Utjecaj oksidativhoga stresa na sintezu hormona
rasta u neuronskom tkivu

Sari¢, Borna

Doctoral thesis / Disertacija
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:924932

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-19

L STE U2
S EN 2

72
< £,
& %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
) ey Zagreb
% &
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATEMF;“

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:924932
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:1336
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:1336

PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
BIOLOSKI ODSJEK

Borna Sari¢

UTJECAJ OKSIDATIVNOGA STRESA NA
SINTEZU HORMONA RASTA U
NEURONSKOM TKIVU

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2015.



FACULTY OF SCIENCE
DIVISION OF BIOLOGY

Borna Sarié¢

OXIDATIVE STRESS IMPACT ON GROWTH
HORMONE CREATION IN NEURONAL
TISSUE

DOCTORAL THESIS

Zagreb, 2015.



Ovaj doktorski rad izraden je u Klini¢koj bolnici ,,Sveti Duh* - Klinika za o¢ne bolesti i
Zavod za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku, pod vodstvom prof.dr.sc. Branimira
Cerovskog u sklopu Sveucilisnog poslijediplomskog doktorskog studija Biologije pri

Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.



ZAHVALE

» mojem mentoru prof.dr.sc. Branimiru Cerovskom na stru¢noj pomo¢i i
korisnim savjetima tijekom izrade ovog rada.

» svim djelatnicima Klinike za o¢ne bolesti KB Sveti Duh u Zagrebu,
koji su na bilo koji na¢in sudjelovali i time pomogli u izradi ovog rada.

» svim djelatnicima Zavoda za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku
KB Sveti Duh.

» mag.med.biok. Moniki Barberi¢ na izradi laboratorijskog dijela rada.

> kolegi Peri Hraba¢u dr.med., na savjetima 1 statistickoj obradi
podataka.

» braci Krsnik zbog pomoci oko nabave laboratorijskog materijala.

» supruzi Vlatki i sinu Bartolu na podrsci i razumijevanju tijekom izrade
I pisanja rada.

» mojim pok. roditeljima koji su me naucili da ¢ovjek u Zivotu ne radi
samo ono §to voli, ve¢ da mora voljeti ono §to radi 1 samo tako moze u
moru onoga $§to ne zna povecati svoju kapljicu znanja.



Sveuciliste u Zagrebu Doktorski rad
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek

UTJECAJ OKSIDATIVNOGA STRESA NA SINTEZU HORMONA RASTA U
NEURONSKOM TKIVU

mr.sc. Borna Sari¢, dr.med.

Klini¢ka bolnica ,,Sveti Duh®, Zagreb- Klinika za o¢ne bolesti i Zavod za medicinsko
laboratorijsku dijagnostiku

SAZETAK: Ova studija je osmisljena kako bi procijenili utjecaj oksidativnog stresa na extrapituitarnu
sekreciju hormona rasta (GH) u oku, kao i analizirali meduovisnost razina produkcije o¢nog i
serumskog GH u normalnim i uvjetima hipoksije. Ispitanici koji su predstavljali model oksidativnog
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SUMMARY: This study was designed to evaluate influence of oxidative stress environment on
extrapituitary growth hormone (GH) secretion in the eye as well as to analize interdependence
between eye GH levels and serum GH levels in normal and hypoxic conditions. 32 patients with
developed proliferative diabetic retinopathy (PDR) represented oxidative stress model and were
treated surgically by pars plana vitrectomy (PPV). 49 patients, non-diabetics in control group were
selected from those who have not suffered from metabolic diseases and yet they had to be operated
due to other ocular disorders. Vitreous samples were taken during PPV surgical procedure and
simultaneously blood from the cubital vein was collected. Measurements of GH values in serum and
vitreous samples were conducted by electrochemical luminescence assay (ECLIA). Evaluation of
oxidathive stress was carried out using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) of Advanced
Oxidation Protein Products (AOPP) and Lipide Hydroperoxide (LPO) in serum and vitreous as well.
Serum values of AOPP were significantly higher than vitreal in both groups (p<0,001 for each group),
and for LPO only in PDR group (p<0,001). Significant positive correlation between serum and
vitreous LPO values in diabetic group (r=0,909; p<0,001) was observed. GH values in both groups
were significantly higher in serum, than vitreous (p<0,001 for each group) and comparing GH serum
values between control and PDR group, significantly higher amounts were found in diabetics
(p=0,012). Vitreous GH values measured in both groups were similar, slightly higher in diabetics.
Results of our study have confirmed existence of GH secresion in the eye and disclosed that GH
production in eye is autonomous and independent to pituitary GH and is also independent to oxidative
stress influence.
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1. UvOD

Kada se govori o hormonu rasta (GH) - (eng. growth hormone) treba naglasiti da je
ve¢ vise od pet desetljeca poznata prisutnost povisenog serumskog GH u dijabeticara, a isto
tako dugo istrazuje se 1 njegova moguca stvarna povezanost s etiopatogenezom dijabeticke
retinopatije (1,2). Nadalje, dijabetes koji se opcenito smatra primarno vaskularnom bolesti,
karakteriziran je i hipoksijom te oksidativnim stresom u razli¢itim tkivima i organima.
Oksidativni stres jedan je od glavnih uzroka metaboli¢kih promjena koje rezultiraju
dijabetickom retinopatijom. Pretpostavlja se da su povezanost hiperglikemije, promjene u
oksidacijsko - redukcijskoj homeostazi i pojavnost oksidativnog stresa, klju¢ni dogadaji u

patogenezi dijabeticke retinopatije (3).

Unutarstani¢na hiperglikemija izravno djeluje u mitohondrijima i potie stvaranje
superoksidnih aniona, aktivira metabolicke puteve: poliolski metabolicki put, neenzimatsku
glikozilaciju bjelancevina, aktivaciju protein kinaze C (PKC) i heksozaminski metabolicki put
koji indirektnim djelovanjem uvjetuju povecano stvaranje oksidativnog stresa. Visak
stvorenih slobodnih radikala izaziva funkcionalne i strukturne promjene slozenih
makromolekula, dovodi do citopatogenetskih oStecenja Sto zajedno ¢ini temelj razvoja

dijabeticke retinopatije (4).

Zbog kroni¢nog hiperglikemijskog podrazaja, oksidativnog stresa 1 hipoksije, pokrece
se lanac biokemijskih reakcija koje nisu u potpunosti objasnjene, ali je otkriveno da znacajnu
ulogu ima GH, te inzulinu sli¢an faktor rasta (IGF-1) - (eng. Insuline like growth factor 1)
koji promotivno djeluju na stvaranje vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) - (eng.
vascular endothelial growth factor) u mreznici, te potic¢u niz fibroproliferativnih reakcija u
oku. IstraZivanja upucuju na podatak da su poviSene vrijednosti VEGF-a u korelaciji sa

stupnjem razvoja dijabeticke retinopatije (5,6).

Dijabeticka retinopatija (DR) veé¢ godinama predstavlja idealan model za istraZivanje
razli¢itih aspekata u produkciji serumskog GH, a danas se koristi i kod istrazivanja
ekstrapituitarnog GH, c¢ija je sekrecija dokazana u oku (7). Do danas jo$ uvijek nisu posve
razjasnjene sve ¢injenice o utjecaju serumskog GH na razvoj dijabeticke retinopatije (DR), ali

se svakako znaju temeljne postavke u ovome lancu dogadanja.
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Kljuéna pretpostavka je smanjenje koli¢ine inzulina u portalnom krvotoku te
posljedicno smanjena produkcija IGF1 u jetri s izostankom povratne sprege prema pojac¢anom
stvaranju GH (8). Sve se ovo dogada u uvjetima hiperglikemije koja se suprimira dodatnim
koli¢inama inzulina, §to omogucava povecanu portalnu produkciju IGF1, tako da u nekoj fazi
bolesti imamo povisene cirkuliraju¢e vrijednosti i GH 1 IGF1 (9,10). Ovaj stadij obi¢no se
povezuje s pojavnoscu DR. Dokazano je kako IGF1 promotivno djeluje na neovaskularizaciju
i proliferativne promjene u oku, ali ostaje nerazjasnjeno pitanje jesu li povisene vrijednosti
IGF1 mjerene u vitreusu dijabeticara rezultat prolaska serumskog IGF1 kroz krvno mrezni¢nu
barijeru (BRB) — (eng. blood retinal barrier) ili je rije¢ o autonomno stvorenom faktoru rasta
(IGF1) (11,12).

Postoje takoder istrazivanja 0 ucincima supresije serumskog GH na nastanak i
progresiju DR, ¢iji su rezultati medusobno u suprotnosti. Ranija istrazivanja, uglavnom na
animalnim modelima pokazala su kako supresija serumskog GH smanjuje sintezu IGF1 ¢ime
se ostvaruje zastita retine u dijabeticara (13,14). Novija istrazivanja na humanoj populaciji s
ve¢im brojem ispitanika ipak pokazuju da supresija serumskog GH, unato¢ prate¢em
smanjenju serumskog IGF1 ne utjece na kretanje DR, §to implicira postojanje autonomije u
hormonskoj osovini GH-IGF1 unutar oka, sto je i dokazano u zadnjih 10-tak godina (12,15).
Lucenje GH dokazano je u embrionalnom zivotu mnogih zivotinjskih vrsta, a kod kraljesnjaka
posebice sisavaca odrzano je i postembrionalno, te postoje dokazi kako GH djeluje

neuroprotektivno (16,17,18,19,20).

Treba naglasiti da su inzulin, ali i GH znacajani promotori sekrecije IGF1. Mnogi
dijabeticari, su na intenzivnoj terapiji insulinom , Koji u uvjetima DR pojacano prodire kroz
BRB te je 1 na ovaj na¢in omogucena dodatna stimulacija autonomnog stvaranja IGF1 u oku
(21,22). Istrazivanja BRB pokazuju kako je u normalnim uvjetima ova barijera nepropusna za
GH i IGF1, ali u uvjetima hipoksije i oksidativnog stresa postaje propusna za obje molekule
na animalnom modelu - mis§(7,22). Istrazivanja na humanom modelu ipak pokazuju kako je
koncentracija GH u vitreusu dijabetiara niza od koncentracije u vitreusu nedijabetic¢ara Sto
demantira mogucnost tumacenja ekscesivnog prolaska GH kroz oSte¢enu BRB, ve¢ upucuje

na stanovitu autonomiju stvaranja GH unutar oka (23).
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1.1. CILJ I SVRHA ISTRAZIVANJA

Hipoksija i oksidativni stres u tkivima dijabetic¢ara, ve¢ je dulje poznata i biokemijski
dokazana Cinjenica, a stvaranje hormona rasta u neuronalnom tkivu oka i nakon embrionalnog
zivota kod sisavaca, a napose u humanoj populaciji, istrazuje se posljednjih godina, te je
dokazana najnovijim istrazivanjima. Do sada nije provedeno istrazivanje ovisnosti stvaranja
hormona rasta u neuronalnom tkivu oka o hipoksiji i oksidativnom stresu. Kao model za
istrazivanje odabrana je dijabeticka retinopatija, jer zadovoljava sve kriterije progredirajuceg
oksidativnog stresa u neuronalnom tkivu, za koje je istovremeno dokazano kako predstavlja

ekstrapituitarni izvor hormona rasta.

Temelj ovog istrazivanja je eksperimentalno odredivanje Cimbenika oksidativnog
stresa 1 njihov utjecaj na produkciju GH u oku, te utvrdivanje njihovih meduodnosa unutar i
izmedu dvaju tjelesnih medija: staklastog tijela i seruma u PDR-u (proliferativna dijabeticka
retinopatija). Okolnosti koje utjeCu na stvaranje GH u oku nisu posve razjasnjene, te je Cilj
ovog istrazivanja utvrditi kako oksidativni stres prisutan kod dijabetiara utjeCe na stvaranje

GH u oku i da li je njegova sekrecija ovisna o stvaranju GH u sistemskoj cirkulaciji.

Ocekuje se da ¢e rezultati istrazivanja dati doprinos boljem razumijevanju i
razjasnjavanju slozene etiopatogeneze dijabeticke retinopatije, u kojoj GH svakako ima svoju
ulogu a time moguce i doprinijeti razvoju daljnjih istrazivanja u iznalaZenju novih terapijskih

opcija za lijeCenje ove teSke komplikacije Secerne bolesti.

Specificni ciljevi istrazivanja:

1. Odrediti koncentracije: GH, markera oksidativnog stresa; (AOPP) produkti
uznapredovale oksidacije proteina (AOPP) - (eng. advanced oxidation protein
products) i lipidne peroksidacije (LPO), u staklastom tijelu i serumu bolesnika s PDR-

om i u kontrolnoj skupini.

2. Utvrditi korelaciju tih parametara u staklastom tijelu i serumu obiju promatranih

grupa.

12



3. Temeljem rezultata korelativnog odnosa i regresijske analize, mjerenih parametara,
pokazati da li je produkcija GH u oku autonomna, na koji na¢in ovisi o oksidativnom

stresu, te je li pod utjecajem serumskih vrijednosti GH.

1.2. HIPOTEZA

Budu¢i da se kod dijabeti¢ara u oku ocekuju poviSeni parametri oksidativnog stresa,
o¢ekujemo propadanje sloja RGC (eng. retinal ganglion cell) u kojima je dokazano nastajanje GH
te pretpostavljamo, kako ¢e zbog toga u oku dijabeticara biti zabiljeZene sniZzene vrijednosti GH,
Sto bi trebalo biti proporcionalno porastu parametara oksidativnog stresa. Mjerenjem i usporedbom
istih parametara u staklovini i serumu, pretpostavljamo da ¢emo na novi i drugaciji nacin pokazati

autonomiju sekrecije GH u oku i takoder njezinu neovisnost 0 serumskom GH.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. OKSIDATIVNI STRES

2.1.1. DEFINICUA | ETIOLOGUA

Oksidativni stres (OS) je stanje u kojem oksidacijski procesi nadvladavaju
antioksidativni kapacitet stanica i tkiva, jer dolazi do neravnoteze izmedu prooksidanata i
antioksidanata (24). U uvjetima stanicne homeostaze, slobodni radikali razgraduju se
antioksidantnim enzimima kao $to su superoksid dismutaza (SOD), katalaza (KAT) i glutation
peroksidaza (Gpx-1) ili neenzimatski uz pomo¢ glutationa (GSH) (25). Opseg stani¢nog
oSte¢enja nastalog u uvjetima OS ovisi o0 mehanizmu kojim je izazvan, o stupnju zahvacéenosti
molekula, te trajanju. Kroni¢na prisutnost oksidativnog stresa dovodi do poremecaja stani¢ne
ravnoteze, dominantno utjecuéi na makromolekule DNA, lipida, proteina, i ugljikohidrata, $to

u konacnici rezultira apoptozom stanice (26).

2.1.1.1. Slobodni radikali, reaktivne kisikove vrste

Slobodni radikali su atomi koji posjeduju jedan nespareni elektron, slobodni negativni
naboj u vanjskoj elektronskoj ljusci, koji ih ¢ini kemijski reaktivnima radi afiniteta za
neutralizacijom tog naboja u svojoj okolini (27). Svojom predajom naboja induciraju lancanu
reakciju stvaranja novih slobodnih radikala vrlo kratkog poluzivota (28,29). Svojstvo kisika
da pri povecanoj koncentraciji u tkivima stvara reaktivne kisikove vrste (RKV) - (eng.
reactive oxygen species; ROS), ¢ini ga toksi¢nim, jer zbog prisutnosti nesparenih elektrona

nastaju slobodni radikali (30).

Slobodni radikali nastaju tijekom patoloskih, ali 1 normalnih fizioloskih procesa. U

mitohondrijima nastaju putem oksidativne fosforilacije, u endoplazmatskom retikulumu
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prijenosom elektrona u sustavu citokroma P - 450, oksidacijom masnih Kkiselina u
peroksisomima, u staniénim membranama metabolizmom arahidonske kiseline te
fagocitozom (31-35). Slobodni radikali mogu nastati i tijekom enzimatske oksidacije i
autooksidacije razli¢itih kemijskih spojeva poput tiola, oksihemoglobina, pri ¢emu dolazi do
redukcije molekularnog kisika i nastajanja superoksida (36). U metabolickim procesima,
unutar stanica stvara se nekoliko jakih oksidansa: superoksidni anion (O2"), hidroksi radikal
(OHe), te molekule koje direktno nisu slobodni radikali, ali se lako pretvore u radikale pod
specificnim uvjetima u organizmu, to su: vodikov peroksid (H:0,), hipokloritna kiselina
(HCIO), ozon (O3) singletni kisik (*05) |

Sve navedene spojeve nazivamo spojevima ROS. Iznimno su reaktivni oksidansi i
mogu reagirati s molekulama proteina, DNA, lipida te ugljikohidrata §to moze rezultirati
poremecajima unutar stani¢nih membrana, inaktivacijom membranskih enzima, ubrzanom
proteolizom, poremecenim prijenosom signala unutar stanica, transformacijom stanica i

stanicnom smrti (37,38).

Za vrijeme stani¢nog disanja, na unutarnjoj strani mitohondrija, molekularni kisik se
reducira do vode. Meduprodukt te reakcije je mala koli¢ina reaktivnih spojeva medu kojima
nastaje superoksidni anion (O,-). (24, 39). Superoksidni anion se prevodi u vodikov peroksid
koji nije radikal, ve¢ je oksidans koji u reakciji s prelaznim metalima prihvaca elektrone 1

postaje vrlo toksicni hidroksilni radikal (OHe), koji reagira sa svim vrstama biomolekula (40).

2.1.1.2. Reaktivne dusikove vrste

Uz reaktivne kisikove spojeve, veliku vaznost imaju i reaktivne dusikove vrste (engl.
reactive nitrogen species, RNS), u koje ubrajamo dusikove slobodne radikale; dusikov oksid
(NOe¢) 1 duSikov dioksid (NOye), te druge reaktivne spojeve duSika kao Sto su: duSicna

(nitritna) kiselina (HNO,), peroksinitrit (ONOO-), alkilperoksinitrat (ROONO) (41,42,43).

NO u endotelnim stanicama krvnih Zila dovodi do relaksacije glatkih miSiénih stanica
stijenka krvnih Zila 1 vazodilatacije, nadalje inhibira agregaciju trombocita 1 na taj nacin

sudjeluje u regulaciji protoka krvi (44). Hiperprodukcija NO-a mogu biti uzrokom teskih
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oksidativnih oSteCenja organizma, narocito prilikom kroni¢ne upale 1 septickog Soka (45,46).
Povisene koncentracije superoksidnih aniona i NO-a dovode do povecanog stvaranja
peroksinitrata, jednog od najja¢ih oksidansa u tijelu, koji moze potaknuti lipidnu

peroksidaciju (46).

Dusikov oksid posjeduje i antioksidativna svojstva. Dokazano je da veée koli¢ine

dusikova oksida stite lipide stanicnih membrana od lipidne peroksidacije (44, 47).

2.1.1.3. Lipidna peroksidacija (LPO)

Jedna od kemijskih reakcija koja dovodi do oStecenja stanica je lipidna peroksidacija
(LPO). To je slozena lancana reakcija razgradnje (oksidacije) viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina potaknuta ROS-om i RNS-om (48,49). LPO dovodi do poremecaja biomembrana,
proteina i DNA a takoder uzrokuje i promjene lipoproteina niske gusto¢e (LDL) u
proaterogeni¢ne i proupalne forme, pri ¢emu se stvaraju toksi¢ne i mutagene stani¢ne
molekule (50,51,52,53,54). Reaktivni karbonilni spojevi, produkti LPO, mijenjaju bioloski
vrlo vazne molekule; proteine i DNA baze (52,53,54). Sve navedene promjene narusavaju

stani¢énu homeostazu i mogu uvjetovati nastanak stani¢ne smrti, apoptozu stanica.

Dokazano je da se oksidacija lipida moze odvijati kroz tri razdvojene reakcije; 1.
oksidacija posredovana slobodnim radikalima (55,56,57,58), 2. neovisna neenzimska
oksidacija, bez posredovanja slobodnih radikala (59) i 3. Enzimska oksidacija (60,61).
Hidroperoksidi su glavni primarni proizvodi LPO polinezasi¢enih masnih kiselina
posredovani slobodnim radikalima i zabiljezene su izrazito povisene vrijednosti u dijabeti¢ara
(62,63).

Zavrsni produkti lipidne peroksidacije su reaktivni aldehidi. To su 4 - hidroksialkenali
i drugi srodni a, p - nezasi¢eni aldehidi koji se smatraju ,,toksi¢énim glasnicima® primarnih

slobodnih radikala jer mogu nastaviti lancanu reakciju oksidacijskog oste¢enja (52).
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2.1.1.4. Produkti uznapredovale oksidacije proteina (AOPP)

Produkti uznapredovale oksidacije proteina, (AOPP) - (eng. Advanced oxidation
protein products) naziv je za derivate oksidiranih proteina, najvise albumina, a nastaju putem
aktiviranja Kkloriranih oksidanata, uglavnom hipoklorne kiseline i kloramina. AOPP
intenzivira metabolicke poremecaje u dijabetesu i potiCe napredovanje Vvaskularnih
komplikacija te se sve ¢esce opisuje kao novi marker oksidacijskih oste¢enja, a narocito dobro

korelira s razvojem Secerne bolesti 1 njenih komplikacija. (64,65).

