,3) 1,4 (1,1-1,8) 1,4 (0,9-2,3) 1,3 (0,9-2,6) p=0,903
LDL kolesterol
(mmol/L) 3,8 (1,8-5,7) 3,9 (2,2-5,3) 3,3(0,9-5,9) 3,2 (1,3-25) p=0,365

Kruskall -Wallis test

Kako novija istrazivanja Sec¢ernu bolest povezuju s upalom analizirani su i pokazatelji

upale u serumu ispitanika 1 to: sedimentacija eritrocita, CRP 1 fibrinogen (Tablica 10).

Vrijednosti sedimentacije eritrocita bile su od 15 do 20 i nisu se statisticki znacajno

razlikovale izmedu skupina p = 0,097.

Izmjerene vrijednosti CRP najmanje su bile u skupini dijabetiCara s lijecenom

dijabeti¢nom retinopatijom, a najvece u skupini dijabeticara s nelijeCenom dijabeticnom

retinopatijom, ali se statisticki nisu znacajno razlikovale p = 0,817.

75




Dobivene vrijednosti fibrinogena u serumu nisu se statisticki zna¢ajno razlikovale izmedu

skupina p =0,262.

Tablica 10. Prikaz upalnih parametara u serumu po skupinama

Skupine

Ispitanici bez Dijabeticari s

Dijabeticari s

. Dijabeticari bez nelijeCenom lijeCenom
dijabetesa . .. . .. R .
retinopatije retinopatijom retinopatijom
Varijabla _
(N=24) (N=12) (N=23) (N=17) Statistika
Sedimentacija
(mm/h) 15 (5-34) 20 (4-45) 16 (6-37) 20 (8-40) p=0.097
CRP
(mg/L) 3,0 (0,0-9,1) 2,6 (0,5-16,9) 3,1(0,1-17,3) 1,8 (0,1-13) p=0.819
Fibrinogen
(g/L) 3,7(2,2-54) 3.9 (3,3-4,7) 3.8 (2,4-5,8) 4,1 (3,0-4,9) p=0.262

Kruskall-Wallis test
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U tablici 11 prikazani su svi ispitanici podijeljeni u dvije skupine i to obzirom na
postojanje dijabetesa.

U jednoj skupini su ispitanici bez dijabetesa, a druga skupina obuhvaca tri skupine
ispitanika zajedno: skupinu 1 ispitanike s dijabetesom bez dijabeticne retinopatije,
skupinu 2 s razvijenom ali nelijeCenom dijabeti¢nom retinopatijom i skupinu 3 s
razvijenom i laserski lijecenom DR.

Sve varijabele usporedene su izmedu te dvije skupine ispitanika i vidljivo je da se
dijabeticari prema nedijabeti¢arima statisticki znacajno razlikuju prema nivou glukoze,
glikoziliranom hemoglobinu i tjelesnom indeksu mase. Vrijednos sedimentacije je 0,05, a

u svim ostalim promatranim varijablama nema statiskicki znacajne razlike.
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Tablica 11. Usporedba dijabeti¢ara i nedijabeticara prema svim promatranim

varijablama
Skupine
Dijabeticari Ispitanici bez
Skupine 1+2+3 dijabetesa
Varijabla (N=52) (N=24) Statistika
Dob (god) | 72061-87) | 759(63-89) |  p=0,112%
Spol
Zene 32(62%) 16 (67%) X°=0.092
df=1 p=0,802"
Muskarci 20(28%) 8 (33%)
Pusenje
Nevpuvéaé 40(77%) 20 (83%) X?=0.979
Pugag 11(21%) 3 (13%) df=2 P=0,613"
Bivii pusac 12%) 1 (4%)
BMI (kg/m?) 28.6(22.3-37.2) | 25.7(19.5-34.1) p=0,001*
Sedimentacija(mm/h) 19(4-45) 15 (5-34) p=0,050%
GUK (mmol/L) .
9.9(5.2-20.8) 5.2 (4.0-6.3) =l 464107
Hbalc (%) 7.9(5.1-12.7) 5.5 (4.2-5.9) p=2,83%10""
Trigliceridi (mmol/L) |, 4 4 4 7) 1,5 (0.8-2.8) Pp=0,068*
Kolesterol (mmol/L) 5.8(1.4-8.9) 5.9 (4.4-8.2) Pp=0,480
HDL
Kolesterol(mmol/L) 1.4(0.9-2.6) 1.5 (1.0-2.3) =0,370°
LDL
kolesterol(mmol/L) 3.4(0.9-25) 3.8 (1.8-5.7) p=0,304*
CRP (mg/L) 2.7(0.1-17.3) 3.0 (0.0-9.1) p=0,597%
Fibrinogen (g/L) 3.9(2.4-5.8) 3.7 (2.2-5.4) p=0,191*

7Pearson y2 test

*Kruskall-Wallis test




U tablici br 12. prikazana je usporedba dijabetiCara s razvijenom retinopatijom i skupina
bez razvijene retinopatije.

