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Wykaz skrotéw

aFGF (ang. acid fibroblast growth factor) kwasny czynnik wzrostu fibroblastow

AGEs (ang. advanced glycation end-products) koncowe produkty glikozylacji

AMD (ang. age-related macular degeneration) zwyrodnienie plamki zwigzane z
wiekiem

bFGF (ang. basic fibroblast growth factor) zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow

BMI (ang. body mass index) wskaznik masy ciata

EGF (ang. epidermal growth factor) nabtonkowy czynnik wzrostu

HbA1c hemoglobina glikowana

HGF (ang. hepatocyte growth factor) watrobowy czynnik wzrostu

IGF-1 (ang. insulin-like growth factor) insulinopodobny czynnik wzrostu

[P -10 (ang. interferon inducible protein) biatko indukowane przez interferon

IL-1, 6, 8, Interleukina 1,6,8,12

12

IFN o Interferon alfa

IRMA (ang. intraretinal microvascular abnormalities) anastomozy tetniczo-zylne
siatkowki

MMP (ang. matrix metaloproteases) metaloproteazy macierzy zewnatrzkomaorkowe;

PAI-1 (ang.plazminogen activator inhibitor) Inhibitor aktywatora plazminogenu

PDGF ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet derived growthy factor)

PEDF (ang. pigment epihtelial derived factor) czynnik pochodzacy z nabtonka
barwnikowego

PF-4 (ang. platelet factor 4) czynnik ptytkowy 4

PIGF (ang. placental growth factor) tozyskowy czynnik wzrostu

PKC (ang. protein kinase C) Kinaza biatkowa C

TGF-a/B (ang. transforming growth factor a / B) transformujacy czynnik wzrostu a / 3

TIMP-1,-2,- | (ang. tissue inhibitors of metaloproteinases) tkankowe inhibitory metaloproteinaz

3,-4

TNF-a (ang. tumor necrosis factor a czynnik martwicy nowotworow)

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) naczyniowopochodny srédbtonkowy

czynnik wzrostu




1. Wstep

Cukrzyca jest chorobg cywilizacyjng, przebiegajaca z zaburzeniami
gospodarki weglowodanowej, ktérym czesto towarzyszg inne nieprawidtowosci jak
podwyzszone stezenie lipiddw we krwi, nadcisnienie tetnicze oraz zaburzenia
przeptywu krwi, ktére w skojarzeniu wiodg do powstawania zmian patologicznych w
wielu narzadach, m.in. w obrebie narzadu wzroku (83). W zwigzku z obserwowang
zwiekszajacg sie czestoscig zachorowan na cukrzyce wzrasta takze liczba jej
powiktan (85). Ponadto wprowadzenie lekdéw przeciwcukrzycowych w tym insuliny
spowodowato znaczne wydtuzenie zycia chorych na cukrzyce i tym samym wzrost
czestosci péznych powiktan naczyniowych. Uwaza sie, ze powiktania cukrzycy ze
zmianami w dnie oka stanowig aktualnie gtéwna przyczyne Slepoty ludzi w wieku
20-65 r.z., a ryzyko ciezkiej utraty widzenia u chorych na cukrzyce jest 25-30 krotnie
wieksze niz u os6b zdrowych w podobnym wieku (83, 73). Przyczyng znacznego
pogorszenia ostrosci wzroku u chorych na cukrzyce jest retinopatia, obecna u 5%
chorych na cukrzyce typu 2 juz w chwili rozpoznania, a po trzech latach trwania
choroby wystepujaca u blisko 23% pacjentébw, z czego u 2% w postaci
proliferacyjnej (83). Retinopatia cukrzycowa wystepuje czesciej w cukrzycy
insulinozaleznej (40%) niz w cukrzycy insulinoniezaleznej (20%) (35), jednak ze
wzgledu na czestsze wystepowanie w populacji cukrzycy typu 2 to wtasnie w tym
typie obserwuje sie czesciej przypadki retinopatii cukrzycowej (23).

