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Diabeticna retinopatija kot subklinicno
vnetje: Analiza citokinov v stekloviniin
serumu

Diabetic retinopathy as a subclinical inflammation:
Vitreous and serum cytokine analysis

Mojca Urbandic,' Peter KoroSec,” MatjaZ FleZar,” Mojca Globo¢nik Petrovic’

Izvlecek

Izhodi$ce: Diabeti¢no retinopatijo lahko opredelimo kot kroni¢no subklini¢no vnetje. Zeleli smo
ugotoviti razlike v ravneh vnetnih citokinov med steklovino in serumom pri bolnikih s prolifera-
tivno diabeticno retinopatijo (PDR) in pri kontrolni skupini ter primerjati ravni citokinov v steklo-
vini glede na aktivnost PDR. BoljSe poznavanje vnetnega dogajanja v oCesu bolnikov s PDR bi
lahko prispevalo k razvoju novih nacinov zdravljenja teh bolnikov.

Metode: V raziskavo smo vkljucili 37 bolnikov (37 o€i) s PDR, pri katerih je bila potrebna vitrekto-
mija, ter 20 bolnikov (20 o¢i) z idiopatskim foramnom makule (FM), ki so predstavljali kontrolno
skupino. Glede na pregled pred operacijo in oceno ofesnega ozadja med samim posegom smo
opredelili aktivnost PDR. V steklovini in serumu smo s citometricno metodo CBA (angl. Cytome-
tric Bead Array) analizirali citokine interlevkin 1B (IL-1B), dejavnik tumorske nekroze a (TNF-a),
makrofagni vnetni protein 1a (MIP-1a), makrofagni vnetni protein 13 (MIP-1B), monocitni kemo-
takticni protein 1 (MCP-1), Zilni endotelni rastni dejavnik (VEGF), interlevkin 6 (IL-6), interlevkin 8
(IL-8), interlevkin 10 (IL-10) in interlevkin 12 (IL-12).

Rezultati: Ravni vseh citokinov so se v steklovini pomembno razlikovale od ravni v serumu.
Raven MCP-1, VEGF, IL-6, IL-8 v steklovini bolnikov s PDR je bila statisticno pomembno visja v
primerjavi z ravnijo v steklovini bolnikov v kontrolni skupini, raven MIP-1a, IL-10 in IL-12 v steklo-
vini bolnikov s PDR je bila statisticno pomembno nizZja v primerjavi z bolniki v kontrolni skupini
(p<0,05). Ravni citokinov v serumu bolnikov s PDR se niso pomembno razlikovale od ravni ci-
tokinov pri kontrolni skupini. Bolniki z aktivno PDR so imeli v steklovini vi$jo raven MCP-1, VEGF,
IL-6 in IL-8 kot bolniki z inaktivno PDR, a razlike niso bile statisti¢cno znacilne.

Zakljucek: Z naso analizo smo potrdili pomembne razlike v ravneh citokinov med steklovino in
serumom pri bolnikih s PDR, kar kaZze na pomen lokalnega vnetnega dogajanja v ocesu pri PDR.
Visje ravni MCP-1, VEGF, IL-6 in IL-8 nakazujejo aktivnost PDR.

Abstract

Background: Diabetic retinopathy can be defined as chronic subclinical inflammation. The
purpose of this study was to investigate levels of inflammatory cytokines in the vitreous and
serum of patients with proliferative diabetic retinopathy (PDR) and of control group. In addition,
the purpose was to evaluate the levels of cytokines with regard to the activity of PDR. A better
understanding of intraocular inflammation in patients with PDR could lead to the development
of new treatment options for these patients.

Methods: 37 patients with PDR (37 eyes) that required vitrectomy were included in the study.
Twenty patients with idiopathic macular hole (MH) served as a control group. The activity of PDR
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was defined based on preoperative examination and intraoperative evaluation of the fundus.
Cytometric Bead Array (CBA) method was used for cytokine analysis. Cytokines interleukin-1f
(IL-1B), tumor necrosis factor-a (TNF-a), macrophage inflammatory protein-1a (MIP-1a), macrop-
hage inflammatory protein-13 (MIP-13), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), vascular
endothelial growth factor (VEGF), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), interleukin-10 (IL-10)
and interleukin-12 (IL-12) were analysed in vitreous and serum samples.

Results: Levels of all cytokines in the vitreous differed significantly from levels in the serum.
Levels of MCP-1, VEGF, IL-6, IL-8 were significantly higher in the vitreous of patients with PDR in
comparison with vitreous levels in the control group. Vitreous levels of MIP-1q, IL-10 and IL-12 in
patients with PDR were significantly lower in comparison with the control group (p <0.05). Se-
rum levels of cytokines were similar in both groups. Patients with active PDR had higher vitreous
levels of MCP-1,VEGF, IL-6 and IL-8 in comparison with patients with inactive disease, although
the differences were not significant.

Conclusion: Significant differences in cytokine levels in the vitreous compared to serum levels
in patients with PDR indicate the importance of local intraocular inflammation. Higher levels of

MCP-1, VEGF, IL-6 and IL-8 might reflect the activity of PDR.

Citirajte kot/Cite as: Urbanci¢ M, Korosec P, Flezar M, Globocnik Petrovi¢ M. [Diabetic retinopathy as a
subclinical inflammation: Vitreous and serum cytokine analysis]. Zdrav Vestn. 2020;89(5-6):243-54.