Skupina dijabetiCara s razvijenom retinopatijom obuhvacéa dvije skupine ispitanika :
dijabeticare s nelijeCenom retinopatijom ( skupina 2) i dijabetic¢are s laserski lijeCenom

retinopatijom ( skupina 3).

Vidljivo je da se skupina ispitanika s razvijenom DR statisticki znacajno razlikuje prema
skupini u koje dijabeti¢na retinopatija nije razvijena prema dobi i duljini trajanja
dijabetesa i glikoziliranom hemoglobinu, a nema statisticki znacajne razlike prema svim

ostalim promatranim varijablama.
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Tablica br 12. Usporedba dijabeti¢ara s retinopatijom i bez retinopatije

Skupine
Dijabeticari
Dijabeticari s bez
retinopatijom retinopatije
Skupina 2+3 Skupina 1
Varijabla (N=40) (N=12) Statistika
Dob 71(61-83) 76.0 (61-87) | P=0,024*
Zene 22(55%) 10 (83%) x’=3.131
df=1
Muskarci 18(45%) 2(17%) | p=0,077"
Duljina
trajanja 20(11-36) 13 (10-21)
dijabetesa p=0,002%
Duljina
trajanja 14(0-30) 13 (6-21)
terapije p=0,579%
Obiteljska anamneza
Negativna 18(45%) 7 (59%) x’=1.314
Roditelji 2(30%) 4 (33%) df=2 .
Rodaci 9(23%) 1 (8%) p=0,518
Pusenje
Nepusa& 28(70%) 12 (100%) x’=4.680
Pusac 11(28%) - df=2
Bivii pugad 1(2%) - p=0.0967
BMI 28.4(22.6-37.2) 29,44 (22,3-
35,3) | p=0,578%
Sedimentacija 17.0(6.0-40.0) 20 (4-45) | p=0,258*
GUK 10.2(5.3-20.8) 7,5(52-17,1) | p=0,182*
Hbalc 8.3(5.3-12.4) 7,0 (5,1-12,7) | p=0,022*
Trigliceridi 1.8(0.4-4.7) 2,3 (1,3-3,5) p=0,182%
Kolesterol 5.3(1.4-8.9) 6,4 (4.2-7,7) |  p=0,146*
HDL
Kolesterol 1.4(0.9-2.6) 1,4 (1,1-1,8) p=0,712%
LDL
Kolesterol 3.2(0,9-25.0) 3,9 (2,2-5,3) p=0,158%
CRP 2.7(0.1-17.3) 2,6 (0,5-16,9) | p=0,720%
Fibrinogen 3.9(2.4-5.8) 393347 | p=0,712%

7Pearson y2 test

*Kruskall-Wallis test
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Analiziraju¢i korelaciju koncentracije IL-12 u serumu i o¢noj vodici s uobiCajenim
¢imbenicima rizika nije pronadena statisticki znacajna korelacija za dob, trajanje

dijabetesa, BMI, sistolicki tlak, HDL kolesterol, trigliceride i pusenje (tablice 13 1 14).

Tablica 13. Korelacija koncentracija IL-12 u serumu i uobic¢ajenih ¢imbenika

rizika
Varijabla IL-12 u serumu
p
dob (god) 0,255
spol 0,158
trajanje dijabetesa (god) 0,952
duljina pusenja (god) 0,176
BMI (kg/m”) 0,190
sistolicki tlak (mm Hg) 0,620
ukupni kolesterol (mmol/L) 0,855
HDL kolesterol (mmol/L) 0,204
trigliceridi (mmol/L) 0,536

Kruskall - Wallis test
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Tablica 14. Korelacija koncentracija IL-12 u o¢noj vodici i uobi¢ajenih

¢imbenika rizika

Varijabla IL-12 u oc¢noj vodici
P
dob (god) 0,156
spol 0,158
trajanje dijabetesa (god) 0,296
duljina pusSenja (god) 0,821
BMI (kg/m”) 0,290
sistolicki tlak (mm Hg) 0,991
ukupni kolesterol (mmol/L) 0,675
HDL - kolesterol (mmol/L) 0,725
trigliceridi (mmol/L) 0,093

Kruskall-Wallis test
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Usporedba koncentracije pokazatelja upale (SE, CRP i fibrinogen) i koncentracije 1L-12

u serumu i o¢noj vodici

znaCajne razlike ni po jednom parametru

sedimentaciju eritrocita.