2.1.1.5. Antioksidansi

Antioksidansi su spojevi koji sprjeCavaju nastanak prooksidansa, uklanjaju
prooksidanse iz svoje okoline ili zaustavljaju njihove reakcije. Antioksidansi su sve tvari koje

mogu sprijeciti ili smanjiti oksidaciju supstrata (66).

Kao odgovor na oksidacijski stres antioksidansi se generiraju in situ - endogeni
antioksidansi ili se unose - egzogeni antioksidansi. Prema mehanizmu djelovanja u
organizmu antioksidansi se mogu podijeliti na: 1. preventivne, neenzimske antioksidanse, 2.

enzimske antioksidanse i 3. ,,hvatace slobodnih radikala (eng. scavengers) (67).

1. Preventivni, neenzimski antioksidansi vezu ione metala, sprjeCavaju stvaranje izrazito
toksi¢ne molekule hidroksilnog radikala. U preventivne antioksidanse ubrajamo specifi¢ne
tkivne proteine: feritin, transferin, laktoferin, albumin, L-arginin, metal-kelirajuci proteini,
koenzim Q10, itd. (68,69).

2. Enzimski antioksidansi, izravno su ukljuceni u neutralizaciju RKV i RNS, kataliticki
razgraduju slobodne radikale. U tu skupinu antioksidanata ubrajamo: superoksid dismutazu
(SOD), katalazu (CAT), glutation peroksidazu (GPx) i glutation reduktazu (GRXx) (69-74).

3. ,,Hvataci“ slobodnih radikala. Najbrojnija je skupina antioksidanata, koja ima razlicite
mehanizme djelovanja antioksidativne zaStite. U tu skupinu ubrajamo: vitamine A, C, E,

brojne biljne fenole, melatonin, transferin, urate, bilirubin, ceruloplazmin, omega-3 i omega-6
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masne kiseline, itd. (75). Najucinkovitiji antioksidans te skupine je reducirani glutation
(GSH). GSH je vjerojatno najpotentnija obrambena molekula unutar stanice i djeluje kao
Cista¢ RKV-a

2.1.2. OKSIDATIVNI STRES U DIJABETESU I DIJABETICKOJ RETINOPATIJI

Dijabetes je poremecaj metabolizma karakteriziran hiperglikemijom koja nastaje
insuficijentnom regulacijom glukoze. RKV i RNS su pokrenuti osnovnim metabolickim
poremecajem u procesu nastanka oksidativnog stresa i nositelji su daljnjih biokemijsko

strukturnih promjena u razli¢itim komplikacijama $eéerne bolesti (76).

Istrazivanja govore da su izvori oksidativnog stresa u dijabetesu samooksidacija
glukoze, pomicanje redoks ravnoteze, smanjenje koncentracije molekula niske molekularne
mase (antioksidansa) kao Sto su: reducirani glutation (GSH) i vitamin E u tkivima; te
oslabljena aktivnost antioksidativnih obrambenih enzima, kao Sto su superoksid dismutaza i
katalaza (77,78). Kroni¢na prisutnost oksidativnhog stresa uzrokuje ostecenja bioloskih

makromolekula DNA, lipida, proteina i ugljikohidrata (4,79).

2.1.2.1. Oksidativni stres u dijabetickoj retinopatiji

Patogeneza dijabeticke retinopatije koja prethodi klini¢ki vidljivoj razini vidljivoj u
smislu manifestnih promjena u oku je sloZena i zbog toga jo$ uvijek nedovoljno razjasnjena.
Pretpostavlja se da nastaje medudjelovanjem razli¢itih biokemijskih mehanizama u sljjedu

dogadanja koji se jo$ istrazuju, ali je svakako dokazan visoki udio oksidativnog stresa (80).

.....

glukoze medu svim tkivima u ljudskom organizmu, a ima takoder i vrlo visok sadrZaj
polinezasiéenih masnih kiselina. Izuzetna potro§njom kisika od 6,5 cm*min /g tkiva &ini
mreznicu pojacano osjetljivijom na oksidativni stres (81). Pretpostavlja se da je povezanost

hiperglikemije i oksidativnog stresa inicijalno zbivanje u patogenezi dijabetiCke retinopatije.
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Istrazivanja na animalnim modelima pokazala su da oksidativni stres izaziva fenomen
,metabolicke memorije*, u kojemu stanice pamte oStecenja nastala zbog akumulacije ROS-a i
bez obzira na kasniju regulaciju glikemije ponavljaju iste transkripcijske greske koje ne

dopustaju da se oSte¢enja autoregulacijom ispravljaju (82,83).

Istrazivanja na animalnom misSijem modelu dijabeticke retinoptije pokazuju povisene
razine parametara oksidativnog stresa; superoksida i hidrogen peroksida, te membranske
lipidne peroksidaze (83). Sukladno ocekivanju, antioksidativni enzimi superoksid dismutaza,
glutation reduktaza, glutation peroksidaza i katalaze su smanjene. Narocito je u DR smanjena
koncentracija najpotentnijeg unutarstani¢nog antioksidansa GSH (84). Neenzimski
antioksidansi poput vitamina C, vitamina E i -karotena, koji sudjeluju u regulaciji redoks

homeostaze, takoder su snizeni tijekom hiperglikemije (85).

Oksidativni stres, osim izravnog tkivnog oSte¢enja na molekularnoj razini, takoder
modificira signalne i transkripcijske ¢imbenike i razne biokemijske procese §to dodatno utjece

na homeostazu stanica i tkiva.

Uslijed hiperglikemije dolazi do intracelularnog nakupljanja krajnjih produkata
uznapredovale glikozilacije (AGE) - (eng. advanced glycation end products) koji uzrokuju
povecanu aktivnost poliolnog puta, aktivaciju protein kinaze C (PKC) te povecanu aktivnost
heksozaminskog puta (86-89). Zbog poremecaja kisikove homeostaze poveéana je aktivnost
HIF-a (eng. hypoxia inducible factor, HIF) te produkcija VEGF-a (90). Svi navedeni
mehanizmi svojim medudjelovanjem sudjeluju u nastajanju oksidativnog stresa i propagiraju

napredovanja dijabeticke retinopatije.

Glikozilacija se odnosi na neenzimsku konjugaciju glukoze sa slobodnim
aminokiselinama bjelancevina, $to dovodi do promijenjene strukture 1 funkcije stani¢nih
bjelancevina i nukleinskih kiselina. Nastanak AGE koji se u najvecoj mjeri stvaraju unutar
endotelnih stanica krvnih Zila i neurona zbog utjecaja na promjenu strukture bjelancevina
remeti normalnu stani¢nu funkciju. Izvanstani¢ni produkti AGE dovode do promjena unutar
matriksa, kao 1 u interakciji izmedu samih stanica. Osobito je vazno vezanje AGE na kolagen
tipa IV u bazalnoj membrani, $to mijenja molekulsku cjelovitost matriksa povecavajuci
propusnost. AGE aktivnosti o€ituju se u promicanju niza drugih abnormalnosti koje

rezultiraju stvaranjem mikrotromba, te ja¢im lucenjem endotelnih faktora rasta (VEGF) i
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vazokonstrikcijskih ¢imbenika (endotelin-1) (91). Vezanje AGE na stanice (monocite,

makrofage i endotelne stanice) dovodi do otpustanja citokina (92,93).

Vazan metabolicki put u etiologiji dijabeti¢ke retinopatije je i poliolni put. Poliolni put
ukljucuje pretvaranje glukoze u sorbitol, reakcija je katalizirana enzimom aldoza reduktaze.
Nastali sorbitol se pomoc¢u sorbitol dehidrogenaze oksidira u oblik fruktoze. Poveéanje
aktivnosti poliolnog puta u dijabetesu moze povecati oksidativni stres, jer aldoza reduktaze
zahtijeva za svoju aktivnost NADPH, stoga povecana aktivnost poliolnog puta trosi vise
NADPH, natjecu¢i se s glutation reduktazom za NADPH. Takva kompeticija smanjuje
kolicinu NADPH za obnavljanje i1 rad wunutarstanicnih antioksidansa, S$to uzrokuje

nagomilavanja RKV-a i daljnja stani¢na oStecenja (94).

Aktivacija protein kinaze C (PKC) smatra se takoder jednim od glavnih puteva u
patogenezi dijabeticke retinopatije. Visoka razina glukoze, poveéano oslobadanje RKV-a i
sinteza diacilglicerola povecavaju aktivnost PKC-a. PKC nadalje potice produkciju brojnih
endotelnih ¢imbenika kao Sto su VEGF, IGF-1, TFG-B, ET-1, AT Il. Stoga, aktivnost PKC
moze dovesti do razlicitih promjena karakteristicnih za dijabeticku retinopatiju, kao §to su:
povecana propusnost malih krvnih zila, poremecaj u protoku krvi, promjena koncentracija
hormona rasta i receptora faktora rasta, poticanje neovaskularizacija, proliferacija endotela i

apoptozu (95).

Hiperglikemija takoder potice aktivaciju heksozaminskog metaboli¢kog puta, Sto je

podloga za mijenjanje intracelularnih ¢imbenika, ukljuc¢ujuci i transkripcijski faktor (86,96).

2.1.2.2. Oksidativni stres i mitohondrijska disfunkcija

Unutarstani¢na hiperglikemija povecava oksidaciju glukoze, a time raste i napon ili
voltazni gradijent mitohondrijskih membrana. Kada je kriti¢ni prag napona postignut, prijenos
elektrona unutar kompleksa 11l u lancu prijenosa elektrona je blokiran. Elektroni se
akumuliraju na koenzimu Q koji ih prepusta molekularnom kisiku za stvaranje superoksidnih
aniona (97). Mitohondriji su glavni endogeni izvor superoksida Sto inicira kaskadu Stetnih

dogadanja.
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Superoksidni anioni i poviSena koncentracija promijenjenog NO-a dovode do
povecanog stvaranja peroksinitrata, jednog od najjac¢ih oksidansa u tijelu, koji oSteéuje

deoksiribonukleinsku kiselinu (DNA).

Jedan od poremecaja uzrokovanih RKV-om u mitohondrijima je potiskivanje
obrambenih antioksidativnih sposobnosti, Sto uzrokuje pojacanu osjetljivost stanica mreznice
zbog oksidativnog stresa. Uoceno je da su SOD izoforma u mitohondrijima (MnSOD),
zajedno s GSH, smanjeni u dijabetesu, uz prisutnost velikih koncentracija glukoze

akumuliranih u mitohondrijima mreznice (3).

2.2 HORMON RASTA

2.2.1. PORIJEKLO, ULOGA I RITAM OTPUSTANJA

Hormon rasta je jednolanani polipeptid safinjen od 191 aminokiseline koji se
sintetizira, akumulira i secernira u somatotropnim stanicama. Ove stanice zauzimaju 45%
volumena prednjeg reznja hipofize ili pituitarne Zljezde i sadrze oko 5-15 mg hormona.
Molekularna masa hormona rasta je 22 kDa (98). Tijekom djetinjstva i odrasle dobi sekrecija
je uglavnom uravnoteZena, a znac¢ajniji porast biljeZi se tijekom puberteta. U kasnijoj srednjoj

dobi produkcija se pocinje lagano smanjivati S$to se nastavlja daljnjim starenjem (99).

Glavna uloga je poticanje linearnog rasta, a manifestira se uglavnom preko IGF-1.
Poti¢e sintezu proteina stimuliraju¢i preuzimanje aminokiselina 1 ubrzavajuéi transkripciju
MRNA. Spre€ava katabolizam proteina mobiliziraju¢i masti oslobadaju¢i masne kiseline te
ubrzava njihovu konverziju u acetil-CoA, kao energenta. Osim u metabolizmu proteina ima
vaznu ulogu i u metabolizmu ugljikohidrata. Visak hormona sprecava ulaz glukoze u stanice i
na taj nadin stvara inzulinsku rezistenciju s posljediénom intolerancijom na glukozu i
sekundarnim hiperinzulinizmom, te se zapravo smatra i antagonistom inzulina. Endogeni GH
utjeCe na metabolizam ugljikohidrata u jetri, stimuliraju¢i glikogenolizu §to povisuje

hepaticku proizvodnju glukoze (100,101).

21



Lucenje ima osciliraju¢u krivulju, te se hormon otpuSta u naletima izmedu c¢ijih
vrhunaca postoje jedva registrirajuce vrijednosti hormona. (102). Razine lu¢enja su nesto vise
u Zena i narocito su izrazene postmenopauzalno §to slijedi zamjenu estrogena (102). Sekrecija
hormona rasta izrazita je tijekom sna kada se oslobada 60-70% dnevno izlu¢ene koli€ine i to
predominantno u ranim fazama sna koje su pod dominacijom sporih valova (103).
Tjelovjezba, kao fizicki stres je najpotentniji stimulator sekrecije hormona rasta, vjerojatno

putem kolinergi¢nih mehanizama (104).

2.2.2. IZLUCIVANJE HORMONA RASTA

2.2.2.1. Metaboli¢ki ¢imbenici

Kroni¢na malnutricija 1 gladovanje zbog snizavanja IGF-1 direktno poti¢u
somatotropne stanice na lucenje, te dolazi do povisenog oslobadanja GH, vjerojatno radi
mobilizacije masti kao energenta odnosno sprjeavanja katabolizma proteina (105,106).
Debljina je suprotno tome depresor oslobadanja GH gdje atenuacija sekrecije hormona
izravno ovisi o ukupnim tjelesnim masnoc¢ama (107). Akutna hiperglikemija privremeno na 1-
3 sata inhibira lu¢enje hormona rasta, ali nakon 3-5 sati od oralne primjene glukoze dolazi do
znacajnog porasta sekrecije (108). Kod kroni¢ne hiperglikemije kakva se srece kod
dijabeti¢ara nema supresije GH tako da mnogi, narocito loSe kontrolirani bolesnici u Secernoj
bolesti, imaju i trajno poviSene vrijednosti GH pri ¢emu su u stimulirajuéem smislu
fluktuacije glukoze u krvi (GUK) vaznije od apsolutnih vrijednosti. Mora se medutim ipak
spomenuti da homeostaza glukoze nije najvazniji, a nije ni jedini ¢imbenik, te su utjecaji sna,
fizicke aktivnosti 1 stresa znaCajni. Visokoproteinski obrok, a narocito pojedinacne
aminokiseline (arginin, leucin) stimuliraju sekreciju hormona rasta. Arginin moZze suprimirati
endogeno luCenje somatostatina i tako potaknuti sekreciju GH (109). Glukokortikoidi

pokazuju kratkotrajni stimulirajuci efekt s odgodenim efektom supresije u sekreciji GH (110).
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2.2.2.2. Growth hormone releasing Hormone (GHRH)

Oslobadajuc¢i hormon za hormon rasta (GHRH) secerniraju neuroni u arkuatnoj jezgri i
premamilarnom podru¢ju hipotalamusa. GHRH stimulira: sintezu i sekreciju GH,
transkripciju GH gena i oslobadanje GH iz akumuliranih i novostvorenih izvora stanice(111).
Somatostatin suprimira stimuliraju¢e efekte GHRH na oslobadanje GH, ali ne utjece na
biosintezu GH (112). GHRH pospjesuje odgovor GH na razli¢ite stimuluse kao S$to su;

levodopa, arginin, klonidin, insulin, hipoglikemija i dr. (113).

2.2.2.3. Somatostatin (SRIF)

Somatostatin (SRIF) — (eng. somatotropin release-inhibiting factor) takoder poznat i kao
(GHIH) — (eng. growth hormone-inhibiting hormone) je ciklicki peptid s kvantitativnom
predominacijom oblika SRIF-14, slabije bioaktivnosti i slabije zastupljenim, ali bioloski
aktivnijim oblikom SRIF-28 (114). Sintetiziran u hipotalamusu transportira se aksonalnim putem
do portalnih zila u hipofizi. SRIF ima kratki poluzivot od 2-3 min a djeluje inhibitorno na
oslobadanje GH, ACTH, TSK, te sekreciju insulina i glukagona u pankreasu (115). Takoder
blokira efekte GHRH kao 1 odgovor GH na hipoglikemiju, tjelovjezbu, arginin, levodopu, ali
blokira i1 oslobadanje GH u snu. Somatostatin ispoljava svoje bioloske efekte putem specifi¢nih

membranskih receptora (SSTR) kojih ima pet vrsta (116).

2.2.2.4. Inzulinu sli¢an faktor rasta

Inzulinu sli¢an faktor rasta, (IGF) - (eng.insuline like growth factor/ IGF-1 i IGF-2),
koji je ciljni faktor rasta GH, takoder utjeCe na sekreciju hormona rasta u mehanizmu
povratne sprege putem osovine: hipotalamus-hipofiza-periferija (117,118). Hormon rasta
stimulira stvaranje IGF-1 i glavni je regulator ekspresije njegova gena na periferiji, u

razli¢itim tkivima, a posebice U jetri, srcu, plu¢ima i gusteraci (119). IGF-Llispoljava utjecaj
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povratne sprege putem hipotalamusa na hipofizu s posredovanim utjecajem na oslobadanje
GH. IGF-1 takoder potice hipotalamus na stvaranje SRIF-a, koji inhibitorno djeluje na GHRH
(120). Polipeptidne molekule IGF-1 nisu spremljene u stani¢nim sekretornim granulama, veé
se secerniraju vezani za specifi¢ne proteine visokog afiniteta, IGF binding proteins (IGFBP),
kojih u tjelesnim teku¢inama ima 6 podvrsta. Kod ljudi glavna i naj¢es¢a forma je IGFBP-III,
glikoprotein, koji se veze s molekulom IGF i nepostojanom kiselom podjedinicom tvoreci
transportno akumulacijski kompleks IGF-a, molekularne mase 150-200 kDa. Tri Cetvrtine
(75%) cirkuliraju¢eg IGF-1 i IGF-2 prenosi se vezan u ovako velikom kompleksu te zbog

toga otezano napusta vaskularni odjeljak (121).

2.2.2.5. Autoregulacija sekrecije GH

Ranije navedeni ¢imbenici; GHRH, SRIF i IGF-1 zajednicki €ine autoregulacijske
petlje povratne sprege stvaranja i otpuStanja GH. Povecane koli¢ine GH sniZavaju osjetljivost
na stimuluse GHRH, najvjerojatnije kroz stimulaciju otpustanja SRIF-a (122,123). Medutim i
kroni¢na stimulacija GHRH moZe dovesti do smanjenog otpuStanja GH radi desenzibilizacije
somatotropnih stanica (124). IGF-1 takoder inhibitorno djeluje na GHRH poticuci
hipotalamus stvaranje SRIF-a u hipotalamusu, a SRIF dodatno inhibitorno djeluje na
produkciju GHRH-a (125).