DOI: 10.6016/ZdravWestn.2972

1 Uvod

Diabeti¢na retinopatija (DR) je po-
zni zaplet sladkorne bolezni in $e vedno
pomemben vzrok slepote v delovno ak-
tivni populaciji (1). Prve klini¢no vidne
spremembe na ocesnem ozadju so obi-
¢ajno mikroanevrizme. Okvara mrez-
ni¢nih 7il se kaze kot vecja prepustnost
zilja ter zapore kapilar. Ve¢ja prepustnost
zilja vodi v nastanek edema mreZnice, v
mrezZnici pa se pojavijo krvavitve in trdi
eksudati. Z napredovanjem ishemije za-
¢enjo nastajati neovaskularizacije. Glede
na prisotnost neovaskularizacij delimo
diabeti¢no retinopatijo v dve stopnji:
neproliferativno, ko neovaskularizacij
$e ni, in proliferativno, ko so ze priso-
tne. Zapleti proliferativne diabeti¢ne
retinopatije so krvavitve v steklovino
in trakcijski odstop mreznice. Posebej
opredelimo tudi stanje centralnega dela
mreZnice — makule. Ce so prisotne di-
abeti¢ne spremembe v makuli, govorimo
o diabeti¢ni makulopatiji oziroma di-
abeticnem makularnem edemu. Stanja,

ki resno ogrozajo vid, so zapleti prolife-
rativne diabeti¢ne retinoaptije in diabe-
ti¢ni makularni edem.

Biokemi¢ni mehanizmi, s katerimi
hiperglikemija povzroc¢i spremembe v
tkivih, niso v celoti pojasnjeni. Obstaja
ve¢ teorij, najpomembnejse so teorija
aldoza reduktaze, teorija konc¢nih pro-
duktov glikacije, teorija reaktivnih ki-
sikovih spojin oziroma oksidativnega
stresa, teorija protein kinaze C in teorija
vnetja. Ceprav se DR klini¢no kaZe pred-
vsem s spremembami na Zilju mreZnice,
jo lahko opredelimo tudi kot kroni¢no
subklini¢no vnetje. Vnetje se odslikava
s spremembami na molekularni ravni, s
spremembami na ravni celic in s funk-
cionalnimi spremembami, kot sta vecja
prepustnost Zilja in slabsa vidna funkci-
ja (2).

Citokini so raznovrstna skupina pro-
teinov, ki so klju¢nega pomena v interak-
cijah med vnetnimi in drugimi celicami.
Posamezne celice lahko sintetizirajo raz-
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li¢ne citokine. Posamezen citokin lahko
vpliva na razli¢ne tipe celic,lahko pa tudi
razli¢no vpliva na populacijo istih celic.
Ucinke posameznih citokinov pogosto
uravnavajo drugi citokini. Tar¢ne celice,
na katere citokin deluje, so lahko iste ce-
lice, ki izlocajo citokin, celice v neposre-
dni blizini ali v istem mikrookolju, lahko
pa tudi bolj oddaljene celice. Citokine,
ki uravnavajo delitev celic, imenujemo
rastni dejavniki. Citokine, ki vplivajo na
kemotakso celic, imenujemo kemokini.

Hipoksija in ishemija sprozita vecje
nastajanje Zilnega endotelnega rastne-
ga dejavnika (VEGF) v mreznici, kar
povzroc¢i vecdjo izrazenost adhezijskih
molekul in levkostazo. Levkostaza vodi
v zaporo Zilja in zato dodatno ishemijo,
ki sprozi dodatno sproscanje vnetnih in
angiogenih dejavnikov. Poleg VEGF se
poveca sinteza drugih vnetnih citokinov
in kemokinov, kot so npr. dejavnik tu-
morske nekroze a (TNF-a), interlevkin
1 (IL-1P), kemotakti¢ni protein za mo-
nocite 1 (MCP-1) in makrofagni vnetni
protein (MIP). Zlasti TNF-a in IL-1f naj
bi bila klju¢na za porusenje krvno-mre-
zni¢ne pregrade in za degeneracijo ka-
pilar mreznice (3). Angiogeni dejavniki
stimulirajo in modulirajo nastajanje ne-
ovaskularizacij, ki so znacilne za prolife-
rativno diabeti¢no retinopatijo (PDR).
V vnetnem okolju je prisotna vecja ak-
tivnost matriksnih metaloproteinaz, ki
razgrajujejo  zunajcelicni matriks (4)
in na ta nacin omogocijo angiogenezo.
Matriksno metaloproteinazo 9 (MMP-
9) inducira IL-8, isti encim pa nasprotno
tudi aktivira IL-8, ki rekrutira ve¢ vne-
tnih celic, kar ustvarja destruktivno po-
zitivno povratno zanko (5).

V ve¢ studijah so v steklovini bolnikov
s PDR ugotovili vi§jo raven VEGF (5-12).
Raven VEGF je korelirala z aktivnostjo
bolezni (10,11,13). V steklovini bolnikov s
PDR so ugotovili tudi vijo raven MCP-
1(6-8,11,13), IL-6 (7,9) in IL-8 (7,9,12,14).