prikazane su u tablici br 15 1 16 i ne pokazuju statisticki

za ofnu vodicu, a za serum samo za

Tablica 15. Korelacija koncentracija IL.-12 u serumu i pokazatelja upale

IL.-12 u serumu

Varijabla
p
SE (mm/h) p=0,005
CRP (mg/L) p=0,067
fibrinogen ( g/L) p=0,266

Kruskall-Wallis test

Tablica 16. Korelacija koncentracija IL-12 u o¢noj vodici i pokazatelja upale

IL-12 u oénoj vodici

Varijabla
p
SE (mm/h) p=0,416
CRP (mg/L) p=0,370
fibrinogen ( g/L) p=0,153

Kruskall-Wallis test
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5. RASPRAVA

Poznato je da je dugotrajna i neregulirana hiperglikemija najjaci riziéni
¢imbenik u nastanku DR (16, 17). U praksi se ipak mogu vidjeti pacijenti s dugotrajnim i
nereguliranim vrijednostima GUK-a, a bez znakova DR. Tako se kod osoba s visokom
kratkovidnoS¢u rijetko mogu vidjeti tezi oblici DR, a najviSe zbunjuju razlike u stupnju
DR izmedu oba oka iste osobe bez anatomskih i funkcionalnih razlika karotidnih i
vertebralnih krvnih Zila.

Sve navedeno klini¢ara navodi na razmisljanje o poremecaju homeostaze u oku,
koje je kao organ, uz postojanje krvno-mrezni¢ne barijere ,,zasticeno“ od okolnih
utjecaja. Navedeni nesrazmjer rizi¢nih ¢imbenika i klini¢ke slike bio je poticaj za izradu
ovog istrazivanja koje je trajalo od 2006. do 2010. g

U naSem istraZivanju ukljuceno je 76 ispitanika podijeljenih u cetiri skupine: 24
ispitanika bez dijabetesa, 12 dijabeti¢ara bez dijabeti¢ne retinopatije, 23 dijabetiCara s
nelijeenom neproliferativnom dijabetiénom retinopatijom 1 17 dijabetiCara s laserski
lijeCenom dijabeti¢nom retinopatijom. Ukupna prosje¢na dob svih ispitanika bila je 73,5
godine, najmladi je imao 61 godinu, a najstariji 89 godina, s neSto ve¢im udjelom Zena
(62%).

U svih ispitanika analizirana je koncentracija IL - 12 u serumu i u oc¢noj
vodici. lako je predmet analize bio povezanost IL-12 s dijabetiénim komplikacijama
izrazenim na mreznici, u ovom radu analizirana je koncentracija IL-12 u o¢noj vodici, a

ne u staklovini.
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Postoje radovi koji dokazuju da koncentracija IL-12 u o¢noj vodici kod oboljelih od
uveitisa korelira onoj u staklovini i time odrazava upalno stanje na mreznici (151), a i
analize koncentracija u staklovini i o¢noj vodici drugih citokina potvrduje tu korelaciju
(152, 153). Uzimanje uzorka o¢ne vodice je jednostavnije, a pri operacijskom zahvatu
mrene pacijenta ne izlazemo nikakvom dodatnom agresivnom postupku.

Nasa je studija , prema dostupnoj literaturi, prva dokazala statisticki znac¢ajno vecu
koncentraciju proupalnog citokina IL.-12 u o¢noj vodici kod bolesnika s nelije¢enom DR
(medijan 12,40 pg/mL) u odnosu na dijabetiCare bez DR (medijan 3,90 pg/mL),
dijabeticare s laserski lije€enom DR (medijan 0,00 pg/mL) i ispitanike bez dijabetesa
(medijan 0,65 pg/mL).

Nase istrazivanje je prvo koje je ukazalo da je nelijeCena dijabeti¢na retinopatija
pracena znacajno poveéanom sintezom i sekrecijom IL-12 u o¢noj vodici.

Najmanje vrijednosti IL-12 u o¢noj vodici izmjerene su u ispitanika s laserskom
fotokoagulacijom mreznice, a kako fotokoagulacija smanjuje povrSinu vitalne mreznice
moze se zakljuciti da je upravo poremecen mrezni¢ni metabolizam uzrok povecane
koncentracije IL-12 u oc€noj vodici. Drugi moguéi zakljuak je da je laserski
fotokoagulacijski ucinak takav da se jatrogenim uniStavanjem djelova mreZnice
uniStavaju 1 stanice koje luce upalne citokine. Fotokoagulacija mreznice diodnim
mikropulsnim laserom, koji je koriSten kod ispitanika iz ove studije, uglavnom uniStava
RPE s minimalnim u¢inkom na okolne strukture, pa je moguc¢e da su upravo stanice RPE
one koje luce ovaj proupalni citokin.

Navode se mnoge funkcije humanog mrezni¢nog pigmentnog epitela (hRPE).
Willerman i sur. su u svom radu ispitivali ekspresiju kostimulatorne molekule CD 40 u
miruju¢em 1 aktiviranom hRPE 1 dokazali da aktivirane stanice hRPE luce IL-12 (154).