2.2.2.6. Supstance koje poticu sekreciju GH

Male sintetski stvorene peptidne i nepeptidne molekule koje stimuliraju i pojacavaju
pulsirajuce otpustanje GH izvan sustava povratne sprege GHRH/SRIF, nazivamo sekretagogi
(GHS) - (eng. Growth hormone secretagogues) (126). Njihovi receptori (GHS-R) ispoljavaju
se U somatotropnim stanicama hipofize te u hipotalamickom dijelu mozga 1 kljucni su za
otpustanje hormona rasta. Ghrelin (GHR) — (eng. gastrointestinal peptide hormone) je
cirkulirajuci polipeptid, poznat kao hormon gladi kojeg stvaraju endokrine stanice Zeluca i
koji se veze za GHS-R, pojacava izlu¢ivanje i odgovor GH na GHRH (127-129).
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2.2.3. EKSTRAPITUITARNI HORMON RASTA OKA

Iako su neka sporadi¢na istrazivanja vrSena Krajem 20. st. tijekom prvog desetljeca
ovog stoljeca pojavljuju se radovi Harvey-a, Simo-e i Sanders-a, koji sa svojim suradnicima
intenzivno rade na dokazivanju i proucavanju stvaranja hormona rasta izvan hipofize i bez
utjecaja hipofize. Uglavnom, postojanje pozitivne imunoreaktivnosti na GH dokazano je u
razli¢itom tkivima kod beskraljeSnjaka i kraljeSnjaka, te sisavaca. Hormon rasta u oku kod
vecine zivotinjskih vrsta dokazan je ve¢ u embrionalnome Zivotu u vrijeme ontogenetskog
nepostojanja hipofize, te je dokazano kako je njegova uloga u tom periodu vazna za normalnu
diferencijaciju i rast o¢nih tkiva i oka u cjelini (130-134). Takoder se smatra kako u tom
razdoblju, ali §to je jo§ znacajnije u kasnijem, postnatalnome zivotu GH ima neuroprotektivnu
ulogu u uvjetima oCuvane homeostaze te ga se smatra amakrinim/parakrinim bioregulatorom
(18,20,134-138). Tako su uocene snizene koncentracije GH u (RGC) — (eng. Retinal ganglion
cells) tijekom glaukomske bolesti i PDR (139). Nadalje je u oku dokazano postojanje GHRH i
GH-mRNA, s§to govori u prilog autonomne regulacije i ontogenetske ali i postnatalne
neovisnosti o hipofizi (140). Sli¢na studija je pokazala da blokada o¢nog GHRH izaziva
apoptozu neuronalnih stanica §to je isto tako jo$ jedan od pokazatelja neuroprotektivne uloge
GH (141). Normalna neuronalna funkcija vidnog sustava ocito treba GH za svoje odrzavanje,
jer je primjerice nadena imunoreaktivnost na GH duz cijelog vidnog puta sve do vidnog

korteksa, dakle GH se stvara u oku, ali djeluje u ¢itavoj duljini pruZanja aksona.(142)

Klasi¢na dogma o pituitarnom stvaranju GH, pretpostavlja njegov daljnji transport u
ciljna tkiva 1 lokalnu ekspresiju putem specificnih receptora bilo direktno, bilo preko
stimulacije jetrene produkcije faktora rasta. Ovu klasi¢nu tezu o iskljucivo pituitarnom
porijeklu GH demantira istrazivanje Harvey-a i suradnika. Oni su pokazali kako je regularna
hipofizna produkcija GH ovisna o Pit-1 ¢imbeniku (eng. pituitary-specific transcription
factor-1), koji se nalazi isklju¢ivo u somatotropnim stanicama hipofize, medutim nastajanje
GH u oku ima posve druge transkripcijske ¢imbenike, §to posve odvaja ove dvije linije
stvaranja GH (143). Mora se medutim napomenuti da su istrazivanja 10 godina kasnije ipak
dokazala postojanje Pit-1 transkripcijskog c¢imbenika GH u jo§ nekim tkivima
ekstrapituitarnog stvaranja hormona rasta, ali to se ne odnosi na oko (138). Mogucu ulogu u
o¢noj produkciji GH imaju i otkriveni GHR i GHSR-1- (eng. growth hormone secretagogue

receptor) nadeni u $arenici, cilijarnom tijelu i stanicama retinalnog pigmentnog epitela (RPE)
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(144). Iste cinjenice donosi istrazivanje na Pit-1 deficijentnim miSevima u kojih je
registrirano uredno stvaranje ekstrapituitarnog hormona rasta (145). Neovisnost ocnog GH o
hipofizi iskazuju 1 ¢injenice o njegovoj embrionalnoj produkciji, u vrijeme kada hipofiza i
somatotropne stanice, nositelji Pit-1 ¢imbenika jo§ uopce nisu ontogenetski prisutni/formirani,
a iskazuju 1 ¢injenice kako se GH stvara 1 kod beskraljesnjaka, koji uopée nemaju endokrini

sustav poput kraljesnjaka (146).

Prvi dokazi samostalnog stvaranja GH u oku govore uglavnom o RGC stanicama kao
klju¢noj lokaciji proizvodnje ocnog GH (19). Kasniji radovi pokazuju kako u oku postoje i
druge lokacije proizvodnje GH, prije svega stanice RPE, Miillerove stanice, koriokapilaris,
cilijarno tijelo, Sarenica, leca i konjunktiva (144,147-151). U oku stvoreni GH uglavnom se
skuplja u vitreusu, koji tako na izvjestan nacin predstavlja depo hormona rasta (12,138). Osim
neuroprotektivne uloge o kojoj je ve¢ bilo rijeci, smatra se da je bitna i GH/IGF-1 hormonska
osovina koja ima vaznu ulogu u modeliranju retinske vaskularizacije i aberantne stani¢ne
proliferacije (30). Ovi ucinci narocito se manifestiraju kod dijabeti¢ke retinopatije, gdje IGF-1
putem aktivacije VEGF-a promotivno utje¢e na angiogenezu, a takoder sudjeluje i pri
formiranju proliferacija vezivnog tkiva (152, 153). Indirektna potvrda ovog djelovanja
postignuta je uspjeSnom blokadom neovaskularizacije u oku nakon lokalne primjene

somatostatina (154,155).

Sto sve utjeée na razinu sekrecije GH u tkivima oka, kako je ta sekrecija regulirana i
koje su interakcije s ostalim aktivnim amakrinim i parakrinim sustavima u oku treba svakako

dodatno istraziti.

2.2.4. HORMON RASTA, SECERNA BOLEST I DIJABETICKA RETINOPATIJA

Odavno postoje spoznaje o povezanosti GH 1 Secerne bolesti, a narocito o promotivnoj
ulozi GH i IGF-1 na razvoj dijabeticke retinopatije. Ova spoznaja datira jo§ od 1945. kada je
opisana pacijentica kojoj je zbog Sheehanovog sindroma posve regredirala DR i gotovo
nestala potreba za inzulinom (8). Od tada ova se interakcija kontinuirano proucava i do danas

postoji Citav niz dobro poznatih €injenica, ali i kontroverzi.
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Ocito je kako do danas nisu posve razjasnjene sve okolnosti i Cinjenice u interakciji
izmedu diabetes mellitusa (DM), GH i DR, budu¢i da postoji ¢itav niz opre¢nih zapazanja
koja se medusobno iskljucuju. Tako je uoceno da dijabeticari s deficitom GH bilo koje geneze
pokazuju regresiju DR ili je uopée ne razviju, isto kao i kod dijabeticara u kojih je terapijski
primijenjena supresija hormona rasta (156,157). Suprotno tome u bolesnika s akromegalijom i
dijabetesom, unato¢ poviSenih vrijednosti GH nema poviSene incidencije dijabeticke
retinopatije (158). Ima studija koje pokazuju kako nadomjesna terapija hormonom rasta ne
izaziva promjene na retini, §to umanjuje pretpostavljenu ulogu GH kao pokretaca DR (159), a
ima i istrazivanja koja su pokazala kako medikamentna blokada receptora GH nije dovela do
regresije retinopatije (160). Takoder postoje istrazivanja koja pokazuju da je nivo sekrecije
GH u dijabeticara podjednak u onih koji nemaju retinopatiju i onih s pocetnim znacima
retinopatije, te kona¢no u bolesnika s teskim oblikom proliferacijske DR (161). Novu
dimenziju o ulozi cirkulirajuéeg GH u nastanku RD donose nam i nova istraZivanja o
mogucoj alteraciji bioloske aktivnosti GH i njegove receptorske ekspresije u dijabeti¢ara
(162).

Svakako je dokazan poremecaj u osovini lu¢enja GH/IGF-1, koji rezultira visekratnim
poviSenjem cirkulirajuéeg GH u bolesnika s dijabetiCkom retinopatijom, naro€ito
proliferativnog tipa. Zbog manjka inzulina u jetri i portalnom krvotoku stvara se manje IGF-1,
te slabi povratna sprega prema GH, zbog ¢ega dolazi do njegove hiperprodukcije i porasta
rezistencije prema GH. Drugim rijeima, $to je manjak inzulina izraZeniji, a kontrola DR
slabija, to postoji izrazitije poviSenje luenja GH i smanjenje produkcije IGF-1(8).
Rezistencija se ocituje u jetri smanjenim brojem GH receptora (163). Ovome doprinosi i
hiperprodukcija IGFBP-1, koji se u jetri pojacano luci takoder zbog manjka inzulina u
dijabetiCara, a $to dovodi do smanjene bioraspolozivosti, ionako snizenog IGF-1. Opisane

pojave podizu inzulinsku rezistenciju (164).

Radi poboljsanja glikemije povisuje Se unos egzogenog inzulina u dijabeticara, Sto u
nekoj fazi bolesti doprinosi i poviSenju proizvodnje IGF-1, koja ipak nije posve
proporcionalna povisenim vrijednostima GH. Inzulin s druge strane i sam djeluje na IGF-1
receptore i promociju njegove ekspresije (165). Ova se faza povezuje s progresijom DR,
budu¢i je paralelno dokazano da IGF-1 promotivno djeluje na proliferaciju, apoptozu,
kemotaksu i neovaskularizaciju (166). Pretpostavilo se da serumski IGF-1 zbog propusnosti
BRB prelazi u oko i1 na taj nac¢in promotivno djeluje na razvoj DR. Nova istrazivanja u
kretanju IGF-1, medutim, donose rezultate kojima je dokazano da nema povezanosti, zapravo
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su kod dijabeticara vrijednosti slobodnog i vezanog IGF-1 u serumu snizene kod pacijenata s
naglasenom DR (167,168). Sli¢no su potvrdile i studije na prematurno rodenoj djeci, gdje je
pojavnost retinopatije (ROP)-a (eng. retinopathy of prematurity) s izrazenom vaskularnom i
vezivnom proliferacijom bila povezana s niskim serumskim vrijednostima IGF-1 (169, 170).
Postoje i istrazivanja na eksperimentalnom modelu misa, gdje je pokazano da lokalno u oku
stimulirana ekspresija IGF-1 daje sliku dijabeticke retinopatije uz normalne vrijednosti
cirkulirajué¢eg IGF-1, urednu glikemiju i inzulinemiju (171). U prilog lokalnom djelovanju jos
je jedno istrazivanje na modelu misa u kojoj poviSene vrijednosti obiljezenog cirkuliraju¢eg
IGF-1 uopce nisu utjecale na oko, a tragovi istoga nisu nadeni analizom oc¢nih uzoraka, Sto
govori u prilog nepropusnosti BRB za IGF-1. Zapravo su zakljucili kako je za narusavanje
propusnosti BRB potreban lokalno stvoreni IGF-1, a cirkulirajué¢i eventualno doprinosi
pojacanom transportu glukoze kroz BRB, dok se metaboliziranje glukoze u uvjetima

hiperglikemije dodatno promotivno odrazava na progresiju DR (172,173).

Posljednjeg desetljeca sve je vise dokaza o postojanju autonomne osovine GH-IGF-1
unutar oka, iako tumacenja ove lokalne sekrecije takoder nisu jedinstvena. Prije svega
dokazano je kako serumski GH ni u uvjetima povecane propusnosti BRB ne prelazi u oko,
zbog visoke molekularne mase od 22,5 kDa, iako su neki animalni modeli pokazali
propusnost molekula veli¢ine 40-70 kDa u uvjetima DR (143, 174, 175). Ve¢ ova ¢injenica
uvelike dovodi u pitanje hipotezu o djelovanju cirkulirajuéeg GH na pojavnost DR. Od 2003.
pojavljuju se prvi radovi u kojima su podneseni dokazi o postojanju GH imunoreaktivnosti u
humanim retinalnim ganglijskim stanicama (RGC), na o¢nim uzorcima uzetima s kadavera,
ali 1 vitrealnim uzorcima pacijenata sa Secernom bolesti te S razli¢itom drugom o¢nom

patologijom (19,23,138,176).

Dokazano je da u oku dijabeti¢ara znac¢ajno opada produkcija somatostatina, koji se u
zdravih o€iju nalazi u Cetiri puta visim koli¢inama nego u serumu (139,155). Uloga
somatostatina je neuroprotektivna, ali 1 supresijska prema angiogenezi, jer ograniCuje
djelovanje osovine GH/IGF-1/VEGF(177). Unato¢ redukciji supresijske uloge somatostatina
ipak ne dolazi do porasta, ve¢ dolazi do pada GH i IGF-1 u oku, jer uslijed hipoksije i
oksidativnog strasa kod DR propadaju stanice u kojima se najvise sintetizira, a to su retinske
ganglijske stanice (11, 178). Smanjene mjerene vrijednosti GH i IGF-1 u vitreusu dijabeti¢ara
tumace se 1 ¢injenicom da zbog propusnosti BRB iz sistemske cirkulacije ulazi viSak proteina

za koje se ovi hormoni vezu, pa im opada bioraspolozivost (179).
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Ocito je kako davno uocena interakcija izmedu GH 1 dijabeticke retinopatije nije posve
razjasnjena tijekom proteklih 70 godina i jasno je da kontroverze upucuju na potrebu daljnjih
istrazivanja. DanaSnja razina znanja i informacija i dalje neosporno upucuju kako je vaznost
GH i regulatora njegove ekspresije, IGF-1 u progresiji DR velika i prisutna. Novije spoznaje
medutim upucuju na hormone koji nisu hipofiznog porijekla, kako se ranije vjerovalo, vec se
vrlo izgledno radi o hormonima samostalno sintetiziranim unutar o¢nih tkiva koji tamo

ispoljavaju svoju lokalnu amakrinu i parakrinu funkciju (138, 176).

2.3. SECERNA BOLEST (DIABETES MELLITUS)

2.3.1. DEFINICUA

Seéerna bolest (lat. diabetes mellitus), najéeséa je endokrina (metabolicka) bolest,
kroni¢nog je tijeka s visokom prevalencijom te prema broju oboljelih uzlaznim trendom i time
predstavlja jedan od vodeéih javnozdravstvenih problema u razvijenim zemljama. Prema
podacima Medunarodne dijabeticke federacije (engl. International Diabetes Federation; IDF)
ucestalost Secerne bolesti 2010. godine u svijetu je iznosila 6,6%, a u Europi 8,5% (180).
2012.-te godine, vise od 371 milijun ljudi diljem svijeta bolovalo je od dijabetesa, a 183
milijuna ljudi Zivi s nedijagnosticiranim dijabetesom. Predvida se da ¢e porast ucestalosti u
razdoblju od 2010. do 2030. godine iznositi 54% na svjetskoj razini, odnosno da ¢e broj
oboljelih osoba sa 284,6 milijuna porasti na 438,4 milijuna (181). U Republici Hrvatskoj,
prema podacima Centralnog zdravstvenog informacijskog sustava (CEZIH), u 2012. godini
registrirano je 234,457 punoljetnih osoba s dijagnozom dijabetesa (182).

Seéerna bolest je skupina metabolickih poremeéaja koji obuhvaéaju prvenstveno
ugljikohidrate, ali takoder i masti te proteine, obiljezena je kroni¢nom hiperglikemijom koja
nastaje zbog smanjenog izlucivanja i/ili djelovanja inzulina. Inzulin je anaboli¢ki hormon koji
se stvara u Langerhansovim otoci¢ima guSterace, a organizmu je potreban za normalno
odvijanje metabolizma ugljikohidrata, masti i bjelan¢evina. Stupanj inzulinopenije odreduje

stupanj metabolickog poremecaja. Posljedica dugotrajne hiperglikemije u oboljelih osoba je
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progresivni razvoj specificnih kasnih komplikacija na malim 1 velikim krvnim zilama,

zivcima 1 bazalnim membranama razlicitih tkiva i organa (183).

Prvi opisi ove bolesti datiraju iz 16. st.p.n.e. Spoznaja o Seéernoj bolesti zabiljezena je
i kod Indijaca u 5. st. p.n.e. U 2. st. n.e. Grci prvi puta spominje rije¢ dijabetes opisujuci
bolest kod koje bubrezi izlucuju veliku koli¢inu mokrace i naveo njene klasi¢ne simptome.
Arapi u 10. st. detaljno opisuju klinicke znakove bolesti s izrazenim mokrenjem, te prvi puta
povezuju te znakove s mogué¢im komplikacijama Secerne bolesti i opisuju dijabeticku
gangrenu stopala te spolnu nemo¢. U 19. st. Minkowski 1 von Mering su skrenuli paznju na
gusteracu kao zlijezdu koja ima vaznu ulogu u nastanku Secerne bolesti. Paul Langerhans je
1869. g. otkrio otoCi¢e u gusteraci u kojima se stvara supstanca znacajna za metabolizam
ugljikohidrata, a koji su 1893. g. nazvani Langerhansovim otoc¢i¢ima. Tu supstancu je 1909. g.
Jean de Meyer nazvao inzulinom, a 1921. g. Bantig i Best su u Kanadi otkrili inzulin -
hormon koji se stvara u beta stanicama Langerhansovih oto¢ica. 1922.g. prvi puta je inzulin
primijenjen u terapijske svrhe, $to je dovelo do klju¢nog pomaka u lijeCenju i poboljSanju

kvalitete zivota oboljelih osoba (184).

2.3.2. KLASIFIKACIJA SECERNE BOLESTI

Danas je prihvacena Klasifikacija Secerne bolesti Svjetske zdravstvene organizacije
(engl. World Health Organization; WHO) iz 1999. godine (185). Suvremena podjela Secerne
bolesti temelji se na njenoj etiologiji, a ne na klini¢kim kriterijima kao §to je bilo u ranijoj

klasifikaciji iz 1985. godine. 1z navedene klasifikacija izdvajamo dva osnovna tipa bolesti:
Tip 1 (razaranje beta-stanica, obi¢no vodi do potpunog nedostatka inzulina)
Tip 2 (od prevladavajuce otpornosti na inzulin s razmjernim nedostatkom lucenja
do prevladavajuceg nedostatnog lucenja s ili bez otpornosti na inzulin)

Osim njih postoje ostali specifi¢ni tipovi SeCerne bolesti; poremecaji beta-stanica i

djelovanja inzulina, bolesti gusterace, inducirani lijekovima i kemikalijama, infekcijama te
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imunomodelirane bolesti 1 genetski sindromi. Posebnim entitetom smatra se trudnicka Secerna

bolest (185).

Secerna bolest tipa 1 i $ecerna bolest tipa 2, osnov su klini¢ke prakse i epidemiologki
najzastupljeniji oblici. Secerna bolest tipa 1 je rjedi oblik bolesti, prisutan u 10-20% svih
oboljelih, najéesc¢e djece i adolescenata, iako se moZe javiti u svakoj Zivotnoj dobi. Se¢erna
bolest tipa 2 je daleko ¢esc¢i oblik bolesti, prisutan u oko 80 do 90% svih oboljelih, najcesce

srednje 1 starije Zivotne dobi.

2.3.2.1. Seéerna bolest tipa 1

Seéerna bolest tipa 1 karakterizirana je destrukcijom beta stanica Langerhansovih
otoCica gusterae koja napreduje do potpunog gubitka produkcije inzulina i posljedicno
nuznosti jatrogene, terapijske nadoknade inzulina za prezivljavanje. Kljuénu ulogu u njenom
razvoju imaju autoimuni procesi, Sto potvrduje i prisutnost protutijela, na beta stanice i
Langerhansove oto¢i¢e u serumu kod 85-90% bolesnika. Aktivacija ovakvih autoimunih
procesa pocinje na poticaj nekih ¢imbenika okoline u osoba s genetskom sklonos¢u (186). U
ostalih 10-15% bolesnika razvija se tzv. idiopatski tip bolesti obiljezen karakteristicnom

klinickom slikom, no bez dokaza autoimunosti.

Bolest obi¢no pocinje naglo 1 dijagnoza se obi¢no postavlja unutar nekoliko tjedana od
pojave prvih simptoma bolesti. U bolesnika je prisutno pojacano Zedanje, ucestalo mokrenje,
pojacan ili kod mlade djece oslabljen apetit, gubitak teZine, umor, razdraZljivost i bezvoljnost.
S daljnjim izrazitim smanjenjem sekrecije endogenog inzulina dolazi do poremecaja
metabolizma masti uz pojacanu lipolizu 1 ketogenezu, te razvoj klinicke slike ketoacidoze.
Ako se bolest dijagnosticira s odgodom u bolesnika je ve¢ izrazen poremecaj metabolizma
bjelancevina obiljeZen katabolickim procesima; usporenjem rasta, gubitkom teZine ili

razvojem teske kaheksije (187).
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2.3.2.2. Se¢erna bolest tipa 2

Secerna bolest tipa 2 Kkarakterizirana je pove¢anom inzulinskom rezistencijom, te
istovremeno smanjenom sposobnosti beta stanica da kompenziraju rezistenciju pove¢anom
produkcijom inzulina. Istovremeno se odvija poremecaj metabolizma glukoze u jetri i1
perifernim tkivima (188). Inzulinska rezistencija kao dio poremecaja pojavljuje se rano u
tijeku bolesti i Cesto je povezana s genetskom predispozicijom i razli¢itim ¢imbenicima
okoline: pretilo$¢u, smanjenom tjelesnom aktivnosc¢u, zivotnom dobi, trudno¢om i primjenom
nekih lijekova. Dugotrajna hiperglikemija i povi$ena razina slobodnih masnih kiselina svojim
efektom glukotoksi¢nosti 1 lipotoksi¢nosti smanjuju inzulinsku osjetljivost u perifernim
tkivima, a deprivantno djeluju i na sekreciju inzulina u beta stanicama. Osim poremecene
efektivnosti inzulina na periferiji, koja je opisana kao rezistencija paralelno se pojavljuje i
poremecaj u sekreciji inzulina, kako u kvantitativnom smislu tako 1 kvalitativnim

poremecajem ritma luc¢enja na provokaciju glukozom (189).

Bolest pocinje polagano dugim pretklinickim gotovo asimptomatskim razdobljem,
koje je ipak obiljezeno pojatanim Zedanjem i ucestalijim mokrenjem. Vecina oboljelih ima
prekomjernu tjelesnu tezinu. Zbog relativno ocCuvane endogene sekrecije inzulina u ovih

bolesnika ne postoji rizik od razvoja ketoacidoze (189).