Diabeticna retinopatija kot subklini¢no vnetje
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Ravni MCP-1, IL-6 in IL-8 v steklovini
bolnikov s PDR so korelirale z ravnijo
VEGF (6). Vi§ja raven IL-6 v steklovini
pri bolnikih s PDR je korelirala z ak-
tivnostjo bolezni (15), vi§ja raven IL-8
pa z ishemijo in slabso napovedjo izida
za vid (16,17). V nekaterih $tudijah so v
steklovini bolnikov s PDR ugotovili tudi
vi§jo raven IL-1p in TNF-a (9,18) ter
MIP-1P (19).

Tudi v serumu bolnikov s sladkorno
boleznijo so ugotovili spremembe v rav-
ni citokinov. Tako pri bolnikih s sladkor-
no boleznijo tipa 1 kot tipa 2 je vi§ja ra-
ven C-reaktivnega proteina (CRP), IL-6
in TNF-a ter zlasti ICAM-1, VCAM-1
in E-selectina povezana z nefropatijo,
retinopatijo in sr¢no-zilnimi bolezni-
mi (20). Tudi v drugih $tudijah so v se-
rumu bolnikov s PDR ugotovili visjo ra-
ven TNF- o, pa tudi VEGE MCP-1,1L-1f,
IL-6 in IL-8 (18,20-22). Nekatere $tudije
niso pokazale razlik v ravneh citokinov
IL-1B, TNF-aq, IL-6, IL-10 in IL-12 v seru-
mu bolnikov z DR v primerjavi s kontro-
Ino skupino (22,23).

Z na$o analizo smo Zzeleli ugotoviti
razlike v ravneh citokinov med steklo-
vino in serumom pri bolnikih s PDR in
kontrolno skupino ter primerjati ravni
citokinov v steklovini glede na aktivnost
PDR. Boljse poznavanje vnetnega do-
gajanja v ocesu bolnikov s PDR bi lah-
ko prispevalo k razvoju novih nacinov
zdravljenja teh bolnikov.

2 Metode

V raziskavo smo vkljucili 37 bolnikov
s sladkorno boleznijo tipa 2 (37 oci) s
PDR, pri katerih je bila potrebna vitrek-
tomija zaradi trakcijskega odstopa, ter
20 bolnikov (20 o¢i) z idiopatskim fora-
mnom makule (FM), ki so predstavljali
kontrolno skupino.

Izkljucitvena merila za skupino bol-
nikov s PDR so bila: sveza krvavitev v
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steklovino (manj kot tri mesece), laser-
ska fotokoagulacija v zadnjih treh me-
secih, zapleti med in po operaciji, izra-
zite spremembe v fovei (atrofija, fibroza,
trdi eksudati), katarakta ter vrednosti
glikiranega hemoglobina (HbA1c) nad
10 %. Izkljuc¢itveno merilo za kontrol-
no skupino je bila sladkorna bolezen.
Izkljucitvena merila za obe skupini so
bili predhodna vitrektomija, so¢asna pri-
sotnost druge ocesne bolezni, sistemske
vnetne bolezni ali hematoloske bolezni.

Bolniki so bili seznanjeni z name-
nom in potekom raziskave in so se vanjo
vklju¢ili prostovoljno. Pred vkljucitvi-
jo v raziskavo so podali pisno soglasje
k sodelovanju. Raziskavo je odobrila
Komisija Republike Slovenije za medi-
cinsko etiko (118/12/11). Raziskava je bila
opravljena v skladu s Helsinsko deklara-
cijo iz leta 1975 (revizija 1983).

Popisali smo klini¢ne znacilnosti bol-
nikov (starost, spol, trajanje sladkorne
bolezni, vrednost glikiranega hemog-
lobina, indeks telesne mase, prisotnost
zdravljenja z inzulinom, arterijske hiper-
tenzije, hiperlipidemije). Podatke o bol-
nikovem sploS$nem zdravstvenem sta-
nju in urejenosti sladkorne bolezni smo
pridobili z anamnezo in od bolnikove-
ga splo$nega zdravnika ali diabetologa.
Vrednost HbAu1c, izrazeno v odstotkih
glikiranega hemoglobina, smo izmerili z
analizo venske krvi en dan pred opera-
cijo. HbA1c odslikava povpre¢no raven
glukoze v krvi v zadnjih 6-8 tednih in
nam sluzi za oceno urejenosti sladkor-
ne bolezni. Arterijsko hipertenzijo smo
opredelili s sistoli¢nim tlakom, enakim
ali vi$jim od 140 mm Hg in/ali z diasto-
licnim tlakom, enakim ali vi§jim od
85 mm Hg, ali na podlagi podatka, da
bolnik jemlje antihipertenzivna zdravila.
Hiperlipidemijo smo opredelili na pod-
lagi vrednosti celokupnega holesterola

ve¢ kot 5 mmol/l in/ali vrednosti trigli-
ceridov ve¢ kot 2 mmol/l ali na podlagi
podatka, da bolnik jemlje hipolipemi¢na
zdravila.

Vsi bolniki so opravili pred opera-
cijo natancen oftalmoloski pregled z
dolo¢itvijo najbolj$e korigirane vidne
ostrine, pregled na biomikroskopu in
pregled ocesnega ozadja pri $iroki zeni-
ci. Opravili smo gonioskopijo in izmerili
ocesni tlak. Pri pregledu ocesnega ozadja
smo belezili aktivne ali neaktivne neova-
skularizacije ter obliterirane mrezni¢ne
zile pa tudi morebitne dodatne spre-
membe v makuli. Spremembe ocesnega
ozadja smo vrednotili tudi med operaci-
jo. Bolnikom smo slikali ocesno ozadje
s fundusno kamero in makulo z opti¢no
koheren¢no tomografijo (OCT).