Serumske koncentracije IL-12 se nisu statistiCki znacajno razlikovale medu
ispitanim skupinama, pa moZemo s priliénom sigurno$¢u govoriti o lokalnoj sintezi i
sekreciji. Medijan izmjerenih vrijednosti IL-12 u serumu zdravih ispitanika je 110,20
pg/mL, ispitanika bez DR 102,55 pg/mL, ispitanika s nelije¢enom DR 120,00 pg/mL i
ispitanika s laserski lijeéenom DR 123,00 pg/ mL.
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Linearna korelaciju izmedu izmjerenih vrijednosti seruma i ocne vodice nadena
je samo kod osoba koje ne boluju od dijabetesa. To je dokaz da jedino zdrave osobe
imaju intaktnu krvno-mrezni¢nu barijeru, a nemaju poremecenu sintezu i povecanu
lokalnu produkciju IL-12.

Povezanost proupalnog citokina IL-12 u serumu dijabetiCara 1 dijabeticne
retinopatije prvi put se u literaturi spominje 1998. godine u studiji u kojoj su Winkler i
suradnici pokazali statisticki znacajnu razliku koncentracija IL-12 u serumu dijabeticara
oba tipa u usporedbi s nedijabeti¢arima, kao i ve¢e koncentracije IL-12 u dijabeticara s
razvijenom retinopatijom u usporebi onih bez retinopatije. Ti rezultati se ne podudaraju s
rezultatima naSe studije, ali Winkler i sur. u svojoj studiji nisu ispitanike razdvajali po
stupnju oste¢enja na mreznici, pa nepodudarnost medu rezultatima navedenih studija
moze biti zbog nejednake rasprostranjenosti mikroangiopatije kod ukljucenih ispitanika.
Koncentracije serumskog IL-12 izmedu dijabeticara tipa 1 1 2 u Winklerovoj studiji
pokazale su veéu koncentraciju IL-12 u serumu ispitanika tipa 1 ali se statisticki nisu
znacajno razlikovale. Taj rezultat ne mozemo usporediti jer svi ispitanici u nasoj studiji
bili su tipa 2.

Nakon Winklerove studije objavljena su samo Cetiri rada i to tri za dijabetes tipa 1
(111- 113) 1jedan za tip 2 (114), ali u svim radovima analizirana je koncentracija IL-12
samo u serumu.

Khalifa i sur. (114) u svom radu iznose statisti¢ki znacajnu razliku serumskog IL-12,
interferon-induciranog proteina 10 (IP-10) 1 IL-18 u ispitanika s PDR u usporedbi s
ispitanicima s NDR, kao i sa zdravim osobama $to moze biti jo§ jedan dokaz da je
serumska koncentracija proupalnih citokina povezana sa sistemskom proSirenoS¢u
dijabeticne mikroangiopatije za koju se moze oc¢ekivati da bude najjaca kod bolesnika s
najtezim proliferativnim oblikom dijabeti¢ne retinopatije. Analizirali su i1 potvrdili
pozitivhu povezanost serumske koncentracije 1L-12 s vrijednostima glikoziliranog

hemoglobina, a ostale rizi¢ne ¢imbenike nisu ni razmatrali.
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Zorena i sur. u svojim radovima su dokazali najvece serumske koncentracije IL-12 u
dijabeticara tipa 1 s razvijenom dijabeticnom retinopatijom. Statisticki su se znacajno
razlikovale u usporedbi sa zdravim ispitanicima, ali nije bilo statisticki znacane razlike
prema dijabeticarima tipa 1 bez retinopatije (111- 113). Usporedivali su i koncentracije
citokina IL-6 i TNF-a koje su veée u ispitanika s razvijenom DR, a u jednom radu (113)
su se osvrnuli na omjer citokina TNF-a i IL- 12 u serumu kod dijabeticara tipa 1. U tom
radu autori zakljucuju kada postoji ravnoteza izmedu koncentracija TNF-o 1 IL- 12 u
serumu ispitanici ne razvijaju DR.

U svim radovima koji proucavaju dijabeti¢nu retinopatiju Zeli se pronaci uzrok
ostecenja vaskularne retinalne barijere i okluzije retinalnih krvnih Zila, ali unato¢ brojnim
studijama i patofizioloskim objasnjenjima tocan mehanizam nastanka komplikacija u
Secernoj bolesti do danas nije jasan (21).

Spominje se nekoliko biokemijskih teorija, kao Sto je povecano stvaranje i
nakupljanje sorbitola (19), krajnjih produkata glikozilacije i povecane koncentracije
diaglicerola (20), ali i utjecaj citokina (103). Povecane vrijednosti sistemskih pokazatelja
upale nadene su u osoba oboljelih od dijabetesa, ali nisu Cesti radovi koji th usporeduju s
dijabeti¢nom retinopatijom (102).