2.3.2.3. Lijecenje Secerne bolesti

Obzirom da je rije¢ o neizljecivoj bolesti, lijeCenje dijabetesa usmjereno je
prvenstveno na postizanje $to bolje glikemije. Optimalnom regulacijom bolesti, sprjecava
se ili usporava nastanak kasnih komplikacija i postize poboljSanje kvalitete Zivljenja.
Normalizacijom razine glukoze u krvi uklanjaju se klini¢ki simptomi bolesti, smanjuje
ucestalost akutnih komplikacija kao S$to su ketoacidoza, neketoti¢ko hiperosmolarno stanje
1 hipoglikemija, te postize normalna radna sposobnost 1 uklju¢ivanje u normalan drustveni

Zivot (190).
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Danasnji nacini lijeCenja Secerne bolesti su edukacija kojom se bolesnik osposobljava
za samopracenje i samozbrinjavanje, dijetalna prehrana, tjelovjezba, te primjena oralnih
hipoglikemickih lijekova (OHA) i/ili inzulina, pri ¢emu svaki pojedini tip dijabetesa
zahtijeva odredene specifi¢nosti, a svaki pojedini bolesnik individualni pristup lijeCenju

(190).

2.3.3. KASNE KOMPLIKACIJE SECERNE BOLESTI

Kasne komplikacije Secerne bolesti glavni su uzrok povecanog morbiditeta i
mortaliteta oboljelih. Dugo trajanje Secerne bolesti, losa metabolicka regulacija glikemije i
drugi rizi¢ni ¢imbenici u oboljelih dovode do razvoja karakteristi¢nih promjena na malim i
velikim krvnim zilama, zivcima, te bazalnim membranama razli¢itih tkiva izazivajuéi tako
kasne komplikacije na o€ima, bubrezima, perifernim i autonomnim zivcima, te krvnim zilama
srca, mozga i okrajina. lako su klini¢ka obiljezja ovih promjena razlicita, sve je vise dokaza o

zajednickom temeljnom poremecaju u svim zahvacenim dijelovima tijela (191).

Kasne komplikacije Secerne bolesti dijele se na mikrovaskularne, makrovaskularne i
ostale komplikacije. Mikrovaskularne komplikacije su dijabeticka retinopatija, nefropatija i
neuropatija, a makrovaskularne komplikacije su aterosklerotska kardiovaskularna,
cerebrovaskularna 1 periferna vaskularna bolest. Ostale komplikacije su dijabeticko stopalo,
seksualna disfunkcija, gastrointestinalne, te komplikacije na kozi, kostima i zglobovima
(192).

Nastanak 1 ucestalost komplikacija ovise o tipu dijabetesa 1 Zivotnoj dobi u kojoj se
pojavio, a povecavaju se s trajanjem bolesti 1 dobi bolesnika. U osoba mlade zivotne dobi sa
Secernom bolescu tipa 1, kasne komplikacije najcesce se pojavljuju 5 do 10 godina nakon
pocetka bolesti 1/ili puberteta, a u osoba sa Se¢ernom boles¢u tipa 2 starije Zivotne dobi u
kojih je dijagnozi Secerne bolesti prethodilo nepoznato dugo razdoblje ne-dijagnosticirane
hiperglikemije, komplikacije se vrlo ¢esto mogu utvrditi prije ili u trenutku postavljanja

dijagnoze dijabetesa (191).
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2.4. DIJABETICKA RETINOPATIJA

2.4.1. DEFINICIJA | DEMOGRAFSKI PODACI

Dijabeticka retinopatija (DR) pogada oko 80% svih dijabetiCara koji od Se¢erne bolesti
boluju 15 ili viSe godina, a 45% dijabeticara bez obzira na duljinu trajanja bolesti imaju neki
oblik retinopatije (192). Nakon 20 godina Secerne bolesti gotovo svi pacijenti s dijabetesom
tipa 1 imat ¢e DR, a medu njima je 3,6% slijepih, a oko 60% s tipom 2 razvit ¢e DR i unutar
ove skupine ima 1,6% slijepih (193). DR je vode¢i uzrok sljepoc¢e u odrasloj populaciji. Slabo
regulirani dijabeti¢ari imaju 25 puta veci rizik od sljepo¢e u odnosu na op¢u populaciju. Od
2000. do 2010. broj zabiljezenih pacijenata s DR porastao je u Americi za 89%, a neke
prognoze govore kako ¢e se do 2050. taj broj udvostruciti te iznositi 14,6 milijuna ljudi (194).

Dijabeticka retinopatija (DR) specifi¢na je kasna komplikacija Secerne bolesti u oku
koja prvenstveno nastaje radi poremecaja grade malih krvnih zila mreznice. Hiperglikemija
kao glavna znacajka dijabetesa pokretac je spektra biokemijskih dogadanja koja dovode do
izrazenog stani¢nog osStecenja. Biokemijskim procesima dominira hiperprodukcija reaktivnih
kisikovih spojeva, odnosno povisenje indeksa stanja oksidativnog stresa. Kisikovi spojevi
nastaju zbog povecane aktivnosti poliolnog i heksozaminskog puta, povecanog stvaranja
glikoziliranih bjelancevina (AGE produkata) i aktivacije protein kinaze C. Te metabolicke
promjene rezultiraju mnostvom, tkivno specifi¢nih funkcionalnih o$teéenja u procesu

nastanka dijabeticke retinopatije (191).

2.4.2. KLASIFIKACIJA DIJABETICKE RETINOPATIJE

Radi potreba medunarodno ujednacenih kriterija pracenja i lijeCenja dijabeticke
retinopatije odavno su postavljene zajedni¢ke smjernice i klasifikacija ove najteZe kasne
komplikacije Secerne bolesti. Ove se klasifikacije svakih nekoliko godina revidiraju i

dopunjuju u sustavnom zajednickom radu medunarodnih ekspertnih skupina. Ozbiljniji poceci
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ovakvog klasificiranja datiraju iz 1968. kada je odrzan skup: ,,Airlie House Symposium*
(195). Danas se najpotpunijom i najprihvacenijom smatra klasifikacija dijabetiCke retinopatije
prema ETDRS (engl. Early Treatment Diabetic Retinopathy Study), koja je utemeljena na
klini¢koj slici i prilagodava se svakih nekoliko godina. Prema posljednjoj klasifikaciji, DR se
dijeli na dva osnovna stadija retinopatije; neproliferacijsku i proliferacijsku dijabeti¢ku
retinopatiju, te dijabeticku makulopatiju. Pri tome oba osnovna stadija mogu istovremeno biti

kombinirani s makularnim edemom (195).

Tablica 1. Podjela DR prema klinickoj slici, prihvaceno od AAO (American Academy of
Ophthalmology) , modificirano prema ETDRS (Early Treatment Diabetic Retinopathy Study).

Preuzeto s http://www.diabetesclinic.ca/en/prof/6comp/class diab retin.htm

Tablica 1. Medunarodna klini¢ka skala intenziteta dijebeti¢ke retinopatije (DR)

PREDLOZENE RAZINE INTENZITETA DR OFTALMOSKOPSKI UOCLJIV NALAZ

Nama uocljivih znakova DR Nama abnormalnosti
Blaga neproliferativna DR Samo mikroaneurizme
Umjerena neproliferativna DR Izrazenije od blage ali blaze od uznapredovale

Nesto od navedenoga:

-20 ili vise retinalnih krvarenja u 4 kvadranta
Uznapredovala neproliferativna DR -oCita venska istezanja u 2 ili vise kvadranata

-uocljive IRMA formacije u 1 ili vise kvadranata

-bez postojanja neovaskularizacija

1 ili vise od navedenoga:
Proliferativna DR -oCite neovaskularizacije
-preretinalno ili vitrealno krvarenje

2.4.2.1. Neproliferativna dijabeticka retinopatija (NPDR)

NPDR je rani stadij bolesti u kojem dominiraju mikrovaskularne promjene koje su
ograni¢ene na mreznicu. U ovoj fazi mogu se fluoresceinskom angiografijom kao prvi znak
retinopatije dokazati okultne zone kapilarnih okluzija ili nonperfuzija. Klinicki uocljive
promjene u tom stadiju su mikroaneurizme, intraretinalna tockasta, mrljasta i plamicasta

krvarenja, retinalni edem, tvrdi i meki ,,cotton wool" eksudati, venske abnormalnosti i
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intraretinalne mikrovaskularne abnormalnosti (IRMA) — (eng. Intraretinal microvascular
abnormality) (195). Prema izrazenosti tih promjena NPDR se dijeli na Cetiri stupnja (Tablica
2.).

Tablica 2. Klasifikacija neproliferativne dijabeticke retinopatije prema ETDRS-u (Early
Treatment Diabetic Retinopathy Study)

| Blaga neproliferativna dijabeticka retinopatija

- prisutnost barem jedne mikroaneurizme ili pojedina¢nih mikroaneurizmi i
tockastih intraretinalnih krvarenja.

1l Umjereno teska neproliferativna dijabeticka retinopatija

- umjeren broj mikroaneurizmi i intraretinalnih krvarenja u najmanje jednom, ali
manje od Cetiri kvadranta, uz prisutnost pojedinih mekih eksudata, venskih i
intraretinalnih mikrovaskularnih abnormalnosti. Rizik razvoja tog stupnja u
PDR tijekom 5 godina je 33%.

1II Teska neproliferativna dijabeticka retinopatija

- prisutnost jedne od promjena: 1. izraZena intraretinalna Krvarenja i
mikroaneurizme u sva cCetiri kvadranta, 2. venske abnormalnosti u dva ili viSe
kvadranata ili 3. IRMA u najmanje jednom kvadrantu. Rizik razvoja u PDR
tijekom 5 godina je 60%.

1V Vrlo teska neproliferativna dijabeticka retinopatija
- prisutnost dvije ili viSe promjena teSke neproliferativne dijabeticke retinopatije,

ali bez elemenata proliferativne bolesti; 75% oc¢iju s tim stupnjem retinopatije
tijekom jedne godine razvije PDR.

2.4.2.2. Proliferativna dijabeti¢ka retinopatija (PDR)

PDR je kasni stadij bolesti u kojem zbog uznapredovale ishemije mrezni¢nog tkiva
dolazi do razvoja novih krvnih zila na povrSini mreznice i optickom disku. Daljnjom

progresijom stvaraju se fibrovaskularne membrane s tendencijom Sirenja prema staklovini.
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Nove krvne zile ili neovaskularizacije u podrucju optickog diska (engl. new vessels on the
disc, NVD) i na ostalim dijelovima mreznice (engl. new vessels elsewhere, NVE) izgledaju
poput njeznih gusto razgranatih grancica. Neovaskularizacije u svom razvojnom ciklusu
prolaze tri faze: rast, fibrozu 1 regresiju. U pocetku se pojavljuju njezne nove krvne Zile s
minimalno vezivnog tkiva. Tijekom sazrijevanja novostvorene zile postupno se uvecavaju i
granaju, a vezivo koje ih obavija umnaza se stvarajuci pritom tzv. fibrovaskularne membrane,
koje se najcescée Sire uz povrsinu mreznice ili izdizu u staklovinu. S vremenom se nove krvne
zile povlace, a iza njih ostaju slabo vaskularizirane, ali vrlo ¢vrste vezivne membrane (195).

Prema prisutnosti i uznapredovalosti tih promjena PDR se dijeli na dva stupnja (Tablica 3.).

Tablica 3. Klasifikacija proliferativne dijabeticke retinopatije prema ETDRS-u (Early
Treatment Diabetic Retinopathy Study)

I Rana proliferativna dijabeticka retinopatija

- prisutnost proliferativnih promjena manjih od rizi¢nih

1l Visokorizicna proliferativna dijabeticka retinopatija

- prisutnost jedne od lezija:

NVD > 1/3 - 1/2 povrsine optickog diska

NVD pracena krvarenjem u staklovinu i/ili preretinalnim krvarenjem
NVE > 1/2 povrsine optickog diska praé¢ena krvarenjem u staklovinu i/ili
preretinalnim krvarenjem
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2.4.3. ANATOMUA OKA

2.4.3.1. MrezZnica

Mreznica (lat. retina) je fotorecepcijski dio oka i neposredni je izdanak sredi$njeg
ziv€anog sustava. Funkcionalno, mreznica je izgradena iz triju temeljnih stani¢nih slojeva;
sloj fotoreceptora, sloj bipolarnih i sloj ganglijskih stanica i dvije sinapti¢ke zone izmedu njih:
vanjski 1 unutarnji pleksiformni sloj. Temeljni stani¢ni slojevi izravno su ukljuceni u prijenos
vidnog impulsa; sloj fotoreceptora ili prvi neuron vidnog puta, bipolarne stanice ili drugi
neuron vidnog puta i ganglijske stanice ili tre¢i neuron vidnog puta. Dva preostala tipa
stani¢nih slojeva su horizontalne i amakrine stanice koje sluze kao interneuroni u lokalnim

neuronskim krugovima mreznice (196).

Mreznica je metabolicki vrlo aktivno neuralno tkivo s iznimno velikom potro$njom
kisika (6,5 cm®/min /1g tkiva) i ukupnim mreZniénim protokom krvi od 44,0 + 13,33 pL/min.
Mreznica ima vlastiti sustav krvnih Zila sastavljenih uglavnom od ogranaka oftalmicke arterije
1 bogate kapilarne mrezZe u srediSnjem dijelu. Devet slojeva neuroretine Bruchova membrana
dijeli od desetog sloja; retinalni pigmentni epitel (RPE). Vanjski slojevi mreznice opskrbljuju
se krvlju preko kapilarnog sloja zilnice (lat. lamina choriocapillaris choroideae). Unutarnji
slojevi mreZnice opskrbljuju se preko mreZni¢ne kapilarne mreZe, sazdane od ogranaka
sredi$nje mreznicne arterije (lat. arteria centralis retinae, ACR). Mrezni¢na kapilarna mreza
odgovorna je za prehranu drugog i treeg neurona vidnog puta (196). Kapilarna mreza rjeda je
u perifernim dijelovima mreZnice, a najguséa u podrucju Zute pjege (lat. macula lutea).
Centralni dio fovee promjera 300-500 um je bez kapilara. To je tzv. fovealna avaskularna
zona (FAZ). Mrezni¢ne kapilare malog su promjera od 3,5 do 6 um. Gradene su od endotelnih

stanica ¢vrsto poveznih okludentnim zonulama bazalnih membrana i pericita (196).

Dvije Cvrste barijere dijele mreznicu 1 unutarnji dio oka od krvi. To su unutarnja i
vanjska krvnomrezni¢na barijera (engl. blood - retinal barrier, BRB). Endotelne stanice,
okludentne zonule medu endotelnim stanicama kapilara i ostalih krvnih Zila mreznice
predstavljaju unutarnju, a retinalni pigmentni epitel (RPE) vanjsku krvnomrezni¢nu barijeru.

Periciti svojim izdancima djelomi¢no obuhvaéaju bazalnu membranu i dolaze u vezu s
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endotelnim stanicama. U mreZnici je odnos endotelnih stanica 1 pericita 1:1. U fizioloSkim
uvjetima funkcionalno i strukturno intaktne endotelne stanice i periciti osiguravaju vaskularnu

homeostazu (196).

2.4.3.2. Staklasto tijelo

Staklasto tijelo (lat. corpus vitreum) je hidrofilni, transparentni gel, koji ispunjava
vitrealnu Supljinu, volumena 4 ml. Od mreznice ga dijeli hijaloidna membrana gradena od
kondenziranih kolagenih fibrila. Taj rubni dio staklastog tijela naziva se korteks. Nukleus ili
korpus staklastog tijela sastoji se 99% od vode, a ostatak je mjeSavina kolagenih vlakana
proteina vitreina, hijaluronske kiseline, hijalocita (mezenhimalne stanice), anorganskih soli i
lipida. U vrlo siroma$nom proteinskom sastavu prevladavaju sa 70% albumini. Proteini se
mogu akumulirati u staklastom tijelu, lokalnim izlu¢ivanjem (npr. glikoprotein), filtracijom iz
krvi (npr. albumini) ili difuzijom iz okolnih tkiva. Zbog izravnog kontakta staklastog tijela i
mreznice, fizioloSka i patoloSka stanja mreZznice utjeu na koncentraciju proteina i
biokemijski sastav staklastog tijela, pri cemu se hijaloideja ponasa kao difuzijska membrana.
Metabolic¢ka funkcija staklovine temelji se na difuzijskoj izmjeni tvari, te sluzi kao depo iz
kojeg retina dobiva glukozu i fosfor, a od nje dobiva CO, i mlije¢nu kiselinu. Razliite
vitreoretinalne bolesti izazivaju promjene u cjelokupnom sastavu proteina unutar staklastog
tijela, osobito kad je krvnomrezni¢na barijera poremecena, pa je tako u DR izmjerena

poviSena koncentracija oksidiranih proteina (197) .

Produkti uznapredovale oksidacije proteina (AOPP) - (engl. Advanced oxidation
protein products) naziv je za derivate oksidiranih proteina, najvise albumina, i sve se ¢eSce
opisuje kao novi marker oksidativnih oSte¢enja (198). Glikooksidacijski procesi,
neuravnotezen odnos oksidansa i1 antioksidansa te prisutnost konstantne upale, npr. u
dijabetesu, rezultiraju izrazenim oksidativnim stresom i povecanim stvaranjem AOPP
molekula. Ove molekule sudjeluju u daljnjoj propagaciji metabolickih poremecaja u oku

kojima poti¢e napredovanje mikrovaskularnih komplikacija (199).
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2.4.4. PATOFIZIOLOGIJA RAZVOJA DIJABETICKE RETINOPATIJE

Kroni¢na hiperglikemija dovodi do ireverzibilnih, okultnih promjena stani¢nog
metabolizma, koje su prekursori morfoloskih osStecenja, prvenstveno na mikrovaskularnoj
razini koje se mogu klinicki detektirati 1 vidjeti, a koje dovode do oSteéenja neurosenzorne
retine. Klasi¢ni, godinama poznati patofizioloski proces dijabetiCke retinopatije zapocinje na
stjenci krvnih zila retine. Stjenka je normalno gradena od vezivne bazalne membrane, koja je
S unutarnje strane oblozena endotelnim stanicama, a s vanjske ppotpornim glatkim miSi¢énim
stanicama, pericitima. Dijabeticku retinopatiju karakterizira gubitak pericita nakon cega

slijedi porast propusnosti krvnih Zila i progresivna vaskularna okluzija (200).

Gubitak pericita, kao inicijalni okida¢ mikrovaskularnih promjena nije klinicki uocljiv
ni detekabilan, ali ga slijedi reparatorna proliferacija endotelnih stanica, koje nekontrolirano
bujaju prema lumenu krvne zile, $to nerijetko dovodi do vazookluzivnih promjena u
terminalnim, kapilarnim elementima vaskularnog sustava. Ove zone kapilarnih okluzija se
mogu indirektno detektirati snimkama fluoresceinske angiografije, a klinicki se mogu vidjeti
direktne posljedice kapilarnih okluzija, a to je ekstravazacija u vidu retinalnih krvarenja i
pojave tvrdih lipidnih eksudata- lipoproteini iz plazme. Klini¢ki se takoder mogu vidjeti i
mikroaneurizme $to poput malih vrecica ,,pupaju“ na oslabljenoj i promijenjenoj stijenci
kapilara koje jo$ nisu okludirane. Zone kapilarnih okluzija, ili zone nonperfuzije u
korespodentnim podru¢jima retine induciraju stanje kroni¢ne hipoksije, koja moze dovesti do
edema retinalnih aksona, koji se takoder klinicki uocavaju kao bjeli¢asti Cuperci unutar

slojeva retine, a zovu se meki ili ,,cotton wool* eksudati (200).

Na rubovima hipoksi¢nih zona potaknuta je vazodilatacija vaskularnih elemenata, koji
nadalje urastaju u zone bez perfuzije stvarajuci intraretinalne mikrovaskularne abnormalnosti
(IRMA-e), uz prisutnost venskih dilatacija i abnormalnosti. Takve su promjene prekursor
pokretanja proliferativne dijabeticke retinopatije, a potpomognute su oslobadanjem razlicitih
faktora rasta i proliferacije koji se generiraju u izmijenjenom hiperglikemi¢nom i
hipoksi¢nom staniénom metabolizmu (200). Endotelne stanice i bazalna membrana
mrezni¢nih venula 1 arteriola na svojoj povrSini posjeduju mnogo receptora visokog afiniteta
za pojedine faktore rasta (VEGF, FGF, TGF-B, IGF-1, PDGF) i citokine (IL-1, IL-6, IL-8),
Sto u hipoksi¢nim uvjetima dovodi do proliferacije endotelnih stanica i stvaranja novih krvnih

zila (201,202). Nove krvne zile ili neovaskularizacije prati i proliferacija vezivnog tkiva,
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takoder potaknuta djelovanjem faktora rasta. Formiranje ovakvih fibrovaskularnih membrana,
s izrazenim kontrakcijskim i trakcijskim u¢inkom na retinu tipi¢no je obiljezje proliferativnog
oblika dijabeti¢ke retinopatije. Fibrovaskulrne membrane osim po retini mogu proliferirati u
staklasto tijelo §to dovodi do povlacenja u tkivima i trakcijske ablacije mreznice, jedne od

najtezih i krajnjih posljedica proliferativne dijabeti¢ke retinopatije (200, 202).