Glede na pregled ocesnega ozadja
pred operacijo in oceno ocesnega ozadja
med posegom smo opredelili aktivnost
PDR. Opredelitev aktivnosti PDR smo
povzeli po studiji Aiella s sod.: PDR smo
opredelili kot aktivno retinopatijo, ¢e so
bile ob pregledu (pred in/ali med ope-
racijo) v fibrovaskularnih membranah
vidne prekrvljene Zile, ali kot neaktivna
(involutivna) retinopatija, ¢e so bile pri-
sotne le fibrozne membrane brez pre-
krvljenih zil (11).

Tik pred operacijo smo odvzeli vzo-
rec venske krvi (dve epruveti) iz komo-
I¢ne vene. Ob zacetku vitrektomije smo
odvzeli vzorec nerazredcene steklovine
(0,5-1,0ml). Steklovino smo vsrkali iz
centralnega dela steklovinskega pros-
tora z vitrektomom v brizgo, ki smo jo
prikljucili na sistem vitrektoma, preden
smo odprli dotok znotrajocesne tekoci-
ne (angl. balanced salt solution, BSS) po
infuzijski cevki v oko.

Vzorec nerazredcene steklovine, ki
smo ga odvzeli ob zacetku vitrektomi-
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je, in serum smo zamrznili na -80 °C in
shranili do analize.

V steklovini in kontrolnem serumu
smo s citometricno metodo CBA (angl.
Cytometric Bead Array) analizirali cito-
kine interlevkin 1B (IL-1f), dejavnik tu-
morske nekroze o (TNF-a), makrofagni
vnetni protein 1a (MIP-1a), makrofagni
vnetni protein 1 (MIP-1f), monocitni
kemotakti¢ni protein 1 (MCP-1), Zilni
endotelni rastni dejavnik (VEGF), in-
terlevkin 6 (IL-6), interlevkin 8 (IL-8),
interlevkin 10 (IL-10) in interlevkin 12
(IL-12).

Statisticna analiza. Vrednosti spre-
menljivk niso bile normalno porazde-
ljene, zato smo za opis uporabili medi-
ano ter najmanj$o in najvecjo vrednost.
Za oceno razlik med primerjanimi
skupinami smo uporabili Wilcoxonov
test predznacenih rangov in Mann-

Tabela 1: Klini¢ne znacilnosti bolnikov s PDR (n
(FM) (n=20).

IZVIRNI ZNANSTVENI CLANEK

Whitneyjev test. Za oceno korelacije
med skupinami spremenljivk smo upo-
rabili Spearmanov korelacijski koefici-
ent. Zaradi vecjega Stevila testov smo pri
oceni statisti¢cne pomembnosti uporabili
Benjamini-Hochbergovo  prilagojeno
vrednost p. Kot statisticno pomembno
smo upostevali vrednost p, manjso od
0,05. Statisticno analizo smo opravili z
ra¢unalniskim programom SPSS, verzija
19 (SPSS Inc., Illinois).

3 Rezultati

Raven citokinov smo dolocali v vzor-
cih steklovine in seruma 37 bolnikov s
PDR ter 20 bolnikov kontrolne skupine
(FM). Klini¢ne znadilnosti bolnikov so
prikazane v Tabeli 1.

Raven citokinov v steklovini smo pri
bolnikih s PDR primerjali z ravnijo ci-

=37) in kontrolne skupine s foramnom makule

Starost (leta) 62,5+11,5 71,2 +10,2 0,009

Spol 19 moskih (51,4 %), 8 moskih (40,0 %), 0,32
18 zensk (48,6 %) 12 Zensk (60,0 %)

Trajanje SB (leta) 13,8+8,8 0

HbAIC (%) 7,921,0 0

Zdravljenje zinzulinom (n) 16 (70,3 %) 0

Incidenca arterijske hipertenzije (n) 35(94,6 %) 7 (31,8 %) 0,0001

Incidenca hiperlipidemije (n) 21(56,7 %) 6 (27,3 %) 0,0001

BMI 30,7+4,8 24,0+6,3 0,0001

NV Sarenice/zakotja (n) 2 (5,4 %) 0

Aktivnost PDR 27 aktivna (72,9 %), 0

10 neaktivna (27,1 %)

Legenda: PDR - bolniki s proliferativno diabeti¢no retinopatijo; FM - bolniki z idiopatskim
foramnom makule; SB - sladkorna bolezen; HbAlc - glikirani hemoglobin; BMI - indeks telesne

mase; NV - neovaskularizacija

Diabeticna retinopatija kot subklini¢no vnetje
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tokinov v serumu (Tabela 2). Ravni vseh
analiziranih citokinov so bile v steklo-
vini statisticno pomembno razlicne od
ravni v serumu, najbolj pa so izstopale
razlike v ravni MCP-1, VEGE, IL-6, IL-8
(p = 0,0025; vi$ja raven v steklovini kot
v serumu) ter IL-12 (p = 0,0025; niZja ra-
ven v steklovini kot v serumu).