Schmidt i kolege (108) su koriste¢i se podacima "Atherosclerosis Risk in
Communities Study " prvi pokazali da razliCiti pokazatelji upale ukljucujuéi leukocite,
fibrinogen i sijalinsku kiselinu, predskazuju razvoj dijabetesa tipa 2 u populaciji srednje
dobi.

Korelacijska analiza u ovoj studiji nije pokazala statisti¢ki znaajnu povezanost
koncentracije IL-12 u serumu s konvencionalnim ¢imbenicima rizika (spol, dob, trajanje
dijabetesa, puSenje, BMI. sistolicki krvni tlak, kolesterol, trigliceridi) $to je sukladno
rezultatima koje su objavili Winkler i sur., koji takoder nisu nasli korelaciju IL-12 s

duljinom trajanja bolesti (110).
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S druge strane Schram i sur. su u svojoj case control studiji nasli da su proupalni
pokazatelji (CRP, IL-6 i TNF-a) u dijabeticara povezani sa spolom, trajanjem dijabetesa,
kontrolom glikemije, BMI - om , HDL kolesterolom, trigliceridima i sistolickim krvnim
tlakom (109). Autori navode ¢injenicu da adipociti mogu proizvoditi IL-6 i TNF-a i da su
studije na normoglikemicarima (155-161) i dijabetiCarima tipa 2 (162, 163) pokazale
pozitivnu vezu izmedu tjelesne mase i upalne aktivnosti, S$to se nije potvrdilo u ovoj
studiji.

BMI prikazuje odnos mase i visine tijela, medutim ne uzima u obzir tjelesnu gradu,
postotak masnog tkiva, miSi¢nu i koStanu masu, kao ni dob, pa nije potpuno tocan kriterij
u procjeni debljine, ve¢ je to€niji kao statisticka mjera uhranjenosti. Svi pacijenti u ovoj
studiji imali su BMI >25.0, pa bi prema klasifikaciji WHO bili u kategoriji
prekomjerne tjelesne mase, bilo umjerene, bilo u kategoriji pretilosti. Preporuke i
kategorizacija BMI razlikuju se od drzave do drzave ovisno o tipu grade tijela, tako da su
Azijati, zbog niskog rasta s BMI ve¢im od 23,5 ve¢ vidljivo preuhranjeni, a s BMI 27,5
oc¢igledno pretili obzirom na svoju tjelesnu gradu i proporcije. Nije poznato da su
izradene posebne preporuke u klasifikaciji pretilosti prema BMI u Hrvata.

U nasoj studiji nije dokazana povezanost BMI s IL-12, §to navodi i Zorena u svom
radu (113), ali u Schramovoj studiji (109) povezanost postoji sa svim promatranim
pokazateljima upale (IL-6, TNF i CRP). BMI je kao indeks neprecizan za osobnu
procjenu pretilosti, posebno za udio masti koja se navodi u povezanosti s koncentracijom
interleukina, pa je to moguci razlog izostanka korelacije u ovoj studiji. Iako se u vecini
studija koristi BMI to¢nije rezultate dali bi indeksi koji odreduju odnos masti prema
misi¢nom tkivu.

Jaku povezanost razine triglicerida i HDL kolesterola (negativna sprega), s upalnom
aktivnosti navodi Schram u svojoj studiji za dijabeti¢are (109), ali postoje radovi koji
navode povezanost i za nedijabeti¢are (160, 161). Nepovoljne promjene u profilu lipida
autori smatraju trigerima u stvaranju pjenusavih stanica u zidu arterija, pa mogu
pojacati stanje upale u osoba oboljelih od dijabetesa . Takva povezanost u ovoj studiji

nije dokazana.
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Povezanost sistolickog krvnog tlaka sa serumskom koncentracijom IL-12 u nasoj
studiji nije dokazana, za razliku od Shrama i suradnika (109) koji su tu povezanost nasli
sa svim pokazateljima upale. Visoki sistolicki tlak oSte¢uje endotelne stanice i
vaskularno tkivo, te na taj nain inducira upalni odgovor, a slicne veze izmedu upale i
sistolickog tlaka su nadene i1 u populacijskim studijama (164). Moguc¢e da je dobra
izreguliranost krvnog tlaka pred operacijski zahvat kod pacijenata ove studije razlog
nekorelacije sa serumskim IL-12.

U nasoj studiji ne postoji statisti¢ki znacajna korelacija pusenja s vrijednostima IL-
12, a Zorena (111-113) i Khalifa (114) tu korelaciju nisu ni istrazivali.