Brzina razvoja i progresija rasta novih krvnih zila razlikuje se medu bolesnicima. U
nekih se tijekom samo nekoliko tjedana razviju intenzivne mreze novostvorenih kapilara
potpomognutih proliferacijom veziva, dok u drugih rastu vrlo sporo i godinama ne napreduju.
Zbog ovih razli¢itosti danas se sve viSe govori o tri razli¢ita fenotipa pojavnosti dijabeticke

retinopatije (203).

Mikroangiopatija dovodi 1 do poremecaja u propusnosti krvnomrezni¢ne barijere
(BRB), koja ima vaznu ulogu U odrzavanju homeostaze retinalnog miljea. Krvnomrezni¢na
barijera sastoji se od dvaju dijelova, vanjskog i unutarnjeg. Vanjski dio barijere Cine stanice
retinalnog pigmentnog epitela (RPE) ¢vrsto povezane okludentnim zonulama (TJ) - (eng. tight
junction). RPE barijera, propusta proteine malih molekularnih masa, a u patolos§kim uvjetima
postaje propusnija i za vefe molekule te za upalne stanice. Stanice RPE bogate su
mitohondrijima, S$to upucuje na njihovu ulogu u aktivhom transportu. Unutarnji dio
krvnomrezni¢ne barijere Cine endotelne stanice medusobno C¢vrsto vezane u retinalnim
kapilarama. Astrociti, Miillerove stanice i periciti pridonose pravilnom funkcioniranju
unutarnjeg dijela krvnomrezni¢ne barijere. Poremecajem unutarnje i vanjske krvnomreZni¢ne
barijere u uvjetima hiperglikemije i oksidativnog stresa dolazi do propustanja tekucine i
sastojaka plazme u okolnu mreznicu (204). Poremecaj propusnosti krvnomrezni¢nih barijera
objasnjava se slabljenjem i otvaranjem okludentnih zonula (TJ) koje se nalaze izmedu
endotelnih stanica retinalnih kapilara i stanica RPE, te abnormalnim propustanjem zbog
pojacanog transporta stani¢nih vezikula u endotelnim stanicama. Zbog abnormalne
propusnosti obaju dijelova BRB dolazi do ekscesnog nakupljanja tekucine 1 proteina plazme

unutar slojeva mreznice, §to nazivamo edemom (205).
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2.4.5. NOVE SPOZNAJE O PATOFIZIOLOGIJI DR

Mikroangiopatija je klasi¢ni zaStitni znak dijabetiCke retinopatije, za koji se godinama
smatralo kako je zacetnik i pokreta¢ svih ostalih dogadanja u lancu retinalnog propadanja.
Novija istrazivanja pokazuju da pored angiopatije u retini postoje paralelna zbivanja u domeni
neurodegeneracije, za koja postoje i1 pokazatelji kako mozda i1 prethode vaskularnim

promjenama i uistinu predstavljaju pocetak dijabeti¢ke retinopatije (206, 207).

Propadanje astrocita i Miillerovih stanica, nazvano reaktivna glioza, koje predstavljaju
vitalnu potporu neuronima zapocinje proces neuralne apoptoze prvenstveno u sloju retinalnih
ganglijskih stanica (RGC), $to je pokazano optickom koherentnom tomografijom (OCT) (205-
208), ali i snimanjem ERG-a i mERG-a (209-211). Ovo je uo¢eno kod dijabeti¢ara i do pet
godina prije nego $to su se poznatim metodama mogli pokazati elementi angiopatije ili drugi
znaci DR. Sprega u radu neurona i vaskularnog sustava retine naziva se neurovaskularna
interakcija koja na lucenje vazoaktivnih prostanoida glijalnih stanica kod pojacane neuralne
aktivnosti dovodi do vazodilatacije. Testovi s bljeskalicom jasno su pokazali da kod
dijabeticara u vrlo ranoj fazi Seéerne bolesti, prije promjena u ERG-u izostaje ili je oslabljena
ova neurovaskularna interakcija koja je fizioloski zaduzena za regulaciju oksigenacije

ziv€anih stanica (212,213).

Ovi ociti pokazatelji neurodegeneracije, u dijabeticara s urednim retinalnim nalazom
upucuju kako dijabeticka retinopatija istinski zapo€inje na neuralnoj razini, puno ranije nego
Sto je to prihvaceno standardnim modelom vakulopatije, te se posljednjih nekoliko godina

intenzivno istrazuju medijatori retinalne neurodegeneracije u DR.

Kod dijabetic¢ara dolazi do prekomjernog ekstracelularnog nakupljanja glutamata, koji
je glavni ekscitacijski neurotransmiter, uslijed ¢ega dolazi do nekontroliranog intracelularnog
odgovora kalcija i smrti neuralne stanice. Citav je slijed nazvan ,ekscitotoksi¢nost, a
prethodi mu insuficijencija neutralizacije glutamata u Miillerovim stanicama u dijabetickoj
retini (214-216). Smatra se da je ova insuficijencija fizioloskog metabolizma u Miillerovim
stanicama uvelike potpomognuta oksidativnim stresom i njegovim utjecajem na
mitohondrijsku aktivnost u stanicama (217). Osim glutamatne toksi¢nosti, tu se spominje i
ekscesno nakupljanje heksozamina, tumor-nekroticnog ¢imbenika- o i moment gubitka

inzulinske troficke potpore.
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Takoder je u retini dijabetiCara nadena neravnoteza sa znatno umanjenim stvaranjem
nekolicine neuroprotektivnih ¢imbenika, §to o&ito doprinosi neurodegeneraciji. Cimbenik
pigmentnog epitela RPE (PEDF) — (eng. pigment epithelial-derived factor), koji proizvode
stanice RPE djeluje antiangiogeno, umanjuje efekte oksidativnog stresa i ekscitotoksi¢nosti
glutamata (218). Somatostatin (SST), je takoder proizvod stanica RPE, a djelovanje mu je
slicno PEDF-u, te je znaCajno snizene produkcije ve¢ u pocetku SeCerne bolesti (219).
Kortistatin (CST) je neuropeptid strukturno i funkcionalno sli¢an somatostatinu (220).
Intersticijski retinol vezuéi protein (IRBP) - (eng. interstitial retinol-binding protein) zaduzen
je za transport masnih kiselina 1 odrzavanje fotoreceptora, a reduciran je u vrlo pocetnim
fazama DR (221, 222). Nasuprot snizenoj produkciji neuroprotektivnih ¢imbenika, stoji
lagano povecano stvaranje VEGF-a i eritropoetina, te IGF-1 u vrlo ranim fazama DR, prije
dokazive ishemije retine i smatra se da u ovoj fazi bolesti imaju zastitnu ulogu u odrzavanju
integriteta endotelnih stanica vaskularija (223-225). Osim ukupno stvorene koli¢ine pojedinih
¢imbenika rasta i neuroprotekcije navodi se i vaznost ravnoteze u njihovim medusobnim
omjerima ali se navodi i vaznost njihove moguée kvalitativne alteracije u uvjetima

hipoglikemije i oksidativnog stresa (226).

Nadalje je uoceno kako je prisutnost subklinicke inflamatorne komponente takoder
znacajna u pokretanju mehanizma neurodegeneracije. Ocituje se naroito u Miillerovim
stanicama, koje u uvjetima inflamacije i hipoglikemije pokazuju znakove usporene produkcije

citokina $to je ukljuc¢eno u proces ekscitotoksi¢nosti (227).

3. MATERIJALI | METODE

3.1. ETICKA NACELA

Ovo istrazivanje odobrilo je Eticko povjerenstvo Klinicke bolnice ,,Sveti Duh* 21.
lipnja 2012. Istrazivanje je provedeno u Klinici za o¢ne bolesti ,,Sveti Duh u skladu sa svim
propisanim i primjenjivim smjernicama. Cilj smjernica je osigurati pravilnu provedbu
istrazivanja 1 sigurnost osoba koje su sudjelovale u ovom znanstvenom istrazivanju

ukljucujuci Osnove dobre klini¢ke prakse, Helsinsku deklaraciju, Zakon o zdravstvenoj zastiti
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Republike Hrvatske (NN 121/03) i Zakon o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN
169/04).

Svaki je ispitanik bio detaljno informiran o planu i svrsi istrazivanja, putem usmenog
objasnjenja i pisanog materijala koji je prethodno dobio na uvid te je svojim potpisom

potvrdio pristanak na sudjelovanje u istrazivanju.

3.2. EKSPERIMENTALNE SKUPINE | UZORCI

U istrazivanje je bila ukljucena 81 osoba; 52 muskarca i 29 Zena. Za ovo istrazivanje
formirane su ispitivana skupina dijabeti¢ara te kontrolna skupina. Ispitivana skupina imala je
32 ispitanika a ¢inili su je dijabeticari s proliferativnom dijabetickom retinopatijom (PDR) i
dijabetesom tipa 2. Kontrolna skupina (K) imala je 49 ispitanika koji su bili oftalmoloski
bolesnici ali nisu imali metabolicke bolesti. Zene su u prosjeku bile starije od muskaraca, a
kontrolna skupina bila je nesto starija od PDR skupine.

Mjerena su tri parametra unutar dvaju medija: seruma i vitreusa istih ispitanika. Kao
pokazatelji oksidativnog stresa u vitreusu i serumu obiju grupa mjereni su produkti
uznapredovale oksidacije proteina (AOPP) - (engl. Advanced oxidation protein products) i
lipidna peroksidacija (LPO) - (eng. Lipide peroxidation) , te klju¢na varijabla koja predstavlja

primarni objekt istrazivanja, a to je hormon rasta (eng. Growth hormone — GH).

Obje grupe bolesnika su u sklopu standardne terapijske procedure tretirane
oftalmoloskim, vitreoretinalnim kirurSkim zahvatom pars plana vitrektomija (PPV), $to nam
je omogucilo da dodemo do vitrealnih uzoraka i da pri tome ne prekoracimo deklaracije 1
zakone o pravima pacijenata kao i pravila dobre klinicke prakse.

Unutar PDR grupe operacija PPV bila je indicirana zbog proliferativne
vitreoretinopatije (PVR) obiljeZene aktivnim neovaskularizacijama i prisutno$¢u trakcijskih
fibrovaskularnih tkivnih proliferacija (Slika 1, 2). Kontrolna grupa u kojoj su se nalazili
nedijabeticari vitrektomirana je zbog razli€itih vitreoretinalnih patoloskih stanja u kojima nisu
bile prisutne neovaskularizacija, inflamatorna aktivnost, ili vazookluzivni incident. Konkretno
u kontrolnoj grupi bile su zastupljene regmatogena retinalna ablacija (N = 19);(Slika 3),

epimakularna membrana (N = 20);(Slika 4), makularna ruptura (N = 8);(Slika 5, 6) i luksacija
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le¢e u vitreus (N = 2);(Slika 7). Kriterij za iskljucenje bolesnika iz istrazivanja za obje grupe
(PDR i K), bila je pozitivna anamneza intraokularnog krvarenja ili upalnog stanja, kao i ranije
operacije oka ili ucinjene retinalne fotokoagulacije. Takoder smo smatrali neprikladnima za
ovo istrazivanje sve bolesnike koji su prethodno tretirani intravitrealnim injekcijama
kortikosteroida ili anti VEGF lijekova, bolesnike koji uzimaju sistemsku kortikosteroidnu ili
citostatsku terapiju, te bolesnike sa slabo reguliranim ili dekompenziranim kardijalnim

statusom i trudnice.

Slika 1. Proliferativna dijabetic¢ka retinopatija s trakcijskom ablacijom, fibrovaskularnom
vitreoretinalnim proliferacijama, te prate¢im vaskularnim abnormalnostima. A-kolor

fotografija; B-fluoresceinska angiografija.
Digitalna fundus kamera Carl Zeiss, arhiv KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.

Slika 2. Proliferativna dijabeti¢ka retinopatija s trakcijskim, fibrovaskularnim
vitreoretinalnim proliferacijama, te prate¢im vaskularnim abnormalnostima. A-kolor

fotografija; B-fluoresceinska angiografija.
Digitalna fundus kamera Carl Zeiss, arhiv KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.
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Slika 3. Ablacija retine. A-kolor fotografija. B-OCT snimak odignucéa retine i akumulirane

subretinalne tekucine. C i D kolor fotografije snimljene operacijskim mikroskopom.
Digitalna fundus kamera Carl Zeiss, arhiv KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.

Opticka koherenta tomografija Copernicus Optopol, arhiv KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.
Digitalna fundus kamera mikroskopa Carl Zeiss-Lumera, KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.

Slika 4. Epimakularna membrana (,,Macular pucker®). A-kolor fotografija. B-OCT snimak

pojacanog odjeka epiretinalne membrane te trakcijski izravnate foveolarne depresije
Digitalna fundus kamera Carl Zeiss, arhiv KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.
Optic¢ka koherenta tomografija Copernicus Optopol, arhiv KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.
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Slika 5. Ruptura makule. A-kolor fotografija. B-OCT snimak pojacanog odjeka epiretinalne

membrane te trakcijski razdvojenih rubova makularne rupture.
Digitalna fundus kamera Carl Zeiss, arhiv KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.
Optic¢ka koherenta tomografija Copernicus Optopol, arhiv KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.

Slika 6. Vitreomakularna trakcija / epimakularna membrana. A-kolor fotografija. B- OCT
prikaz trakcijskog efekta epiretinalne membrane i vitreusa s raslojavanjem makule i

otvaranjem makularne rupture.
Digitalna fundus kamera Carl Zeiss, arhiv KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.
Optic¢ka koherenta tomografija Copernicus Optopol, arhiv KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.
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Slika 7. Potonula kristalina leca. Kolor fotografija snimljena operacijskim mikroskopom,

prilikom uklanjanja potonule lece.
Digitalna fundus kamera mikroskopa Carl Zeiss-Lumera, KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.

Radi postavljanja ispravne dijagnoze i donoSenja adekvatne terapijske strategije
svakom bolesniku uéinjen je detaljan oftalmoloski pregled sa svim osnovnim i dopunskim

potrebnim dijagnostickim pretragama.

Oftalmoloska obrada je ukljucivala:

1. Pregled vidne ostrine: centralna vidna oStrina ispitana je pomocu standardnih Snellenovih
optotipa (brojevi i1 slova), a izrazena decimalnim vrijednostima.

2. Mjerenje intraokularnog tlaka: nakon ukapavanja lokalnog anestetika i fluoresceina
(0,5% fluorescein-Na) u oba oka, izmjeren je o¢ni tlak Goldmann aplanacijskim tonometrom
(Haag-Streit Tonometer AT900®).

3. Pregled prednjeg segmenta oka: obavljen je na biomikroskopu s procjepnom svjetiljkom
(Haag-Streit: Slit Lamp BQ 900®).

4. Binokularni pregled ocne pozadine: obavljen je nakon §to su ukapane midrijaticke kapi
(0,5% tropicamid i 5% phenylephrine), na istom biomikroskopu indirektnom
oftalmoskopijom pomocu nekontaktnih i kontaktnih le¢a (VOLK Super Pupil XL®, VOLK
SuperQuad 160®, VOLK EquatorPlus®)

5. Slikanje ocne pozadine oba oka: na digitalnoj fundus kameri (Zeiss, VISUCAM"® Digital
Camera).

6. Fluoresceinska angiografija: na digitalnoj fundus kameri (Zeiss, VISUCAM"® Digital
Camera).

7. Opticka koherentna tomografija: ( OCT-Copernicus Optopol).
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http://www.haag-streit.com/products/tonometry/at-900r.html
http://www.haag-streit.com/products/slitlamp/slit-lamp-bq-900r.html
http://www.volk.com/index.php/volk-products/indirect-contact-laser-lenses/superquad-160.html
http://www.zeiss.de/88256DE3007B916B/0/DE96EF5DA36EDAA988257225006958EA/$file/visucamlite_engl.pdf
http://www.zeiss.de/88256DE3007B916B/0/DE96EF5DA36EDAA988257225006958EA/$file/visucamlite_engl.pdf
http://www.zeiss.de/88256DE3007B916B/0/DE96EF5DA36EDAA988257225006958EA/$file/visucamlite_engl.pdf
http://www.zeiss.de/88256DE3007B916B/0/DE96EF5DA36EDAA988257225006958EA/$file/visucamlite_engl.pdf

Pretrage snimanja retine (6 1 7) uinjene su kod ispitanika koji su imali indikaciju za ove
dopunske pretrage, te kod onih koji su imali donekle prozirne opticke medije §to je i osnovni
tehnicki preduvjet za ova snimanja.

Nakon S§to su utvrdeni relevantni anamnesticki podatci 1 provedena detaljna oftalmoloska

obrada pomno su odabrani ispitanici u skladu s opisanim dizajnom istrazivanja.

3.2.1. UZIMANJE UZORKA

Uzorci staklovine (1,0-2,0 ml) dobiveni su tijekom operacijskog zahvata ,,pars plana
vitrektomija“ u operacijskoj dvorani Klinike za o¢ne bolesti KB ,,Sv. Duh®, standardnom
aspiracijskom procedurom pomocu vitrektoma (aspiracijskog noza). Zahvat vitrektomije
obavljao je isti vitreoretinalni kirurg koriste¢i se visoko specijaliziranim aparatom za
vitreoretinalnu kirurgiju: ,,Constellation Vision System* (Alcon, Forth Worth, Texas), (Slika
8). Tijekom postupka koriSten je operacijski mikroskop ,,Lumera® (Carl Zeiss), a bolesnici su

bili u ocoj anesteziji.
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Slika 8. Constellation Vision System* (Alcon, Forth Worth, Texas), KB Sv. Duh, Klinika za
ocne bolesti.

Pars plana vitrektomija je kirurSki zahvat, kojim se obavljaju operacije na retini i
vitreusu. Pars plana je podrucje udaljeno 3-5 mm od limbusa roznice i predstavlja krajnu
periferiju retine, koja se nastavlja anteriorno u cilijarno tijelo, a posteriorno u retinu. Ovaj dio
je strukturno (histoloski) reduciran i funkcionalno inertan u usporedbi s preostalom retinom,
te nema uloge u vidnoj funkciji. Kirurski ulazak u oko u ovoj zoni nosi najmanje rizika za
osteCenje funkcionalno vaznih struktura, te je i kirurSka metoda dobila naziv prema
anatomskoj poziciji.

Kirurski se ulazi u oko na tri mjesta, koja su 3 do 5 mm udaljena od limbusa roZnice.
Svaki ulaz predstavlja ubod kojim se u istoj projekciji kroz konjunktivu, skleru, Zilnicu i

mreznicu otvara uski kanali¢, u koji se u oko uvodi kratka metalna cjevc¢ica-troakar (Slika 9).
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Slika 9. Uvodenje troakara-metalnih cjevéica promjera 23G (0,64 mm). Kolor fotografije

snimljene operacijskim mikroskopom.
Digitalna fundus kamera mikroskopa Carl Zeiss-Lumera, KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.

Troakari mogu biti razlicitih promjera. Izbor promjera ovisi o ocekivanoj sloZenosti operacije,
a time 1 potrebi za njeznijim ili ja¢im instrumentima. Danas se koriste troakari promjera od
0,4 do 0,9 mm (27-20G/ gauge), a najceSce upotrebljavani, ili zlatni standard predstavljaju
troakari te instrumenti od 0,64 mm ili 23G (gauge). Te metalne cjevcice sluze kao uvodnici,
jer se kroz njihov lumen u oko uvode instrumenti. Danas se koristi ,,3-port sistem, ili
Kirurgija s tri otvora/troakara. Prvi troakar, koji se u pravilu postavlja u donjem temporalnom
kvadrantu stacionarne je namjene i kroz njega se u oko uvodi infuzijska kanila, a sluzi
isklju¢ivo za nadomjestanje volumena zbog sadrzaja koji se uklanja iz oka. Kroz kanilu se u
oko uvodi otopina BSS ili fizioloska otopina, a koncem operacije, ako postoji potreba
postavljanja privremene ili trajne endotamponade uvode se zrak ili ekspanzivni plinovi, te
silikonsko ulje. Druge dvije sklerotomije otvaraju se u gornjim kvadrantima na pozicijama 2 -
3 h,te 9 - 10 h i kroz njih se uvode troakari koji sluze kao kirurski manipulativni otvori jer se
kroz njih naizmjence u oko uvode razli¢iti instrumenti i hladno svjetlo, kojim se osvjetljava

unutra$njost oka za vrijeme operacije (Slika 10).
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vitrektom svjetlo infuzijska

\ kanila

B

Slika 10. “3 port sistem vitrektomije“. A-Kolor fotografija snimljena operacijskim
mikroskopom; tri troakara (dva manipulativna i jedan s infuzijskom kanilom). B-shematski

prikaz 3 port sistema vitrektomije
Digitalna fundus kamera mikroskopa Carl Zeiss-Lumera, KB Sv. Duh, Klinika za o¢ne bolesti.
Djelomic¢no preuzeto s: https://www.youtube.com/watch?v=XMJ8P3FCOBI

Nakon postavljanja svih triju troakara i uvodenja infuzijske kanile, a prije bilo kakvih
drugih manipulacija, osobito prije nego Sto se u oko pusti fizioloska otopina, uzimao se
uzorak staklovine (1-2 ml), kako bi uzorak ostao intaktan, nerazrijeden infuzijskom
teku¢inom. Radi nadoknade izgubljenog volumena zbog uzimanja 1-2 ml vitreusa u oko se
kroz infuzijsku kanilu punio filtrirani zrak. Uzorak vitreusa je uziman na nacin kako se to
standardno ¢ini 1 za vrijeme kirurSkog uklanjanja staklovine, pomoc¢u vitrektoma, posebnog
noza koji sijece 1 aspirira tkivo. Aspirirani materijal medutim nije odlazio u spremnik aparata,
vec je prikupljan u sterilnu Spricu, kako bi se sa¢uvao. Nakon uzete potrebne koli¢ine uzorka,
isti se materijal nastavljao standardno sakupljati u spremnik-kasetu aparata za otpadne
tekucine, koji se kasnije uniStava sukladno proceduri postupanja s bioloSkim otpadnim
materijalima. Uzorak je iz sterilne Sprice prebafen u sterilnu ,,Eppendorf epruvetu s
poklopcem i poslan u laboratorij na daljnju obradu i pohranu.