Raven MIP-1a je bila v 16 vzor-
cih steklovine bolnikov s PDR nizja
od minimalne zaznavne koncentracije
(<7 pg/ml), prav tako raven IL-12 venem
vzorcu (<1pg/ml) in IL-10 v dveh vzor-
cih (<5pg/ml). V enem vzorcu seruma
bolnika s PDR je bila raven TNF-a nizZja
od minimalne zaznavne koncentracije
(<3 pg/ml). Pri dveh bolnikih kontrolne
skupine je bila raven MIP-1p v steklovini
pod zaznavno mejo 1 pg/ml.

Primerjavo vzorcev bolnikov s PDR z
vzorci bolnikov s FM prikazuje Tabela 3.
Vzorci steklovine se glede na raven IL-
18, TNF-a in MIP-1 niso pomembno
razlikovali, statisticno pomembne raz-
like pa so bile v ravneh drugih citoki-
nov, pri ¢emer je najbolj izstopala raz-
lika v ravni VEGF, MCP-1, IL-6 in IL-8
(p=0,00025). V vzorcih serumov med
skupinama nismo ugotovili pomembne
razlike v ravni citokinov.

Raven MCP-1 v steklovini bolni-
kov s PDR je dobro korelirala z ravnijo
IL-6 v steklovini (Spearmanov koefici-
ent 0,65; p=0,0001) ter z ravnijo IL-8
(Spearmanov koeficient 0,51; p = 0,002).
Zmerno korelacijo smo ugotovili tudi
med ravnijo VEGF in IL-8 (Spearmanov
koeficient 0,43; p=o0,01), med TNFa

Tabela 2: Primerjava vzorcev steklovine in seruma bolnikov s PDR (mediana, najmanjsa
vrednost - najveéja vrednost; Wilcoxonov test predznacenih rangov).

Bolnikis PDR (n=37)

steklovma p- vrednost
(Benjamini-Hochberg)

IL-1B (pg/ml) 9,15 (7,51-67,36)
TNF-a (pg/ml)
MIP-1B (pg/ml)
IL-12 (pg/ml)

MCP-1 (pg/ml)

13,4 (2,41-69,09)
12,09 (2,9-38,02)
3,17 (0-22,26)

1404,75 (403,05-
3990,74)

MIP-1a (pg/ml) 9,55 (0-82,83)

IL-8 (pg/ml) 93,29 (20,04-295,71)
VEGF (pg/ml) 334,96 (26,41-1439,3)
IL-6 (pg/ml) 60,82 (13,64-798,23)
IL-10 (pg/ml) 5,67 (0-8,12)

7,54 (6,91-15,16) 0,0025
5,67 (0-23,35) 0,008

18,9 (6,89-48,83) 0,0056
17,7 (2,49-42,91) 0,0002
72,6 (25,06-227,83) 0,0002
14,36 (7,78-91,74) 0,0014
12,08 (10,12-31,69) 0,0002
39,74 (6,17-149,12) 0,0002
5,95 (2,41-24,76) 0,0002
7,64 (5,3-15,28) 0,0014

Legenda: PDR - proliferativna diabeti¢na retinopatija; IL-1p - interlevkin 13; TNF-a - dejavnik
tumorske nekroze a; MIP-1 - makrofagni vnetni protein 1(; IL-12 - interlevkin 12; MCP-1 -
monocitni kemotakti¢ni protein 1; MIP-1a — makrofagni vnetni protein 1a; IL-8 — interlevkin 8; VEGF
- Zilni endotelni rastni dejavnik; IL-6 — interlevkin 6; IL-10 - interlevkin 10.
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in IL-10 (Spearmanov koeficient
0,42; p=0,014), med IL-6 in MIP-1f
(Spearmanov koeficient 0,40; p =0,02),
med MIP-1a in IL-10 (Spearmanov koe-
ficient 0,36; p = 0,04), med IL-6 in IL-10
(Spearmanov koeficient 0,35; p=0,04),
med IL-12 in IL-10 (Spearmanov koe-
ficient 0,35; p=0,042) ter med IL-8 in
TNF-a (Spearmanov koeficient 0,35;
p =0,045).

Primerjavo vzorcev steklovine bol-
nikov s PDR (n=3y7) z aktivno in ne-
aktivno obliko PDR prikazuje Tabela 4.

IZVIRNI ZNANSTVENI CLANEK

Aktivno bolezen je imelo 27 bolnikov s
PDR, neaktivno obliko PDR pa 10 bol-
nikov. Bolniki z aktivno PDR so imeli v
steklovini vi$je ravni MCP-1, VEGE, IL-8
in IL-6, toda razlike niso bile statisti¢no
znacilne.

4 Razpravljanje

Bolniki s PDR so imeli v steklovini
pomembno razli¢ne ravni vseh doloce-
nih citokinov v primerjavi s serumom.
Bolniki s PDR so imeli v steklovini po-

Tabela 3: Primerjava vzorcev skupine PDR z vzorci kontrolne skupine s foramnom makule (FM) (mediana, najmanjsa
vrednost - najvecja vrednost; Mann-Whitneyjev test).