Korelacijska analiza nije pokazala statisticki znacajnu povezanost koncentracije IL-
12 u o¢noj vodici s konvencionalnim ¢imbenicima rizika (spol, dob, trajanje dijabetesa,
BMLI. pusenje, krvni tlak, kolesterol, trigliceridi), kao ni s pokazateljima upale (SE, CRP,
fibrinogen), jednako kao i u korelaciji navedenih ¢imbenika sa serumskih vrijednostima
IL-12 u ovoj studiji, a kako nije bilo sli¢nih studija usporedba s drugim studijama nije
moguca.

Razlozi nepovezanosti koncentracije IL-12 u o€noj vodici s konvencionalnim
¢imbenicima rizika i pokazateljima upale mogli bi biti zbog postojanja krvno-mrezni¢ne
barijere, kao 1 ¢injenice da je za mreZni¢nu cirkulaciju poznato postojanje autoregulacije
protoka koje je neovisno o fluktuacijama krvnog tlaka.

Korelacija konvencionalnih ¢imbenika rizika s DR u ovoj studiji je bio sporedni cilj
istrazivanja i pokazao je statisticki znacajnu povezanost DR s vrijednostima GUK a ,
HbA,. i trajanja DM, dok sa svim ostalim promatranim ¢imbenicima ta povezanost nije
nadena.

Neregulirana hiperglikemija spominje se kao najjaci rizi¢ni ¢imbenik za DR (16, 17,
89), a to potvrduju i rezultati ove studije . U literaturi se navodi pozitivna korelacija DR
kod mladih bolesnika tipa 1 DM s porastom dobi (165, 166), za razliku od dijabeti¢ara
starije dobi i tipa 2 u kojih takva povezanost nije dokazana (72, 167), kao §to nije

dokazana ni i u ovoj studiji.
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Epidemioloske studije ne pokazuju znacajnu razliku u prevalenciji i progresiji DR
medu spolovima (72), kao i ovoj studiji, dok je veca ucestalost PDR utvrdena u skupini
mladih muskaraca u odnosu na Zene (166).

Poznato je da incidencija pojave DR raste s duljinom trajanja dijabetesa (72, 166). U
ovoj studiji u svih ispitanika trajanje je bilo dulje od deset godina, a u skupini s
razvijenom nelijeCenom DR trajanje dijabetesa statisti¢ki se znacajno razlikovalo prema
ostalim skupinama.

Utjecaj pusSenja u nastanku i progresiji DR u ovoj studiji nije dokazan. Broj
promatranih ispitanika je mali, ali 1 u WESDR na 2000 ispitanika autori ne navode
povezanost DR s puSenjem, medutim utvrdena je 2,4 puta veca smrtnost pusaca u odnosu
na nepusace (169).

U naSoj studiji nije dokazana statisticki znaCajna povezanost krvnog tlaka i DR.
Rezultati za su sukladni izvjeS¢u koje iznose Chobanian i sur. (168), a suprotni s
opservacijskom studijom u kojoj Kingsley navodi pozitivne rezultate korelacije krvnog
tlaka s DR (165).

Tjelesni indeks mase u ovoj studiji ve¢i je u dijabetiCara u odnosu prema
nedijabeticarima, ali nije statisticki znac¢ajno povezan s DR. U literaturi su rezultati
podijeljeni. Mnogi radovi navode statisti¢ki znacajnu povezanost DR s BMI (16, 167,
170-174), ali ima i radova u kojima se ta povezanost ne nalazi, ba§ kao i u ovom radu
(175-178).

Dornan i suradnici iznose povezanost DR s poviSenom razinom kolesterola, narocito
LDL frakcije, dok u odnosu prema HDL kolesterolom ne nalaze povezanost (179).
Povezanost nivoa masnoca s DR ovoj studiji nije dokazana.

U naSoj studiji ne postoji statisticki znacajna korelacija ispitivanih pokazatelja
upale (CRP, SE, fibrinogen) s dijabeticnom retinopatijom.

C-reaktivni protein, je protein u krvi iz obitelji pentraksina. Ima mnogo fizioloskih
uloga, kao $to je vezivanje na povrSinu mrtvih ili umirucih stanica oStec¢enih upalom ili
traumom, vezivanje na nuklearne antigene, patogene organizme i aktiviranje
komplementa. Mjerenje koncentracije CRP u krvi koristi se kao pokazatelj upalne

reakcije.
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U naSem radu ne postoji statisticki znaCajna povezanost DR s CRP-om. Le i sur
(180), kao i autori u ,,Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy
(WESDR)” (181) i “Multi-ethnic Study of Atherosclerosis (MESA)” (182) takoder nisu
nasli povezanost CRP i DR za razliku od van Heckea (183), Spijkermana (184),
Schalckwijka (106) i Zorene (114), koji su tu povezanost prikazali u svojim studijama.