U laboratoriju, u roku do sat vremena uzorci su centrifigirani (15000 x g na 4°C, 10
min). Nakon centrifugiranja supernatanti staklastog tijela odvojeni su i pohranjeni u

zacepljene epruvete na - 80°C do trenutka analize.

52



Uzorci venske krvi u koli€¢ini od 4 ml, prikupljeni su od istih ispitanika na dan
operacije. Uzorci su jednokratno bili izvadeni uobiajenom metodom za laboratorijske
pretrage u epruvete s ,,crvenim ¢epom‘ i nakon pola sata centrifugirani (3500 okr/ 10 min).

Nakon centifugiranja odvojeni serum pohranjen je u zacepljene epruvete na - 80°C do analize.

3.3. METODE ISTRAZIVANJA I ISPITIVANI PARAMETRI

3.3.1. ODREDIVANIJE PRODUKATA UZNAPREDOVALE OKSIDACIJE PROTEINA

Produkti uznapredovale oksidacije proteina (AOPP) - (engl. Advanced oxidation
protein products) su proteini nastali tijekom oksidativnog stresa, kroz reakciju kloriranih
oksidanata s proteinima plazme. Za analizu je koristen kvantitativni ELISA test OxiSelect™
AOPP Assay Kit (Cell Biolabs, Inc., SAD). Svi uzorci seruma i staklastog tijela su
neposredno prije analize razrijedeni otopinom za razrijedivanje koja se nalazila u sklopu
pribora s reagensom.

Od tako pripremljenih uzoraka pipetirano je 200 pL, seruma i staklastog tijela u jazice
mikrotitarske plo¢e uz kontrole i1 standarde (kao kalibrator), koji su takoder prethodno
pripremljeni prema uputama proizvodaca testa. Prema protokolu koji se nalazio u sklopu
pribora s reagensom, u sve jaZice pipetirano je 10 pL inicijacijske otopine, zatim je sve
zajedno lagano promijeSano i1 inkubirano 5 minuta na rotacijskoj plo¢i. Nakon 5 minuta,
dodano je u svaku jazicu 20 pL tzv.“stop otopine* (,,Stop Solution*) te sve zajedno ponovno
promijesano. Nakon mijeSanja odmah su ocitane apsorbancije na 340 nm, na
spektrofotometrijskom ¢itau mikrotitarskih plo¢a, MRX (Dynex Technologies GmbH,
Njemacka). Koli¢ina AOPP odredena je na temelju dobivenih apsorbancija, iz kalibracijske
krivulje koja je radena na temelju koncentracija prethodno pripremljenog standarda i

dobivenih pripadajucih apsorbancija.
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3.3.2. ODREDIVANIJE LIPIDNE PEROKSIDACIJE

Lipidna peroksidacija (LPO) - (eng. Lipide peroxidation) slozena je lan¢ana reakcija
razgradnje (oksidacije) viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina koje nalazimo u sastavu svih
bioloskih membrana koje su jako osjetljive na oksidativne u€inke. Lipidna hidroperoksidaza
kao produkt lipidne peroksidacije kvantitativni je pokazatelj oksidacijskih oSteéenja u

patofiziolo§kim poremecajima.

ELISA pribor s reagensima, Lipid Hydroperoxide Assay (Cayman Chemical

Company, SAD) mjeri hidroperoksid izravno koriste¢i redoks reakcije s ionima zeljeza.
Test se temeljio na kvantitativnoj ekstrakcijskoj metodi, kojom se u kloroformu izdvojila
lipidna hidroperoksidaza. Takvim postupkom uklonile su se sve moguce interferencije
uzrokovane vodikovim peroksidom ili endogenim ionima Zzeljeza u uzorku i omogucena je
dostatna osjetljivost i pouzdanost testa za lipidnu peroksidaciju.

U sklopu ELISA pribora nisu se nalazile otopine kloroforma i metanola. Otopine
kloroforma i metanola morale su se prije uporabe deoksigenirati pustanjem mjehurica
nitrogena kroz otopine, 30 minuta. Potom je bilo potrebno ohladiti deoksigenirani kloroform
na 0°C i spremiti na led za ekstrakciju uzorka. Za daljnju analizu bilo je potrebno pomijesati
kloroform i metanol u omjeru 2:1.

Prije analize, reagensi su pripremljeni prema uputama proizvoda¢a. Zamrznuti uzorci,
odmrzavali su se stajanjem na sobnoj temperaturi, te po potrebi dodatno centrifugirali.

Za analizu je bilo potrebno 500 pL uzorka (seruma 1 staklastog tijela u odvojenim
staklenim epruvetama). U epruvete s uzorcima dodana je ista koli¢ina otopine ,,LPO Assay
Extract R* (pripremljene prema uputama proizvodaca) i 1 ml hladne otopine kloroforma te
zajedno promuckano. MjeSavina je centrifugirana 1500 x g, 5 minuta na 0°C. Nakon
centrifugiranja pokupljen je sloj kloroforma oko 700 uL s dna epruvete, odvojen u drugu
epruvetu i pohranjen na led. Sloj kloroforma zapravo je ekstrakt uzorka koji se dalje koristio
kao uzorak u postupku testiranja.

Protokol testa

Pipetirano je 500 pL ekstrakta kloroforma i uzorka u oznacene epruvete, potom u
oznacene epruvete pipetirano je joS 450 uL mjeSavine kloroform-metanol. Kromogen je
pripremljen mijeSanjem jednakih koli¢ina pripremljenih otopina proizvodaca ,, FTS Reagent 1

i 2%, te promuckan, misle¢i pritom na potrebnu koli¢inu mjesavine, s obzirom na to da je po
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testu (za kontrole, supstrat i uzorke) bilo potrebno 50 pLL mjeSavine dva reagensa (1 1 2)
kromogena.
Pipetirano je u svaku epruvetu 50 pL mjeSavine kromogena, pri ¢emu je doslo do pojave
ljubicaste boje. Promuckan je sadrzaj svake epruvete i zacepljen aluminijskom folijom. Potom
su ostavljene zacepljene epruvete 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon 5 minuta, mjerena je
apsorbancija unutar svake epruvete na 500 nm koriste¢i se kivetom od 1 ml. MjeSavina
kloroform-metanola koristila se kao slijepa proba. Za mjerenje apsorbancije LPO rabio se
spektrofotometar Spectro UVD-3500 (Labomed Inc, SAD).

Nakon mjerenja apsorbancija uzoraka i prethodno pripremljenih razrjedenja standarda,
izraCunata je srednja vrijednost apsorbancija za sve standarde i uzorke, te su ocitane
vrijednosti s kalibracijske krivulje. Prema formuli koju je naveo proizvodac izracunali smo u

svakom uzorku koncentraciju LPO u pM.

3.3.3. ODREDIVANJE HORMONA RASTA

Svi uzorci seruma neposredno prije analize odmrznuti su stajanjem 30 minuta na
sobnoj temperaturi te su promijeSani. Analiza hormona rasta ucinjena je na analizatoru Cobas
e411 (Roche Diagnostics GmbH, Njemacka) metodom elektrokemiluminiscencije (ECLIA),
sendvi¢ metodom za kvantitativno odredivanje hormona rasta. Uzorak, biotinom obiljeZeno
specificno monoklonalno protutijelo na hormon rasta 1 poliklonalno specifi¢no protutijelo na
hormon rasta, obiljezeno rutenijum kompleksom u prvoj inkubaciji stvaraju sendvi¢
kompleks. U drugoj inkubaciji, dodatkom streptavidinom oblozenih mikrocestica, kompleks
se veze za Cvrstu fazu interakcijom biotina i streptavidina. U mjernoj jedinici mikrocestice se
magnetski vezu za povrSinu elektrode. Nevezane tvari se ispiru, a kontrolirani napon na
elektrodama uzrokuje kemiluminiscenciju rutenij kompleksa i emitiranje svjetlosnog signala
koji se mjeri fotomultiplikatorom. Koli¢inu hormona rasta analizator ra¢una iz kalibracijske
krivulje koja je radena na temelju koncentracija prethodno pripremljene kalibracijske plazme i
dobivenih pripadaju¢ih emitiranja svjetlosti. Koristeni reagens, kontrole i kalibratori su od

istog proizvodaca kao i analizator.
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3.4. STATISTICKA OBRADA

Statisticka obrada podataka provedena je u programskom paketu Statistica, verzija 12
(StatSoft, Inc., 2014, www.statsoft.com). Analizirane su dvije skupine ispitanika — ispitanici s

dijabeti¢kom retinopatijom i kontrolna skupina ispitanika. Vrijednosti kategorijskih varijabli
mjerenih nominalnom ljestvicom prikazane su kontingencijskim tablicama, a razlike medu
skupinama ispitane su hi-kvadrat testom. Kod kontinuiranih varijabli prvo je ispitana
normalnost razdiobe pomoc¢u Kolmogorov-Smirnovljevog testa. S obzirom da su vrijednosti
svih promatranih varijabli znacajno odstupale od normalne razdiobe, razlike medu skupinama
ispitivane su odgovaraju¢im neparametrijskim testom tj. Mann-Whitneyevim U testom.
Korelacija medu varijablama ispitivana je pomoc¢u Spearmanove korelacije. U slucajevima
gdje je mogla biti pretpostavljena kauzalnost povezanosti medu varijablama koristena je

metoda jednostavne linearne regresije. Granica statisticke znacajnosti (o) postavljena je na

0,05.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. DEMOGRAFSKI PARAMETRI

U istrazivanje je ukljucen ukupno 81 ispitanik, a podijeljeni su u dvije skupine.
Skupinu dijabeticara s proliferativnom dijabetickom retinopatijom (PDR) i kontrolnu skupinu
(K). Tablica 4 prikazuje raspodjelu ispitanika prema skupini i prema spolu. U istrazivanje je
bilo ukljuéeno 32 dijabeticara i 49 ispitanika u kontrolnoj skupini, a raspodjela po spolu bila

je usporediva medu skupinama (p=0,829; hi-kvadrat test).

Tablica 4. Raspodjela ispitanika prema spolu u skupini s proliferativnom dijabetickom

retinopatijom (PDR) i kontrolnoj skupini (K).

Tablica 4 — Spol

Skupina m z Ukupno

N 21 11 32
PDR
% 65,63% 34,38% 100,00%
N 31 18 49
K

% 63,27% 36,73% 100,00%

Ukupno 52 29 81

N = ispitanika; m = muskarci; z = Zene.

Skupina dijabeticara s proliferativnom dijabetickom retinopatijom i prosjecnom dobi
od 61,3 bila je statisti¢ki znacajno mlada (p=0,001; Mann-Whitneyev U test) u usporedbi s

prosje¢nom dobi od 69,4 godine u kontrolnoj skupini.

Zene su u obije skupine takoder u prosjeku bile starije od muskaraca (srednja doba 68,1
godina u Zena u usporedbi s 65,1 godina u muskaraca), ali ta razlika nije bila statisticki

znacajna (p=0,272, Mann-Whitneyev U test), (tablica 5).
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Tablica 5. Raspodjela ispitanika prema dobi u skupini s proliferativnom dijabetickom

retinopatijom (PDR) i kontrolnoj skupini (K).

Tablica 5 — Dob

M  -95% IP +95%IP N SD Min Maks DK Medijan GK

PDR 61,3* 56,9 65,7 32 122 280 810 56,0 63,5 67,5

K 69,4 66,0 72,7 49 116 320 850 66,0 72,0 76,0

M = srednja vrijednost; N = broj ispitanika; Min/Maks = najniZa i najvi$a izmjerena vrijednost; SD = standardna
devijacija; -95%/+95% IP = intervali pouzdanosti; DK = donji kvartil; GK = gornji kvartil.

*PDR skupina bila je statisti¢ki znaajno mlada u odnosu na K skupinu (p=0,001; Mann-Whitneyev U test).

4.2. REZULTATI ANALIZE UZORAKA

4.2.1. PRODUKTI UZNAPREDOVALE OKSIDACIJE PROTEINA

Vrijednosti AOPP u serumu i vitreusu, u ispitivanim skupinama prikazane su u tablici
6. Serumske vrijednosti ovog parametra su statisticki zna¢ajno vise u odnosu na vrijednosti u

vitreusu i u dijabetic¢ara i u kontrolnoj skupini (p<0,001 za obje skupine; Wicoxonov test).

Serumske razine AOPP pokazale su statisticki znacajno vise vrijednosti u PDR skupini u
odnosu na serumske vrijednosti u skupini K (p=0,005). Vrijednosti u vitreusu nisu se

znacajnije razlikovale, (p=0,179; Mann-Whitneyev U test).
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Tablica 6. Vrijednosti Advanced oxidation protein products -AOPP (uM) u serumu i vitreusu,
u skupini s proliferativnom dijabeti¢kom retinopatijom (PDR) i kontrolnoj skupini (K).

Tablica 6 — AOPP [uM]

SERUM

M -95% IP  +95% IP N SD Min Maks DK  Medijan GK

PDR 407,4+  311,0 503,7 32 2672 1020 1358 223,0 348,0 539,0

K 2361 2073 265,0 30 772 940 362  162,0 248,0 306,0

VITREUS

PDR 71,66 36,61 106,7 32 9721 6,00 4530 1250 30,50 74,50

K 4517 25,14 65,2 29 5266 1,00 1950 4,00 30,00 64,00

N = broj ispitanika; M = srednja vrijednost; SD = standardna devijacija; DK = donji kvartil; GK = gornji kvartil;
Min/Maks = najniza i najvi$a izmjerena vrijednost; -95%/+95% IP = intervali pouzdanosti. Vrijednosti AOPP u
serumu su statisticki znacajno vise od vrijednosti u vitreusu i u dijabetic¢ara i u kontrolnoj skupini (p<0,001 za
obje skupine; Wicoxonov test). ,,a“ statisti¢ki znacajno vi$a serumska vrijednost AOPP u odnosu na vrijednost u
vitreusu u PDR skupini. ,b* statisti¢ki znacajno vi$a serumska vrijednost AOPP u odnosu na vrijednost u
vitreusu u K skupini.

Serumske razine AOPP pokazale su se statisti¢ki zna¢ajno razli¢itima izmedu PDR i K skupina (p=0,005; Mann-
Whitneyev U test).

Korelacije izmedu razina AOPP u serumu i razina AOPP u vitreusu nisu se pokazale
statisticki znacajnima. Korelacije su imale razli¢iti predznak i to r=0,083 i p=0,669 za
kontrolnu skupinu odnosno r=-0,239 i p=0,187 za skupinu PDR (Spearmanova korelacija u

oba slucaja). (Slika 11).
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Slika 11. Korelacija vrijednosti AOPP u serumu s vrijednostima AOPP u vitreusu. Prikazane

su korelacije za ispitanike s dijabetickom retinopatijom (lijevo) i za kontrolnu skupinu

(desno).
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Slika 12. Vrijednosti Advanced oxidation protein products -AOPP u serumu (AOPPS) i

vitreusu (AOPPv). PDR = ispitanici s proliferativnom dijabetickom retinopatijom; K =

kontrolna skupina.
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Tablica 7 prikazuje korelacije razina AOPP u serumu i vitreusu s dobi ispitanika, za
obje skupine. Niti jedna od promatranih korelacija nije dosegnula granicu statisticke

znacajnosti.

Prema spolu, razlike takoder nisu bile statisticki znac¢ajne niti u kontrolnoj skupini (p=0,341
za serumske vrijednosti i p=0,773 za vrijednosti u vitreusu), niti u skupini ispitanika s
dijabetickom retinopatijom (p=0,842 za serumske vrijednosti 1 p=0,984 za vrijednosti u

vitreusu).

Tablica 7. Statisticka znacajnost (p) i koeficijent korelacije (r) AOPP-a ovisno o dobi u
kontrolnoj skupini (K) 1 skupini s proliferativnom dijabetickom retinopatijom (PDR).

Tablica 7 — Korelacija razina AOPP s dobi ispitanika

SERUM | VITREUS
Skupina N r p N r p
PDR 32 -0,163 0,374 32 0,047 0,797
K 30 0,053 0,782 47 0,101 0,500

N = broj ispitanika.

4.2.2. LIPIDNA PEROKSIDACIA

Vrijednosti parametra LPO u serumu i vitreusu (Tablica 8) nisu se statisti¢ki znacajno
razlikovale u kontrolnoj skupini (p=0,413), dok su u dijabeti¢ara vrijednosti u serumu bile

statisti¢ki znacajno vise od vrijednosti u vitreusu (p<0,001; Wilcoxonov test). (Tablica 9).

Razlike medu skupinama bile su statisticki znaCajne 1 u serumu i u vitreusu, sa statisticki

znacajno nizim vrijednostima u kontrolnoj skupini (p<0,001 Mann-Whitneyev U test).
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Tablica 8. Vrijednosti LPO-a (uM) u serumu i vitreusu, u skupini s proliferativnom
dijabetickom retinopatijom (PDR) i kontrolnoj skupini (K).

Tablica 8 — LPO [uM]

SERUM
M -95% IP +95% IP N SD Min Maks DK  Medijan GK
PDR  166,94¢/> 155,80 178,07 32 30,891 78,00 214,00 14500 169,00 195,50
K 26,37 23,11 29,63 49 11,355 12,00 68,00 18,00 25,00 31,00
VITREUS
PDR 144,72° 133,14 156,30 32 32,126 89,00 201,00 118,00 150,50 171,00
K 28,92 24,34 3350 49 15935 9,00 78,00 16,00 24,00 36,00

N = broj ispitanika; M = srednja vrijednost; SD = standardna devijacija; DK = donji kvartil; GK = gornji kvartil;

Min/Maks = najniZa i najvisa izmjerena vrijednost; -95%/+95% IP = intervali pouzdanosti. ,,a* u dijabeti¢ara

vrijednosti LPO u serumu bile su statisti¢ki zna¢ajno vise od vrijednosti u vitreusu (p<0,001; Wilcoxonov test).

b u dijabetiGara su statisti¢ki znacajno vise vrijednosti u serumu i vitreusu u odnosu na kontrolnu skupinu

(p<0,001; Mann-Whitneyev U test).

Korelacija serumskih vrijednosti LPO s vrijednostima LPO u vitreusu bila je pozitivna

i u kontrolnoj skupini i u skupini ispitanika s dijabetickom retinopatijom. Korelacija nije bila

statisticki znacajna u kontrolnoj skupini (r=0,228; p=0,115), dok se u skupini dijabeticara

pokazala statisticki zna¢ajnom (r=0,909; p<0,001; Spearmanova korelacija), (Slika 13).
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Slika 13. Korelacija vrijednosti LPO u serumu s vrijednostima LPO u vitreusu. Prikazane su

korelacije za ispitanike s dijabetickom retinopatijom (lijevo) i za kontrolnu skupinu (desno).
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Korelaciju izmedu razina LPO u serumu i razina LPO u vitreusu moguce je ispitati
modelom jednostavne regresije s vrijednostima LPO u serumu kao prediktorskom
(neovisnom) varijablom 1 vrijednostima LPO u vitreusu kao ishodiSnom odnosno zavisnom
varijablom. Regresijski model rezultira visokom vrijednos¢u R2 od 0,780 uz p<0,001 za

skupinu PDR. Isti model u kontrolnoj skupini rezultira zanemarivom vrijednos¢u R2 od 0,098
uz p=0,028 (Slika 14).
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Slika 14. Regresijska analiza povezanosti vrijednosti LPO u serumu i vitreusu. Prikazani su
rezultati za ispitanike s dijabetickom retinopatijom (lijevo) i kontrolnu skupinu (desno). Za
PDR skupinu pokazuje se statisticka znacajnost (p<0,001). Regresijski pravac (puna linija) s
95-postotnim inetervalima pouzdanosti (isprekidane linije), regresijska jednadzba i1 Pearsonov
koeficijent korelacije (R2=0,780).
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Slika 15. Graficki prikaz raspodjele razina LPO u serumu (LPOs) i vitreusu (LPOv). PDR =

ispitanici s proliferativnom dijabetickom retinopatijom; K = kontrolna skupina.