(n=20)

IL-18 (pg/ml)

TNF-a (pg/ml)
MIP-1B (pg/
ml)

IL-12 (pg/ml)

MCP-1 (pg/ml)

MIP-1a (pg/
ml)

IL-8 (pg/ml)
VEGF (pg/ml)

IL-6 (pg/ml)

IL-10 (pg/ml)

PDR (n=37) p-vrednost PDR (n=37) FM (n=20) p-vrednost
(Benjamini- (Benjamini-
Hochberg) Hochberg)
9,15 10,5 0,53 7,54 772 0,89
(7,51-67,36) (7,7-35,99) (6,91-15,16) (5,55-15,55)
13,4 21,5 0,29 5,67 4,79 0,79
(2,41-69,09) (5,16-38,4) (0-23,35) (4,0-8,76)
12,09 13,44 0,31 18,9 17,72 0,60
(2,9-38,02) (0-14,4) (6,89-48,83) (10,5-27,72)
3,17 3,99 0,04 17,7 1,71 0,71
(0-22,26) (2,56-11,18) (2,49-42,91) (7,09-18,84)
1404,75 374,17 0,00025 72,6 43,4 0,10
(403,05-  (295,01-881,87) (25,06-227,83) (30,24-76,64)
3990,74)
9,55 14,25 0,014 14,36 20,38 0,52
(0-82,83) (9,67-47,34) (7,78-91,74) (11,83-91,07)
93,29 14,49 0,00025 12,08 12,71 0,80
(20,04-295,71) (13,12-16,64) (10,12-31,69) (11,21-13,33)
334,96 4,58 0,00025 39,74 25,73 0,78
(26,41-1439,3) (3,5-31,79) (6,17-149,12) (17,62-63,61)
60,82 6,0 0,00025 5,95 9,14 0,60
(13,64-798,23) (5,28-8,1) (2,41-24,76) (5,81-28,4)
5,67 6,05 0,04 7,64 6,63 0,60
(0-8,12) (5,84-6,08) (5,3-15,28) (5,43-8,43)

Legenda: PDR - skupina bolnikov s PDR; FM - skupina bolnikov s foramnom makule; IL-1p - interlevkin 13; TNF-a - dejavnik
tumorske nekroze a; MIP-13 - makrofagnivnetni protein 1(3; IL-12 - interlevkin 12; MCP-1 - monocitni kemotakti¢ni protein
1; MIP-1a - makrofagnivnetni protein 1q; IL-8 - interlevkin 8; VEGF - Zilni endotelni rastni dejavnik; IL-6 — interlevkin 6; IL-10 -

interlevkin 10.
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membno razli¢ne ravni citokinov IL-12,
MCP-1, MIP-1aq, IL-8, VEGE IL-6 in IL-
10 v primerjavi z bolniki kontrolne sku-
pine. Bolniki z aktivnho PDR so imeli v
steklovini vi$je ravni MCP-1,VEGE, IL-8
in IL-6 v primerjavi z bolniki z neaktiv-
no PDR, ¢eprav razlike niso bile statistic-
no znacilne. Bolniki s PDR in kontrolna
skupina so imeli podobne ravni citoki-
nov v serumu.

Citokini igrajo pomembno vlogo pri
aktiviranju levkocitov, ojac¢anju in S$iritvi
lokalnega vnetja ter v moduliranju celi¢-
ne proliferacije in razvoju neovaskulari-
zacije. Izvora citokinov v steklovini ne
moremo natan¢no dolo¢iti. Prav gotovo
jih tvorijo celice mreznice kot odgovor
na vnetje, vendar citokini lahko prehaja-
jo vsteklovino tudi iz krvi prek porusene

krvno-mrezni¢ne pregrade. Tvorijo jih
tudi vnetne celice v steklovini. Ne glede
na svoj izvor citokini vplivajo na razvoj
DR neposredno in posredno, na podla-
gi ravni citokinov v steklovini pa lahko
posredno sklepamo na dogajanje v mre-
Znici.

V steklovini bolnikov s PDR smo
ugotovili visjo raven MCP-1, IL-8, VEGE,
IL-6, IL-1P in TNF-a, kot v serumu.

MCP-1 je najpogostej$i kemokin in
pomemben dejavnik v patogenezi vne-
tnih sprememb v mreZnici pri DR. Igra
pomembno vlogo pri kemotaksi, sprozi
angiogenezo in fibrozo (24). Pri bolnikih
s PDR so ugotovili vi§jo raven MCP-1 v
steklovini v primerjavi s kontrolno sku-
pino, raven v steklovini pa je bila tudi
pomembno visja kot v serumu in je ko-

Tabela 4: Primerjava vzorcev steklovine bolnikov s PDR z aktivno in neaktivno obliko PDR
(mediana, najmanjsa vrednost - najvecja vrednost; Mann-Whitneyjev test).

aktivna PDR (n=27)

IL-1B (pg/ml) 8,07 (7,51-67,36)
TNF-a (pg/ml)
MIP-1B (pg/ml)
IL-12 (pg/ml)

MCP-1 (pg/ml)

13,41 (2,41-69,09)

11,85 (2,9-30,67)

2,66 (0-14,99)

1623,19 (437,43-3990,74)

MIP-1a (pg/ml) 0(0-68,26)

IL-8 (pg/ml) 112,76 (37,57-295,71)
VEGF (pg/ml) 477,87 (26,41-1439,30)
IL-6 (pg/ml) 62,95 (20,41-798,23)
IL-10 (pg/ml) 5,57 (0-6,9)

neaktivna PDR (n=10) p-vrednost
(Benjamini-

Hochberg)
28,14 (7,711-56,44) 0,41
19,58 (3,51-31,52) 0,64
16,36 (4,56-38,02) 0,32
3,80 (1,07-22,26) 0,41
987,23 (403,05-1625,84) 0,06
12,58 (0-82,83) 0,48
54,97 (20,04-275,07) 0,225
188,32 (29,86-1367,13) 0,20
32,82 (13,64-220,31) 0,42
5,79 (5,37-8,12) 0,26