Sedimentacija eritrocita je test in vitro koji mjeri brzinu taloZenja eritrocita iz krvi.
Karboksilne grupe iz sijalinske kiseline prisutne u eritrocitima stvaraju elektromagnetni
naboj na njihovoj povrsini, koji odrzava stabilnost suspenzije eritrocita u plazmi.
Porastom koncentracije plazmatskih proteina, fibrinogena i drugih proteina smanjuje se
elektronegativni naboj na membrani eritrocita 1 nastaje taloZenje eritrocita. Brzina
sedimentacije moze biti ubrzana u fizioloskim stanjima (starost, trudnoca) ili u
patoloskim stanjima (akutne i kroni¢ne infekcije, anemije, sistemske bolesti vezivnog
tkiva i maligne bolesti). U nasoj studiji ne postoji statisticki znacajna korelacija DR sa
sedimentacijom eritrocita. Rezultati nisu usporedivi s drugim studijama, jer takvih
podataka u literaturi nema.

Fibrinogen je plazmatski glikoprotein sintetiziran u jetri, a graden je od tri razli¢ita
polipeptidna lanca. Cirkulira Zilama, i kada dode u dodir s oSteCenim ili oboljelim
tkivom, promijeni se u protein fibrin, prilijepi se na oSte¢eno mjesto na unutarnjoj stijenci
zile 1 stvori mrezu koja lovi kolesterol, teSke metale 1 druge tvari. Kada tkivo ozdravi,
proteolitski enzimi lako razbiju fibrin, odnosno aterosklerozni plak. Osobe koje imaju
nizak nivo proteolitskih enzima imaju veéu moguénost razvoja krvnih ugrusSaka i
ateroskleroze. Kako je dijabeti€na retinopatija mikroangiopatija karakterizirana
promjenama u malim krvnim Zzilama mreZnice, posebno pracena okluzijom tih Zila,
povezanost fibrina s pojavom DR pokuSava se otkriti ve¢ dugi niz godina. U ovoj studiji
nije dokazana povezanost fibrina s pojavom DR, §to je sukladno s rezulatima koje navodi
Madan 1 sur. (188), za razliku od studija koje su pokazale povezanost DR s
poremec¢enom koagulacijom (185), Asakawe (186) i Fujisama (187), su pokazali

povezanost poviSenih vrijednosti fibrina s pogorSanjem DR.
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Postoje znanstvene spoznaje da povecane vrijednosti proupalnih citokina mogu
potaknuti smrt ziv¢anih stanica, dok povecane vrijednosti protuupalnih citokina mogu to
ostecenje prevenirati (189). Navodi se da je odnos proupalnih i protuupalnih citokina u
mozgu novorodenceta kritiCan ¢imbenik nastanka oSte¢enja mozga.

O moguéim razlozima razli¢itosti u vrijednostima citokina navode se genetski
polimorfizam u pojedinca, tako da genotip pojedinca moze modulirati proupalni ili
protuupalni odgovor (189) ili da tip oSte¢enja moze utjecati na tip odgovora, kao §to je
npr. endotoksin jaki stimulus za proupalne citokine (190).

Kako je mreZnica anatomski i funkcionalno dio mozga, jer se tijekom
embrionalnog razvoja kraljesnjaka s vidnim zZivecem formirala kao izdanak razvijajuceg
mozga, moguce je da je genetski polimorfizam pojedinca ,,odgovoran® za koli¢inu
producirane koli¢ine citokina u mreZnici, kao i za stupanj dijabeti¢nog oStecenja.

Rezultati nase studije ukazuju na pozitivnu povezanost proupalnog citokina IL-12
s prisutnoS¢u DR. Buduca istrazivanja na ovom podrucju trebala bi biti viSe usmjerena
na upalne mehanizme vezane za razvoj DR 1 ispitivanja ucinkovitost protuupalne
terapije u lijecenju i prevenciji dijabeticne mikroangiopatije.

Posebno bi jednostavan i ucinkovit mogao biti topicki nacin lijeCenja protutijelom
male molekularne mase koje bi se preko roznice, o¢ne vodice 1 staklovine resorbiralo do
mreznice 1 vezalo na interleukinski receptor na mreznici, te sprije€ilo upalno djelovanje

citokina.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ispitivanja kod 76 ispitanika podijeljenih u Cetiri razlicite

skupine doslo se do sljedec¢ih zakljucaka:

1. Koncentracije IL-12 u o¢noj vodici dijabeti¢ara s nelijeCcenom dijabeticnom
retinopatijom su najvece i statisticki se znacajno razlikuju u usporedbi s ostalim
skupinama: ispitanicima bez dijabetesa, dijabeticarima bez dijabeti¢ne retinopatije

i dijabetiCarima s laserski lijecenom dijabeti¢nom retinopatijom.

2. Koncentracije IL-12 u o¢noj vodici izmedu ispitanika bez dijabetesa, dijabeti¢ara
bez dijabeti¢ne retinopatije i dijabeti¢ara s laserski lijeCenom dijabeticnom

retinopatijom statisticki se znacajno ne razlikuju.