Tablica 9 prikazuje korelacije razina LPO u serumu i vitreusu s dobi ispitanika, za obje

skupine. Niti jedna od promatranih korelacija nije dosegnula granicu statisticke znacajnosti.

Prema spolu, razlike takoder nisu bile statisti¢ki znacajne niti u kontrolnoj skupini (p=0,281

za serumske vrijednosti i p=0,319 za vrijednosti u vitreusu), niti u skupini ispitanika s

dijabetickom retinopatijom (p=0,108 za serumske vrijednosti i p=0,136 za vrijednosti u

vitreusu).
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Tablica 9. Statisticka znacajnost (p) i koeficijent korelacije (r) LPO ovisno o dobi u skupini s
proliferativnom dijabetickom retinopatijom (PDR) i kontrolnoj skupini (K).

Tablica 9 — Korelacija razina LPO s dobi ispitanika

SERUM VITREUS
Skupina N r p N r p
PDR 32 -0,154 0,401 32 -0,071 0,701
K 49 0,228 0,115 49 -0,156 0,283

4.2.3. HORMON RASTA

Vrijednosti hormona rasta statistiCki su znacajno viSe u serumu u usporedbi s
vitreusom. Ovo vrijedi za kontrolnu skupinu kao i za skupinu ispitanika s dijabetickom

retinopatijom (p<0,001; Wicoxonov test). (Tablica 10)

Kada se promatraju razlike medu ispitivanim skupinama, vrijednosti u dijabeticara statisticki

su znacajno vise u serumu (p=0,012), ali ne i u vitreusu (p=0,439; Mann-Whitneyev test).

65



Tablica 10. Vrijednosti hormona rasta- HR (pg/mL) u serumu i vitreusu, u skupini s
proliferativnom dijabetickom retinopatijom (PDR) i kontrolnoj skupini (K).

Tablica 10 — HR [pg/mL]

SERUM
M -95% IP  +95% IP N SD Min Maks DK  Medijan GK
PDR 1962,1¢/> 11295 2794,7 32 2309,3 45710 8702,0 362,70 866,35 28515
K 688,3¢ 494,8 8817 49 6735 83250 3190,0 24850 492,40  896,7
VITREUS
PDR 55,59 42,85 68,33 32 3534 20,80 162,7 28,45 51,28 73,59
K 54,63 41,72 67,54 49 4494 20,20 1724 24,80 34,00 54,00

N = broj ispitanika; M = srednja vrijednost; SD = standardna devijacija; DK = donji kvartil; GK = gornji kvartil;
Min/Maks = najniZa i najviSa izmjerena vrijednost; -95%/+95% IP = intervali pouzdanosti. ,,a“ u dijabeticara i
kontrola vrijednosti u serumu bile su statisticki znacajno vise od vrijednosti u vitreusu (p<0,001; Wilcoxonov
test). ,,b* u dijabetiCara serumske vrijednosti bile su statisticki zna¢ajno viSe od serumskih vrijednosti kontrola
(p=0,012; Mann-Whitneyev U test).

Korelacija izmedu vrijednosti hormona rasta u serumu i vrijednosti u vitreusu nije bila

statisticki znacajna za kontrolnu skupinu (r=0,084; p=0,567), dok je u dijabeti¢ara povezanost

bila statisticki znacajna (r=0,691; p<0,001; Spearmanova korelacija), (Slika 16).
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Slika 16. Korelacija vrijednosti hormona rasta u serumu s vrijednostima hormona rasta u

vitreusu. Prikazane su korelacije za ispitanike s dijabetickom retinopatijom (lijevo) i za

kontrolnu skupinu (desno).
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Korelaciju izmedu razina HR u serumu i razina HR u vitreusu moguce ispitati
modelom jednostavne regresije s vrijednostima GH u serumu kao prediktorskom (neovisnom)
varijablom 1 vrijednostima HR u vitreusu kao ishodiSnom odnosno zavisnom varijablom.
Vrijednosti regresijskog modela iznose R2=0,527 i p<0,001 za skupinu PDR te R2=0,076 i
p=0,057 za kontrolnu skupinu (Slika 17).
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Slika 17. Regresijska analiza povezanosti razina hormona rasta u serumu i vitreusu. Prikazani
su rezultati za ispitanike s dijabetickom retinopatijom (lijevo) i kontrolnu skupinu (desno). Za
PDR skupinu pokazuje se statisticka znacajnost (p<0,001). Regresijski pravac (puna linija) s
95-postotnim inetervalima pouzdanosti (isprekidane linije), regresijska jednadzba i Pearsonov
koeficijent korelacije (R2=0,527).
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Slika 18. Raspodjela razina hormona rasta u serumu (HRs) i vitreusu (HRv). PDR = ispitanici

s proliferativnom dijabetickom retinopatijom; K = kontrolna skupina.

4.3. KORELACIJE HORMONA RASTA S DRUGIM PARAMETRIMA

Tablice koje slijede prikazuju korelaciju razina hormona rasta u serumu i vitreusu s
drugim promatranim parametrima u istrazivanju. Tablica 11 i tablica 12 prikazuju rezultate
Spearmanove korelacije te je vidljivo da niti jedna korelacija nije dostigla prag statisticke

znacajnosti.

Prikazani podaci odnose se na korelacije serumskih vrijednosti hormona rasta sa
serumskim razinama AOPP i LPO, te vitrealnih vrijednosti hormona rasta s razinama AOPP i
LPO u vitreusu. lako je moguce provesti i analizu vitrealnih vrijednosti hormona rasta sa
serumskim vrijednostima spomenutih parametara, ovakva analiza ne bi znacajno doprinijela
razumijevanju odnosa medu varijablama zbog ranije opisanih pozitivnih 1 statisticki znacajnih

korelacija u skupini ispitanika s proliferativnom dijabeti¢kom retinopatijom.
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Tablica 11. Statisticka znacajnost i koeficijent korelacije (r) za HR ovisno o AOPP i LPO, u
skupini proliferativne dijabeticke retinopatije (PDR).

Tablica 11 — Korelacija razina HR s drugim parametrima — Skupina PDR

SERUM VITREUS

Parametar N r p N r p
AOPP 32 0,079 0,668 32 -0,271 0,133
LPO 32 0,176 0,335 32 -0,014 0,937
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Slika 19. Korelacija vrijednosti hormona rasta u serumu i vitreusu s vrijednostima AOPP i
LPO u serumu i vitreusu. Prikazane su korelacije za serum (lijevo) i za vitreus (desno) u

skupini s proliferativnom dijabeti¢kom retinopatijom (PDR).
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Tablica 12. Statisticka znacajnost i koeficijent korelacije (r) za HR ovisno o AOPP i LPO, u
kontrolnoj skupini (K).

Tablica 12 — Korelacija razina HR s drugim parametrima — Kontrolna skupina

SERUM VITREUS
Parametar N r p N r p
AOPP 30 -0,013 0,947 29 -0,174 0,367
LPO 49 -0,131 0,368 49 -0,060 0,683
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Slika 20. Korelacija vrijednosti hormona rasta u serumu i vitreusu s vrijednostima AOPP i
LPO u serumu i vitreusu. Prikazane su korelacije za serum (lijevo) i za vitreus (desno) u

kontrolnoj skupini (K).
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Za razliku od prije spomenutih parametara, dob ispitanika bila je statisticki znacajno
povezana s razinama hormona rasta u jednoj skupini ispitanika. U kontrolnoj skupini
korelacija nije dosezala prag statisticke znacajnosti niti za vrijednosti u serumu, niti za
vrijednosti u vitreusu (Tablica 13). U skupini dijabetiara korelacije su bile negativnog
predznaka 1 statisticki znacajne i1 to p=0,049 za serumske odnosno p=0,022 za vrijednosti
hormona rasta u vitreusu. Svi rezultati odnose se na Spearmanovu korelaciju. Korelacije su

graficki prikazane na donjem grafikonu (Slika 21).

Tablica 13. Statisticka znacajnost i koeficijent korelacije (r) hormona rasta i dobi ispitanika u
skupini proliferativne dijabeticke retinopatije (PDR) i kontrolnoj skupini (K).

Tablica 13 — Korelacija razina HR s dobi ispitanika

SERUM VITREUS
Skupina N r p N r p
PDR 32 -0,350 0,0492 32 -0,405 0,022°
K 49 -0,103 0,480 49 0,069 0,636

U skupini dijabeti¢ara vrijednosti korelacije HR i dobi su bile statisti¢ki znacajne u serumu; ,,a“ i u vitreusu; ,,b*.
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Slika 21. Korelacija vrijednosti hormona rasta i dobi u serumu i vitreusu u skupini s
proliferativnom dijabetickom retinopatijom (PDR) i kontrolnoj skupini (K). Prikazane su

korelacije za serum (lijevo) i za vitreus (desno).
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Konacno, iz raspolozivih prediktorskih (neovisnih) varijabli, a to su razine AOPP 1 LPO u
serumu i vitreusu te dob i spol ispitanika, pokusali smo konstruirati regresijski model prema

zavisnoj varijabli — razini hormona rasta u vitreusu. Uklju¢ivanjem svih spomenutih varijabli:

- AOPP u serumu,
- AOPP u vitreusu,
- LPO u serumu,
- LPO u vitreusu,
- dob ispitanika,
za skupinu ispitanika s dijabetickom retinopatijom, koristenjem metode izbora varijable

prema naprijed (,,forward selection®), softver je eliminirao iz modela sve varijable osim dobi.

Koristenjem dobi kao jedinog prediktora dobiven je model s vrijednos¢u R2=0,342 i p<0,001.
Iz navedenoga je moguce zakljuciti da dob ispitanika najbolje objaSnjava razinu hormona

rasta u vitreusu bolesnika s dijabetickom retinopatijom (Slika 22).
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Slika 22. Regresijska analiza povezanosti dobi i razina hormona rasta u vitreusu, skupina

PDR. Za PDR skupinu pokazuje se statisticka znacajnost (p<0,001). Regresijski pravac (puna

linija) s 95-postotnim inetervalima pouzdanosti (isprekidane linije), regresijska jednadzba i

Pearsonov koeficijent korelacije (R2=0,342).
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5. RASPRAVA

Predmet interesa ovog istraivanja je povezanost GH s poremec¢enim metabolizmom
ugljikohidrata, koja se ispoljava u Secernoj bolesti, a posebice njegova povezanost s
dijabetickom retinopatijom i fokusom na aktivnost ekstrapituitarno stvorenog GH unutar oka
te njegovo ponasanje u uvjetima hipoksije i oksidativnog stresa koji se javljaju kao osnovna

platforma dijabeticke retinopatije.

Hormon rasta (GH) je jednolancani polipeptid sacinjen od 191 aminokiseline koji se
sintetizira, akumulira i secernira u somatotropnim stanicama, koje zauzimaju 45% volumena
prednjeg reznja hipofize ili pituitarne zlijezde. Molekularna masa hormona rasta je 22 kDa
(98). Glavnina u¢inaka GH se ispoljava uglavnom preko IGF-1. GH je izravno ili posredno
uklju¢en u mnogobrojne Cesto jo§ nepotpuno objasnjene metaboliceke 1 druge aktivnosti
(100,101). GH sprecava ulaz glukoze u stanice i na taj nacin stvara inzulinsku rezistenciju s
posljedi¢énom intolerancijom na glukozu i sekundarnim hiperinzulinizmom, te se zapravo
smatra 1 antagonistom inzulina. Endogeni GH utje¢e na metabolizam ugljikohidrata u jetri,

stimulirajuci glikogenolizu §to povisuje hepaticku proizvodnju glukoze.

Kod kroni¢ne hiperglikemije kakva se sre¢e kod dijabeti¢ara nema supresije GH jer se
zbog manjka inzulina u jetri i portalnom krvotoku stvara manje IGF-1, te slabi povratna
sprega prema GH. Zato mnogi, naro€ito loSe kontrolirani bolesnici u Se¢ernoj bolesti imaju i
trajno poviSene vrijednosti GH pri ¢emu su u stimuliraju¢em smislu fluktuacije GUK-a

vaznije od apsolutnih vrijednosti (109).

Radi poboljsanja glikemije u dijabeticara se povisuje medikamentni unos egzogenog
inzulina, $to u nekoj fazi bolesti doprinosi i povisenju proizvodnje IGF-1, koja ipak nije posve
proporcionalna poviSenim vrijednostima GH. Inzulin kod dijabeticara s retinopatijom takoder
i direktno utjeCe na povisenje sekrecije cirkuliraju¢eg GH kako pokazuje studija Sharp-a i
koautora (228) . Ova se faza povezuje s progresijom DR, buduci je paralelno dokazano da
IGF-1 promotivno djeluje na proliferaciju, apoptozu, kemotaksu i neovaskularizaciju (166).
Pretpostavlja se kako u uvjetima pojacane propusnosti BRB inzulin ulazi u oko u pove¢anim
koli¢inama i na ovaj na¢in dodatno stimulira autonomno stvaranje IGF1 u oku (21,22). Neka
starija istrazivanja donose zakljuCke o prolasku serumskog IGF-1 kroz BRB u oko sto

promotivno djeluje na razvoj DR (229-231). Nova istrazivanja medutim prikazuju sniZene

74



vrijednosti slobodnog i vezanog IGF-1 u serumu pacijenata s naglasenom DR (167,168), §to
bi tesko dovelo u kauzalnu vezu serumski IGF-1 i dijabeti¢ku retinopatiju. Postoje istrazivanja
na eksperimentalnom modelu, gdje je pokazano kako lokalno u oku stimulirana ekspresija
IGF-1 daje sliku dijabeticke retinopatije uz normalne vrijednosti cirkuliraju¢eg IGF-1, urednu
glikemiju i inzulinemiju (154), §to na neki nacin odvaja hormonska zbivanja u oku od
hormonskih zbivanja u serumu. U prilog lokalnom djelovanju govori jo$ jedna studija u kojoj
povisene vrijednosti obiljezenog cirkuliraju¢eg IGF-1 uopée nisu nadeni analizom o¢nih
uzoraka, Sto govori u prilog nepropusnosti BRB za IGF-1. Takoder je dokazano kako su
cirkulirajuci transportni kompleksi IGF-1 u humanom serumu goleme molekularne mase (do
200 kDa), Sto prakticki anulira vjerojatnost njihova prolaska kroz BRB unato¢ uvjeta

povecane propusnosti, kakva se nalazi u dijabeticara (121).

Ocito je kako do danas nisu posve razjasnjene sve okolnosti i €injenice u interakciji
izmedu cirkulirajuéeg GH 1 DR, buduéi da postoji €itav niz zapaZanja koja se medusobno
iskljucuju (232,233). Takoder postoje istrazivanja koja pokazuju kako je nivo sekrecije
cirkuliraju¢eg GH u dijabeti¢ara podjednak u onih koji nemaju retinopatiju, onih s po¢etnim
znacima retinopatije i konacno kod bolesnika s teskim oblikom proliferativne DR, S§to je
kontroverzno i unosi dosta nedosljednosti u klasi¢ne interpretacije (161). Postoje jo$ neka
istrazivanja, koja indirektno upuéuju na autonomiju hormonalne regulacije unutar oka. Tako
je uoceno da dijabeticari sa suprimacijom ili stimulacijom GH bilo koje geneze ne pokazuju
regresiju odnosno progresiju DR. Medu spomenutim studijama medutim nema spomena 0
tome da li medikamentni agonisti ili antagonisti GH, uop¢e penetriraju BRB i ulaze u oko, ve¢
se njithovi moguci efekti komentiraju iz perspektive klasi¢nog shvacanja sprege cirkulirajuceg

GH i pojavnosti DR (234-237).

Namece se pitanje, da li mi na krivi nacin promatramo interakciju dijabeticke
retinopatije i hormona rasta, koja o€ito postoji ako istovremeno postoji toliko potvrdnih
detalja, ali i toliko kontroverznih zapazanja na istu temu? Moze li se povijesno poznata
¢injenica o poviSenju cirkulirajuéeg GH u dijabeticara, doista tako jednostavno, kauzalno
povezati s nastankom DR i da li sama dijabeticka retinopatija nastaje ba$ onim slijedom kako
o tome govore temelji biomedicinske znanosti?! Dio iskoraka prema novim shvacanjima i
drugacijem tumacenju ovih kontroverzi svakako je pokrenut prvim studijama koje su nam
donijele informaciju o stvaranju hormona rasta na ekstrapituitarnim lokacijama, koje datiraju

s pocetka 21. stoljeca. Oko se pojavljuje kao jedna od ekstrapituitarnih lokacija sekrecije i
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time se otvara posve nova dimenzija u mogucem tumacenjima interakcije GH i DR

(16,17,18,130,238).

Harvey i surdnici su pokazali kako oko ima posve druge transkripcijske ¢imbenike
nego somatotropne stanice hipofize, tako da u o¢nim tkivima uopce nije pronaden Pit-1
¢imbenik o kojem ovisi regularna produkcija GH hipofize (143). Iste Cinjenice potvrduje
istrazivanje na Pit-1 deficijentnim miSevima, kod kojih je registrirano uredno stvaranje
ekstrapituitarnog hormona rasta u oku (145). Moguc¢u ulogu u o¢noj produkciji GH imaju i
otkriveni ghrelin te GHSR-1a nadeni u S$arenici, cilijarnom tijelu i stanicama RPE (144).
Neovisnost o¢nog GH o hipofizi iskazuju i ¢injenice o njegovoj embrionalnoj produkeiji, u
vrijeme kada hipofiza i somatotropne stanice, jo$ uopcée nisu ontogenetski prisutni/formirani,
a iskazuju i ¢injenice kako se GH stvara i kod beskraljesnjaka, koji uopée nemaju endokrini

sustav poput kraljeSnjaka (146).

Prvi dokazi samostalnog stvaranja GH u oku upudivali su uglavnhom na GH
imunoreaktivnost unutar RGC stanica kao klju¢ne lokacije proizvodnje o¢nog GH (19).
Daljnja istrazivanja u o¢nim uzorcima uzetima s kadavera, ali i vitrealnim uzorcima
pacijenata sa Secernom bolesti i razli¢itom drugom oc¢nom patologijom (19,23,138,176)
pokazuju kako u oku postoje i druge lokacije proizvodnje GH, prije svega stanice RPE,
Miilerove stanice, koriokapilaris, cilijarno tijelo, Sarenica, le¢a, roznica i konjunktiva
(144,147-151). Sto sve utjede na razinu sekrecije GH u tkivima oka, kako je ta sekrecija
regulirana i koje su interakcije s ostalim aktivnim amakrinim i parakrinim sustavima u oku,
svakako treba dodatno istraziti.

Kroni¢na hiperglikemija dovodi do ireverzibilnih, okultnih promjena stani¢nog
metabolizma, koje su prekursori morfoloskih oSteCenja, prvenstveno na mikrovaskularnoj
razini koje se mogu klinicki detektirati 1 vidjeti, a koje dovode do oSte¢enja neurosenzorne
retine. Klasi¢ni, godinama poznati patofizioloski proces dijabeticke retinopatije zapo€inje na
stijenci krvnih zila retine. Stijenka je normalno gradena od vezivne bazalne membrane, koja je
s unutarnje strane obloZena endotelnim stanicama, a s vanjske potpornim glatkim miSi¢énim
stanicama, pericitima. Dijabeticku retinopatiju karakterizira gubitak pericita nakon cega
slijedi porast propusnosti krvnih Zila i progresivna vaskularna okluzija. Permeabilnost i
okluzija u terminalnim vaskularnim elementima, prvi su znaci dijabeti¢ke retinopatije koji se
mogu indirektno dokazati ili izravno klini¢ki vidjeti, a sve poznate ili moguce nepoznate
atribucije RD koje prethode ovom stadiju nisu vidljive te spoznaje o njima dolaze iz razli¢itih
znanstvenih studija.
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Novija istrazivanja pokazuju da pored angiopatije u dijabeti¢koj retinopatiji postoje
paralelna zbivanja u domeni neurodegeneracije, koja mozda i prethode vaskularnim
promjenama 1 uistinu predstavljaju pocetak dijabeticke retinopatije. Propadanje astrocita i
Miillerovih stanica, nazvano reaktivna glioza, koje predstavljaju vitalnu potporu neuronima
zapocinje proces neuralne apoptoze prvenstveno u sloju retinalnih ganglijskih stanica (RGC)
(205-208). Nasuprot snizenoj produkciji neuroprotektivnih ¢imbenika (PDF, SST, CST,
IRBP), stoji lagano povecano stvaranje VEGF-a (eng. vascular endotelial growth factor) i

eritropoetina, te IGF-1 u vrlo ranim fazama DR, prije dokazive ishemije retine (223-225).