Legenda: PDR - vzorci steklovine bolnikov s PDR; IL-1f3 - interlevkin 13; TNF-a - dejavnik tumorske
nekroze a; MIP-1f3 — makrofagnivnetni protein 1B3; IL-12 - interlevkin 12; MCP-1 - monocitni
kemotakticni protein 1; MIP-1a — makrofagni vnetni protein 1a; IL-8 - interlevkin 8; VEGF - Zilni
endotelnirastnidejavnik; IL-6 - interlevkin 6; IL-10 - interlevkin 10.
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relirala z aktivnostjo PDR (11,19). Nasi
rezultati se ujemajo z ugotovitvami ome-
njenih $tudij.

Yoshimura s sod. je ugotovil po-
membno visjo raven IL-6,IL-8 in MCP-1
v steklovini bolnikov s PDR in DME in
pomembno visjo raven VEGF v steklo-
vini bolnikov s PDR (6). Ve¢ drugih
$tudij je prav tako ugotovilo visjo ra-
ven IL-6 in IL-8 v steklovini bolnikov s
PDR (9,1719). Nasi rezultati se ujemajo
z rezultati omenjenih $tudij. Vloga IL-6
in IL-8 v patogenezi PDR ni popolno-
ma pojasnjena. IL-6 in vitro lahko vpli-
va na obliko endotelnih celic in s tem
na krvno-mrezni¢no pregrado (25). IL-8
deluje kemoatraktivno, aktivira nevtro-
filce in limfocite T ter deluje tudi angi-
ogeno. Ugotovljeno je bilo, da njegova
raven v steklovini korelira z aktivnostjo
PDR (11). Samo porusenje krvno-mre-
zni¢ne pregrade najverjetneje ni edini
in zadosten razlog za visjo raven IL-6
in IL-8 v steklovini. Bolj verjetno je, da
oba citokina tvorijo tudi celice, prisotne
v steklovini bolnikov s PDR (makrofagi,
monociti, celice glija, celice retinalnega
pigmentnega epitela).

VEGF je proangiogeni citokin, ki je
klju¢nega pomena za razvoj neovaskula-
rizacij, pomembno pa vpliva tudi na krv-
no-mrezni¢no pregrado. Stevilne studije
so dokazale vi$jo raven VEGF pri bolni-
kih s PDR (6,8-11) in korelacijo VEGF
z aktivnostjo bolezni (5,10,11,13). Tudi v
nasi raziskavi smo ugotovili vi$jo raven
VEGF v steklovini bolnikov s PDR tako
v primerjavi s serumom kot v primerjavi
s steklovino kontrolne skupine. Bolniki z
aktivno PDR so imeli vi$jo raven VEGF
v steklovini kot bolniki z neaktivno
PDR, vendar razlike niso bile statisti¢no
pomembne.

IL-1PB je provnetni citokin, za katere-
ga je bilo v $tudijah na Zivalskih modelih

Diabeticna retinopatija kot subklini¢no vnetje
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ugotovljeno, da igra pomembno vlogo
pri razvoju DR. Ker ima kratek razpolov-
ni ¢as in ker nastaja pretezno v tkivu, je
vi$jo raven v steklovini bolnikov s slad-
korno boleznijo v primerjavi s kontrolno
skupino dokazalo le malo $tudij (18,26).
V $tudiji, ki jo je opravil Yoshimura s
sod., IL-1B v steklovini bolnikov s PDR
niso dokazali, ker so bile koncentraci-
je pod zaznavno mejo metode, ki so jo
uporabili (6). Raven IL-1p v steklovini se
v nasi raziskavi ni pomembno razlikova-
la med skupino bolnikov s PDR in kon-
trolno skupino.

TNF-a je provnetni
vklju¢en v patogenezo
ni¢nih vnetnih bolezni. Pri bolnikih s
sladkorno boleznijo so ugotovili visjo
raven TNF-a v serumu v primerjavi s
kontrolno skupino ter mo¢no korelacijo
med ravnijo TNF-a v serumu in napre-
dovalostjo DR (18,21). V $tudiji, ki jo je
opravil Yoshimura s sod. (6), je bila ra-
ven TNF-a v steklovini bolnikov s PDR
nezaznavna, v nasi raziskavi pa je bila v
steklovini bolnikov s PDR sicer visja kot
v serumu, vendar se ni pomembno raz-
likovala od ravni v steklovini bolnikov
kontrolne skupine. Tudi TNF-a ima po-
dobno kot IL-1B kratek razpolovni cas,
kar lahko daje lazno negativne rezultate.

Ravni IL-12,IL-10 ter MIP-1a in MIP-
1B so bile v nasi raziskavi v steklovini po-
membno niZje kot v serumu.