3. Postoji povezanost koncentracije IL-12 u o¢noj vodici s prisutnoSéu dijabeti¢ne

retinopatije

4. Ne postoji povezanost koncentracije IL-12 u serumu s prisutnoS¢u dijabeti¢ne

retinopatije.

5. Koncentracije IL-12 u serumu dijabeticara s ili bez dijabeti¢ne retinopatije,
dijabeti¢arima s laserski lijeenom dijabeticnom retinopatijom i  osoba bez

dijabetesa statisticki se znac¢ajno ne razlikuju.
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6. Ne postoji korelacija koncentracije IL-12 ni u serumu,

uobicajenim ¢imbenicima rizika:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
1)
),

duljinom trajanja dijabetesa
spolom

dobi ispitanika

BMI- om

pusenjem

ukupnim kolesterolom
HDL kolesterolom

LDL kolesterolom
trigliceridima

sistolickim tlakom

ni i u ocnoj vodici s

7. Ne postoji korelacija IL-12 ni u o¢noj vodici ni u serumu s pokazateljima upale:

a) CRP-om

b) fibrinogenom

8. Statisticki znacajna korelacija dijabeti¢ne retinopatije postoji s :

a) glikoziliranim hemoglobinom

b) trajanjem DM
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7. SAZETAK

Postoje dokazi da upala ima vaznu ulogu u patogenezi dijabetesa.
Citokini imaju centralnu ulogu u pozitivhom i negativnom reguliranju imunoloskih
reakcija koje povezuju imuni s hematopoetskim, endokrinim i1 Zziv€anim sustavom.
Poznato je da je interleukin 12 (IL-12) jaki proupalni citokin.
U ovu studiju uklju€eno je 76 ispitanika podijeljenih u Cetiri skupine: 23 dijabetiCara s
nelijeCenom retinopatijom, 17 dijabetic¢ara s lijeCenom retinopatijom, 12 dijabeticara bez
retinopatije i 24 zdrava kontrolna ispitanika. Analizirana je koncentracija IL-12 u o¢noj
vodici 1 serumu.
Usporedujuéi koncentracije u oc¢noj vodici dobivena je statisticki znaajna razlika
izmedu skupina (4*(3,N=76)=27.137; p=5.5*%10" s najveom izmjerenom vrijednosti IL-
12 u skupini dijabeticara s nelijeCenom retinopatijom (12,40 pg/mL) .
Nisu pronadene statisticki znacajne razlike u serumskim koncentracijama IL-12 izmedu
skupina (F=0.405, p=0,750).
Korelacijska analiza koncentracija IL-12 u serumu i1 o¢noj vodici pokazala je linearnu
povezanost izmedu ove dvije varijable samo u ispitanika bez dijabetesa (p=0,003).
Ova studija je pokazala znac¢ajno vecu koncentraciju proupalnog citokina IL-12 u o¢noj
vodici kod bolesnika s nelijeCenom dijabeticnom retinopatijom u odnosu na dijabeticare s
lijeCenom dijabeticnom retinopatijom, dijabeti¢are bez dijabeti¢ne retinopatije i zdrave
ispitanike.
Kako se serumske koncentracije IL-12 nisu razlikovale medu ispitanim skupinama

pretpostavlja da se radi o lokalnoj sintezi i sekrecijilL.-12.
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8. SUMMARY

Previous studies suggest that inflammation plays an important role in pathogenesis
of diabetes. Cytokines may play positive or negative role in immunological reactions.
Among many cytokines, interleukin 12 (IL-12) is known to be a strong pro-inflammatory
cytokine.

A total of 76 participants were enrolled in this study and classified in 4 groups: 23
diabetic patients with non-treated retinopathy, 17 diabetic patients with treated
retinopathy, 12 diabetic patients without retinopathy, and 24 healthy control patients.
Serum and aqueous humor samples were taken for the analysis of IL-12 concentration.
There was a significant difference between the groups in IL-12 concentrations in the
aqueous humor (4°(3,N=76)=27.137; p=5.5%I 0% with highest values measured in the
non-treated diabetic retinopathy group (12,40 pg/mL). No significant differences in IL-12
serum concentrations between the groups were found (F=0.405, P=0.750). Correlation
analysis of IL-12 concentrations in the serum and aqueous humor showed association
between the two variables only in non-diabetic patients (P=0.003).

To the best of our knowledge, this is the first study to show a significantly higher
concentration of pro-inflammatory cytokine IL-12 in the aqueous humor of non-treated
diabetic retinopathy patients in comparison with diabetic patients treated for retinopathy,
diabetic patients without retinopathy or with healthy individuals.

Because the serum levels of IL-12 did not differ considerably between the studied

groups, it is possible that this is due to its local production and secretion.
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