Vise je nego ocito kako novije studije, a naroCito one koje su fokusirane na procese
unutar oka odvajaju lokalna od sistemskih zbivanja i daju potvrdu autonomije biokemijskih

procesa u ocnim tkivima.

Radi svih ovih razloga dijabeticka retinopatija predstavlja idealan model za
istrazivanje povezanosti ekstrapituitarnog GH, u oku i oksidativnog stresa (7), te moguce
korelacije sa sistemskim zbivanjem unutar skupine istih parametara. Do sada nisu provedene
komparativne studije meduovisnosti istih parametara izmedu dvaju humoralnih odjeljaka
organizma istoga pacijenta (serum i vitrus). Okolnosti koje utje¢u na stvaranje GH u oku nisu
posve razjasnjene, te je namjera ovog istrazivanja bila, istraziti kako oksidativni stres prisutan
kod dijabeticara utjece na stvaranje GH u oku 1 da li je njegova sekrecija ovisna o stvaranju
GH u sistemskoj cirkulaciji. Prilikom dizajna istraZivanja a radi mogucnosti mjerenja, analize
i usporedbe za markere oksidativnog stresa odredili smo produkte uznapredovale oksidacije
proteina (AOPP) i lipidnu peroksidacije (LPO). Ovi su markeri, kao i hormon rasta mjereni u

staklastom tijelu i serumu bolesnika s PDR-om i kontrolne grupe.

Ovo istrazivanje obuhvatilo je 49 pacijenata u kontrolnoj grupi (K) te 32 pacijenta s
proliferativnom dijabetiCkom retinopatijom u ispitivanoj grupi (PDR). Razlike u dobi 1 spolu
medu grupama bile su statisti¢ki neznacajne, a zene su bile nesto starije u obje grupe, kao §to

su 1 ispitanici u kontrolnoj grupi (K) bili nesto stariji od onih u grupi dijabeti¢ara (PDR).

GH unutar oka je proizvod retinalnih ganglijskih stanica (RGC), jer je naden u
uzorcima stani¢nih kultura te postoje pretpostavke da je sekrecija autonomna i neovisna o
pituitarnom hormonu (5). Mi smo zeljeli ovom studijom istraziti direktni odnos serumskog i
vitrealnog GH, a ne o tom odnosu donositi indirektne zakljucke. Zato smo proveli izravnu
komparaciju parametara iz uzoraka seruma i vitreusa istih pacijenata. Posluzili smo se

dijabetickom retinopatijom kao istovjetnim humanim modelom na kakvom su radena i ostala
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istrazivanja. Pri tome smo zeljeli i dodatno ispitati na koji nacin utjeCe oksidativni stres na
stvaranje GH u oku te izvrsiti komparaciju izmedu zbivanja u serumu i vitreusu, $to do sada

nije radeno .

Nasi rezultati su pokazali kako je koncentracija ukupnog GH u vitreusu dijabetic¢ara
bila neznatno visa (55,59 pg/ml) nego u kontrolnoj nedijabeti¢koj grupi (54,63 pg/ml) iako
razlika nije bila statisticki znacajna. To se razlikuje od naSih ocekivanja rukovodenih
podacima iz znatnog dijela dostupne literature, gdje su dobivene nize vrijednosti kod
dijabetiCara, $to je objasnjeno apoptozom RGC (173,178). Pri tome valja naglasiti da je nasa
kontrolna grupa bila predstavljena s identi¢nim uzorkom o¢ne patologije kao $to je prikazano
u drugim studijama (5,178). Ipak treba napomenuti da postoje i studije gdje su dobivene i

povisene vrijednosti vitrealnog GH, ali i IGF1 u dijabeticara (11,226).

Zbog prodora proteina kroz BRB kod DR neki autori su ucinili dodatnu redukciju
vrijednosti GH za proteinski sastav u vitreusu te su tako nize vrijednosti GH u dijabetic¢ara jos
racunski dodatno i umanjili u apsolutnim brojkama (11,173,178). Gotovo identi¢ne
koncentracije GH u vitreusu dijabeti¢ara i kontrola u nasoj studiji potvrduju ocekivanu
hipotezu o autonomiji sekrecije GH u oku na posve drugaciji nacin nego $§to objaSnjavaju
drugi autori (11,141,173). Mi smo takoder usporedivali odnos izmedu dva uzorka istih
ispitanika; serum i vitreus, te smo i na taj na¢in potvrdili neovisnost stvaranja GH u oku
budu¢i je vrijednost GH u oku dijabeti¢ara bila ista kao i u kontrola, iako je u serumu
dijabeticara vrijednost GH (1962,1 pg/ml) bila gotovo tri puta visa u odnosu na serumske
vrijednosti u kontrolnoj grupi (688,3 pg/ml), Sto se pokazalo 1 statisticki zna¢ajnom razlikom

(p=0,012).

Ovo zapazanje takoder navodi na zakljucak kako je BRB ¢ak i1 kad je pojacano
propusna u dijabetiara, zapravo nepropusna za molekule mase od 22 kDa, kakvu ima GH,
zbog ¢ega nema ulaska serumskog GH u oko (143,174,175). Ovaj zaklju€ak je u suprotnosti s
nekim opazanjima na animalnim modelima koji govore kako narusenost BRB u dijabeticara
omoguuje prolazak molekula mase do 70 kDa (231). Budu¢i da su mnogi radovi pokazali nize
vrijednosti GH u vitreusu dijabetiara (11,178) 1 objasnili ih propadanjem RGC, ostaje pitanje

kako objasniti podjednake razine vitrealnog GH dobivene u ovoj studiji?
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Pretpostavili smo da zbog manjka produkcije oc¢nog somatostatina (SST) kod
dijabeticara, Sto je takoder dokazano u novoj literaturi tijekom zadnje 3-4 godine, izostaje
lokalna inhibicija produkcije GH (203,239). Uloga somatostatina je neuroprotektivna, ali i
supresijska prema angiogenezi, jer ograni¢ava djelovanje osovine GH/IGF-1/VEGF (26).
Ovo smanjenje sinteze somatostatina trebalo bi ocekivano kod PDR ispitanika dovesti do
znacajnijeg porasta mjerenih vrijednosti GH do kojega ipak ne dolazi, vjerojatno zbog
apoptoze RGC koja se i spominje u literaturi, ve¢ su vrijednosti izmedu kontrola i dijabeticara
okvirno podjednake, kao $to pokazuju rezultati u naSem istrazivanju. Razlog zaSto unatoé
propadanju ganglijskih stanica, glavnog izvora GH, njegova razina produkcije ipak ostaje
oCuvana, kao §to pokazuju rezultati ovog istrazivanja jesu vjerojatno drugi moguci izvori
sekrecije GH u oku. Ti izvori su dokazani nalazom pozitivne GH imunoreaktivnosti u
stanicama Sarenice, cilijarnog tijela, RPE, lee, roznice, zilnice (240), iako nitko nije

pretpostavio povezanost spomenutih ¢injenica do sada i na ovaj nacin.

Mi smo htjeli prvo kvantitativno dokazati parametre oksidativnog stresa i korelirati ih
s proizvodnjom GH kako bi provjerili da 1li unato¢ propadanju RGC u okolnostima
oksidativnog stresa proizvodnja GH u oku moze biti odrzana ili je smanjena. Kod dijabeti¢ara
smo nasli statisti¢ki znacajno vise serumske vrijednosti AOPP-a u usporedbi s kontrolnom
grupom (p=0,005), ali povisene vrijednosti u vitreusu dijabeticara, prema kontrolama nisu bile
statisticki znacajne. U obje skupine serumske su vrijednosti bile statisti¢ki znacajno vise od
vitrealnih (p<0,001). Kod drugog parametra oksidativnog stresa (LPO) pokazalo se kako su u
dijabeticara serumske vrijednosti znac¢ajno vise od vitrealnih (p<0,001), a zamijecene su i
statisticki znacajne razlike medu skupinama i u serumu i u vitreusu (p<0,001) uz apsolutno
niZe vrijednosti u kontrolnoj skupini. Korelacija serumskih 1 vitrealnih vrijednosti LPO bila je
pozitivna 1 statistiCki znacCajna u skupini dijabeticara (p<0,001), a ova se korelacija moze
prikazati 1 kauzalno. Korelacije izmedu produkcije GH u oku i parametara oksidativnog stresa
(AOPP i LPO), medutim nisu se pokazale statisticki znacajnom u obije skupine, §to nas je
navelo na vjerovanje da unato¢ apoptozi neuralnih stanica u uvjetima oksidativnog stresa
sekrecija GH ostaje funkcionalna. Ovakvo tumacenje ima uporiste u histokemijskim nalazima

0 postojanju produkcije GH u oku i na drugim lokacijama a ne samo u neuralnom tkivu (240).

Ovu nasu pretpostavku podupiru i rezultati studija Ziaeia i suradnika (178), koji su u
svojem istrazivanju nasli da je koncentracija GH u vitreusu dijabeticara s neproliferativnom
retinopatijom niZa od koncentracije mjerene u ispitanika s proliferativnim oblikom DR, §to se

teSko uklapa u hipotezu kako su RGC glavni i jedini relevantni ¢imbenik u stvaranju GH u
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oku, naroCito u uvjetima naruSene homeostaze. Moguce je u svjetlu ovih CcCinjenica
pretpostaviti kako s pojavom DR i neurodegeneracije, inicijalno dolazi do pada koncentracije
GH u oku, ali budu¢i da postoji tendencija odrzanja homeostaze, a dolazi i do snizenja
produkcije somatostatina, pojavljuje se kompenzatorni odgovor u vidu hiperaktivnosti
alternativnih sekretornih lokacija izvan zZiv€anog tkiva oka, Cije je postojanje dokazano. Ove
ekstraneuralne lokacije sekrecije GH do odredene razine oksidativnog stresa ocito mogu
kompenzirati manjak primarne neuralne produkcije i svojom vlastitom sekrecijom odgovoriti
na manjak izazvan neurodegeneracijom RGC stanica. Pored toga postoje i stanoviti
pokazatelji koji govore da GH moze imati ekspresiju u bilo kojoj stanici (138). Indirektna
potvrda za odrzanu aktivnost GH je i viSestruki porast VEGF u oku kod RD S§to je dokazana

¢injenica, a za njegovu sintezu potreban je 0 GH ovisni IGF1 (179,203,226).

Rezultati ovog istrazivanja na drugaciji nacin potvrduju autonomiju stvaranja GH u
oku i ukazuju da ona zbog nekih kompenzatornih mehanizama nije izravno ovisna o hipoksiji
i oksidativhom stresu, a posve je neovisna u pituitarnom GH i njegovim razinama u
cirkulaciji. Ovdje smo otvorili moguéa daljnja razmisljanja o kompenzatornim mehanizmima,
koji mogu nadoknaditi hiposekreciju odredenih GF u oku jer se vjeruje kako je upravo
hiposekrecija prvi pokazatelj neurodegeneracije u sklopu ranih znakova DR. Narocito bi bilo
interesantno ispitati kvalitativni aspekt GH koji se stvara u kompromitiranim uvjetima jer
prema nekim naznakama nezrele izoforme GF mogu djelovati neurodegenerativno a s druge
strane i zrele forme zbog alterirane ekspresije i funkcije receptora mogu biti nedjelotvorne ili
promijenjenog djelovanja (226). Konac¢no, problem nastanka i brzina napredovanja DR su kod
pojedinih pacijenata razli¢iti i ovise o fenotipu dijabeticke retinopatije (203), $to daljnja

istrazivanja ovog podrucja €ini jo§ sloZenijima.

Posljednjih se godina namece pitanje, da li dijabeticka retinopatija nastaje ba§ onim
slijedom kako o tome govore klasi¢ni temelji biomedicinske znanosti?! Vaskularne promjene
ve¢ dugo su smatrane pocetnom promjenom i simbolom DR. Nova istrazivanja medutim
pokazuju da ve¢ nekoliko godina prije pojave vidljivih vaskularnih promjena pocinju procesi
ekscitotoksicnosti i neurodegeneracije u kojima vaznu ulogu ima GH produciran unutar oka
(211). Ovo istrazivanje osvijetlilo je neke sasvim nove detalje o ponasanju GH u DR i time
doprinijela razumijevanju novih aspekata u razvoju DR. Daljnji razvoj istraZivanja uloge
hormonskih aktivnosti oka unutar procesa dijabeticke retinopatije, mogao bi dati i znacajan
doprinos u formiranju novih terapijskih modaliteta. Tako se danas ve¢ masovno primjenjuju

antagonisti ili hvata¢i VEGF molekula, budu¢i da je dobro poznata njihova uloga u
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angiogenezi kod DR. Analogno tome, temeljem novih spoznaja o vaznosti uloge GH mogu¢
je razvoj i novih terapijskih opcija, prije svega agonista somatostatina ili antagonista hormona

rasta u lokalnoj primjeni.
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6. ZAKLJUCCI

1. Evidentan je oksidativni stres u oku i sistemskoj cirkulaciji u bolesnika s dijabetesom

» U vitreusu dijabetiCara dokazan je povecan oksidativni stres zbog izmjerenih viSih
vrijednosti parametara AOPP i LPO u odnosu na kontrolnu skupinu (p=0,179 za
AOPP i p<0,001 za LPO).

» U perifernoj cirkulaciji, dokazan je povecan oksidativni stres zbog izmjerenih visih
vrijednosti parametara AOPP i LPO u odnosu na kontrolnu skupinu (p=0,005 za AOPP
1p<0,001 za LPO).

> Statisticki je znaCajna 1 pozitivna korelacija (p<0,001) mjerenog LPO-a izmedu

vitreusa i seruma dijabeticara.

2. Hormon rasta sintetizira se u oku neovisno o hipofizi

» Vrijednosti hormona rasta izmjerene u serumu dijabeti¢ara su gotovo tri puta vise od
vrijednosti u kontrolnoj skupini (p=0,012).

» Vrijednosti hormona rasta izmjerene u vitreusu dijabeticara i kontrola su gotovo
identi¢ne, bez statisti¢ki znacajne razlike, (p=0,439).

» Unato¢ znacajnog povisenja vrijednosti serumskog hormona rasta ovisnog o hipofizi u
dijabeticara, vrijednosti u vitreusu dijabeti¢ara ostaju nepromijenjene i ne razlikuju se

od kontrolne skupine.

3. Stvaranje hormona rasta u oku neovisno je o oksidativnom stresu

» Kod dijabeti¢ara su dokazane povisene vrijednosti parametara oksidativnoga stresa u
serumu i vitreusu.

» Kod dijabetiCara izmjerene vrijednosti hormona rasta u oku nisu bile smanjene u
uvjetima povecanog oksidativnog stresa, ve¢ su ostale priblizne vrijednostima kao u

kontrolnoj skupini.
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4, Ekstraneuralni lokusi stvaranja hormona rasta u oku vazni su za odrZanu razinu

sekrecije u uvjetima oksidativnog stresa

» Hormon rasta u oku pretezno sintetiziraju retinalne ganglijske stanice, ali postoje i
drugi lokusi stvaranja unutar oka, koji ne pripadaju zivéanom tkivu.

» U uvjetima oksidativnog stresa dolazi do neurodegeneracije, procesa u ¢ijem slijedu
propadaju i retinalne ganglijske stanice.

» Koncentracija hormona rasta u oku u uvjetima oksidativnog stresa ostaje

nepromijenjena, identi¢nih vrijednosti kao u kontrolnoj skupini.
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POPIS KRATICA | SIMBOLA

ACE - enzim angiotenzin konvertaza (eng. angiotensin converting enzyme)

ACR - arterija centralis retine

AGE - zavr$ni proizvodi glikozilacije (eng. advanced glycation endproducts)
AOPP - produkti uznapredovale oksidacije proteina (eng. advanced oxidation protein products)
AT Il - angiotenzin Il

BRB - krvno mrezni¢na barijera (eng. blood retinal barrier)

CST - Cortistatin

DCCT - Diabetes Control and Complications Trial Study

DM - Diabetes mellitus (Sec¢erna bolest)

DME - dijabeticki makularni edem

DR - dijabeticka retinopatija

eNOS - endotelna sinteza dusikova oksida (eng. endothelial nitric-oxide synthase)
ERG - elektroretinografija

ETDRS - Early Treatment of Diabetic Retinopathy Study

ET-1- endotelin 1

EURODIAB - The EURODIAB IDDM Complications Study

FAZ - fovealna avaskularna zona

FKG - laserska fotokoagulacija

Gpx - glutation peroksidaza

GH — hormon rasta (eng. growth hormone)

GHIH — (eng. growth hormone-inhibiting hormone)
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GHRH - (eng. growth hormone releasing hormone)

GHR - ghrelin (eng. gastrointestinal peptide hormone)

GHS — sekretagogi (eng. secretagogues)

GHSR-1a (eng. growth hormone secretagogue receptor)

GSH - redicirani glutation

GSSG - oksidirani glutation

GUK — glukoza u krvi

ICAM-1 - intracelularna adhezijska molekula 1 (eng. intracellular adhesion molecule 1)
IGF-1 - inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta 1 (eng. insulin like growth factor 1)

IGFBP — vezuéi protein inzulinu slicnog ¢imbenika rasta (engl. insulin like growth factor binding
protein)

IL - interleukin

INOS - inducirana sintaza dusikova oksida

IRBP (eng. interstitial retinol-binding protein)

IRMA - intraretinalna mikrovaskularna abnormalnost
IV th - intravitrealno lijeCenje

KAT — katalaza

kDa — kilo Daltoni

LPO - lipidna peroksidacija

MDA - malondialdehid

NF-kB - nuklearni ¢imbenik kB (engl. nuclear factor xB)
NO - dusikov oksid (engl. nitric oxide)

NPDR - neproliferativna dijabeticka retinopatija
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NV - neovaskularizacija

NVD - neovaskularizacija na optickom disku (eng. new vessels on the disc)

NVE - neovaskularizacija na ostalim dijelovima retine (eng. new vessels elswhere)
OHA - oralnih hipoglikemizantni lijekovi

OS - oksidativni stres

PAI-1 - inhibitor aktivatora plazminogena 1 (eng. plasminogen activator inhibitor 1)
PEDF (eng. pigment epithelial derived factor) — ¢imbenik pigmentnog epitela

PDR - proliferativna dijabeticka retinopatija

PDGF - trombocitni ¢imbenik rasta (eng. platelet-derived growth factor)

PIT-1 - (eng. pituitary-specific transcription factor-1) — transkripcijski ¢imbenik hipofize-1
PKC - protein kinaza C

PNO - glava vidnog Zivca, opti¢ki disk (lat. papila nervi optici)

PPV — pars plana vitrektomija

RGC — (eng. retinal ganglion cell)

RKV — reaktivne Kisikove vrste (eng. reactive oxygen species)-ROS

ROP - (eng. retinopathy of prematurity)

ROS - (eng. reactive oxygen species) - reaktivni Kisikovi radikali

RPE - retinalni pigmentni epitel

SOD - superoksid dismutaza

SRIF — (eng. somatotropin release-inhibiting factor) - somatostatin

SZO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization; WHO)
TGF-p - transformirajuci ¢cimbenik rasta beta (engl. transforming growth factor ff)

TJ — ¢vrste medustani¢ne veze (eng. tight junction)
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TNF-a - ¢imbenik nekroze tumora o (engl. tumor necrosis factor «)
TLE - tvrdi lipidni eksudati
VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor)

WESDR - Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy
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angiografiju. U viSe navrata pohadao je krac¢a usavrSavanja u inozemstvu, te je dva puta kao
stipendista imao dulja usavrSavanja; 1992. Essen/Njemacka: usavrSavanje u iradijacijskom i
kirurSkom lije€enju melanoma, te 2001. Antwerpen/Belgija: usavrSavanje u vitreoretinalnoj
kirurgiji. 2008. godine odlazi u Op¢u bolnicu Sveti Duh u Zagrebu, gdje u sklopu tadasnjeg
Odjela za o¢ne bolesti formira sluzbu za straznji segment oka, koja do tada nije postojala.
2012. kada bolnica postaje Klini¢ka bolnica Sveti Duh, a o¢ni odjel prerasta u Kliniku za o¢ne
bolesti, sluzba za straznji segment oka postaje klinic¢ki odjel u kojem obnaSa duznost voditelja
odjela. Trajnom edukacijom mladih kolega formira tim stru¢njaka koji danas predstavlja
jedan od najprominentnijih takove vrste u Hrvatskoj. Tijekom dosadaSnjeg rada sudjelovao je
aktivno u mnogobrojnim kongresima i stru¢nim skupovima u Hrvatskoj 1 inozemstvu, te je
objavio mnogobrojne publikacije. Takoder je bio sudionik nekoliko znanstvenih projekata.
Redovni je ¢ljan HLK-e i HOD-a, te udruzenja ,,Euretina“: (Europsko udruzenje retinologa) i
»EVRS*“ (European Vitreoretinal Society) 1 svake godine sudjeluje u radu navedenih
europskih vitreoretinalnih organizacija. Sudjeluje u nastavhom radu kroz vjezbe, seminare i
predavanja u dodiplomskoj 1 poslijediplomskoj nastavi, te kao predava¢ na doktorskom
studiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. U viSe navrata je kao predavac
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