IL-12 je provnetni citokin z antiangio-
genim delovanjem (27). Studij, v katerih
so preucevali IL-12 pri ljudeh s sladkor-
no boleznijo, je zelo malo. Pri otrocih
s sladkorno boleznijo tipa 1 in DR so
ugotovili pomembno niZjo raven IL-12 v
serumu v primerjavi s kontrolno skupi-
no (27). Z naso raziskavo smo ugotovili
pomembno nizjo raven IL-12 v steklo-
vini bolnikov s PDR v primerjavi s se-
rumom. Raven IL-12 je bila v steklovini

citokin, ki je
$tevilnih kro-
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bolnikov s PDR tudi pomembno nizja v
primerjavi s kontrolno skupino, ¢eprav
so vrednosti precej variirale.

O mozni vlogi protivnetnih citokinov
v patogenezi PDR je malo znanega. IL-10
je protivnetni citokin, ki ustavi makrofa-
ge in zavira izrazanje VEGE. Mao s sod.
je ugotovil vi§jo raven IL-10 v steklovi-
ni bolnikov s PDR (28), kar naj bi bilo v
skladu z zas¢itno vlogo IL-10 v vnetnem
okolju. Nasprotno pa Hernandez in sod.
niso ugotovili vi§je ravni IL-10 v steklo-
vini bolnikov s PDR, iz ¢esar so sklepali,
da vi§je ravni provnetnih citokinov ne
izzovejo tudi poviSanja ravni citokinov z
nasprotnim u¢inkom (29). Podobno tudi
Zhou s sod. ni nasel pomembne razlike
med ravnijo IL-10 v steklovini bolni-
kov s PDR in ravnijo IL-10 v steklovini
kontrolne skupine (10). Nasi rezultati so
v skladu z zakljucki Hernandeza s sod.
in Zhouja s sod., saj je bila raven IL-10
v steklovini nasih bolnikov s PDR nizja
kot raven v steklovini kontrolne skupine.

MIP-1a in MIP-1P tvorijo makrofagi,
delujeta kemotakti¢no, pomembna pa
sta tudi v patogenezi neovaskularizaci-
je mreznice (30). Polimorfonuklearne
celice, aktivirane z MIP-1a in MIP-1f,
sproscajo citokine, kot so IL-1f, IL-6 in
TNE-a. V $tudiji, ki jo je opravil Maier
s sod., niso bile zaznavne ravni MIP-1a
in MIP-1B v vzorcih steklovine tako v
skupini bolnikov s PDR kot v kontrol-
ni skupini, prav tako Capeans s sod. ni
dokazala prisotnosti MIP-1a in MIP-1p
v vzorcih steklovine skupine bolnikov
s PDR in kontrolne skupine (14,30).
Capeans s sod. je na podlagi rezultatov
svoje $tudije sklepala, da MIP-1a in MIP-
1B verjetno nista vpletena v patogene-
zo PDR. Yoshimura in sod. so dokazali
MIP-1f le v steklovini nekaterih bolni-
kov s PDR, raven MIP-1a pa je bila nizja
od minimalne zaznavne koncentraci-

je (6).V nasi $tudiji je bila raven MIP-1a
nad minimalno zaznavno mejo v 21 od
37 vzorcev steklovine bolnikov s PDR
(56,7%) ter v vseh vzorcih steklovine
kontrolne skupine (100 %), razlike v rav-
ni so bile statisticno pomembno razli¢ne,
variabilnost pa je bila v skupini bolnikov
s PDR zelo velika. Raven MIP-1P je bila
nizja od minimalne zaznavne koncen-
tracije le v dveh vzorcih steklovine kon-
trolne skupine, v vseh vzorcih steklovine
bolnikov s PDR pa smo dokazali priso-
tnost MIP-1. Razlike med skupinama
niso bile statisticno pomembne. Med
skupino bolnikov z aktivno obliko PDR
in skupino bolnikov z neaktivno obliko
PDR ni bilo pomembne razlike v ravni
MIP-1a in MIP-1P. Glede na nase rezul-
tate lahko pritrdimo sklepu Capeans s
sod., da MIP-1a in MIP-1f verjetno ni-
mata pomembne vloge v patogenezi DR.
Statisti¢cno pomembno razliko med sku-
pino bolnikov s PDR in kontrolno sku-
pino, ki smo jo ugotovili glede na raven
MIP-1a v steklovini, lahko pripisemo
vedji variabilnosti ravni v posameznih
vzorcih (razpon 0-82,83 pg/ml pri bol-
nikih s PDR v primerjavi z razponom
9,67-47,34 pg/ml pri kontrolni skupini).
To pa posredno prav tako lahko kaze na
verjetno manjsi pomen MIP-1a v pato-
genezi DR.

5 Zakljucek

Vnetje v ocesu je povezano s spre-
membami, ki nastanejo v sklopu diabe-
ti¢ne retinopatije. Z naso raziskavo smo
pri bolnikih s PDR dokazali pomembne
razlike v ravneh citokinov med steklo-
vino in serumom. Vi§ja raven MCP-1,
VEGE IL-6 in IL-8 ter nizja raven MIP-
1a, IL-10 in IL-12 v steklovini bolnikov s
PDR v primerjavi s kontrolno skupino
dodatno potrjuje pomen lokalnega vne-
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tja v ocesu pri diabeti¢ni retinopatiji. nizmov in lokalnega vnetnega dogajanja
Visje ravni MCP-1, VEGE, IL-6 in IL-8 v ocesulahko prispeva k razvoju uc¢inko-
v steklovini nakazujejo aktivnost PDR. vitejsih nac¢inov zdravljenja.

Boljse poznavanje patogenetskih meha-
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