Do najwazniejszych czynnikéw ryzyka powstawania retinopatii cukrzycowej
zalicza sie: rodzaj cukrzycy i czas jej trwania, zte wyréwnanie metaboliczne,
nadcisnienie tetnicze i hiperlipidemie (85). Retinopatia cukrzycowa rzadko rozwija
sie w ciggu pierwszych 5 lat trwania choroby i przed okresem dojrzewania (35).
Intensywna i prawidtowa kontrola glikemii nie chroni wprawdzie przed wystgpieniem
retinopatii cukrzycowej, ale opdznia jej wystgpienie o kilka lat (35). Ryzyko
wystapienia retinopatii u 0séb poddanych intensywnemu leczeniu wyréwnujacemu
glikemie zmniejsza sie o ok. 54% wedtug badanh przeprowadzonych przez DCCT
(23), obnizenie stezenia hemoglobiny glikowanej HbA1c o 1% w monitorowaniu
choroby takze skutkuje istotng redukcjg ryzyka rozwoju mikroangiopatii (85).
Nadcidnienie tetnicze zwieksza ryzyko rozwoju obrzeku plamki u wszystkich
chorych (38). Stwierdzono, ze $cista kontrola cisnienia tetniczego krwi i



utrzymanie go na poziomie ponizej 130/80 mmHg zmniejsza ryzyko rozwoju
retinopatii cukrzycowej o 34% (23). Hiperlipidemia takze odgrywa role w
powstawaniu retinopatii — istniejg przypuszczenia, ze podwyzszone stezenie lipidow
surowicy krwi moze zwiekszac ryzyko rozwoju obrzeku plamki (23, 38). Pozostate
czynniki zwiekszajace ryzyko wystapienia i szybkiej progresiji retinopatii w przebiegu
cukrzycy to palenie tytoniu, otylosé¢ / podwyzszony wskaznik masy ciata (BMI
ang. body mass index), podwyzszone stezenie mocznika i kreatyniny w surowicy
krwi, obnizone stezenie insuliny i peptydu C w surowicy, cigza, wystepowanie
neuropatii i nefropatii, niedokrwistos¢, zaburzenia w uktadzie krzepniecia krwi
(zwiekszona aktywnos¢ ptytek krwi i hiperfiborynogenemia) oraz stres (38, 85).
Retinopatia cukrzycowa jest mikroangiopatig dotyczaca tetniczek
przedwtosowatych, witosniczek i drobnych naczyn zylnych, ktéra charakteryzuje sie
zamknieciem drobnych naczyh i zwiekszeniem przepuszczalnosci ich $Scian.
Powstanie zmian cukrzycowych w postaci obrzeku lub twardych wysiekéw w
plamce okresla sie mianem makulopatii cukrzycowej, ktéra powoduje obnizenie
ostrosci wzroku i jest najczestszg przyczyng utraty widzenia u chorych na cukrzyce
(83).

Angiogeneza jest niezwykle waznym procesem fizjologicznym
zachodzacym zar6wno podczas embriogenezy jak i po jej zakonczeniu.
Waskulogeneza to formowanie naczyn krwionosnych z komorek prekursorowych
zachodzace podczas zycia embrionalnego. Po zakonczeniu embriogenezy
dochodzi do nowotworzenia naczyh krwionosnych z dotychczas istniejgcych w
procesie neowaskularyzacji. Oba zjawiska majg bardzo istotne znaczenie dla
rozwoju organizmu, dzieki nim mozliwa jest m.in. owulacja, menstruacja oraz
procesy gojenia ran (wfgcznie np. z procesami naprawczymi w tkance mieénia
sercowego po jej niedokrwieniu). Neowaskularyzacja moze mie¢ takze negatywne
konsekwencje dla funkcjonowania organizmu. Patologiczna angiogeneza
towarzyszy wielu schorzeniom powodujac zaburzenia funkcji lub uszkodzenie
narzaddéw nig dotknietych. W przebiegu choréb nowotworowych neowaskularyzacja
przyczynia sie istotnie do niekontrolowanego wzrostu guzdéw. Inne schorzenia
przebiegajace z nasilong patologiczng angiogenezg to np. tuszczyca, reumatoidalne
zapalenie stawow oraz cata grupa chordéb narzadu wzroku do ktérych naleza:

cukrzycowa retinopatia proliferacyjna, retinopatia wczesniakéw, zwyrodnienie



plamki zwigzane z wiekiem (AMD ang: age-related macular degeneration) oraz
retinopatia zwigzana z niedokrwistoscig sierpowatokrwinkowg lub zakrzepem zyty
srodkowej siatkdwki. Nasilona angiogeneza towarzyszy takze niektorym stanom
zapalnym. (4,12, 24, 30, 40, 41).

1.1. Patofizjologia retinopatii cukrzycowej

Istotng role w powstawaniu retinopatii cukrzycowej odgrywa przewlekta
hiperglikemia, hiperlipidemia i nadci$nienie. (14, 42, 43, 81). Mechanizm wptywu
wysokiej glikemii na uszkodzenia komérek siatkdwki i jej naczyn nie jest do konca
poznany. Proponuje sie kilka mozliwosci takiego oddziatywania. Nalezg do nich
miedzy innymi: akumulacja sorbitolu, synteza koncowych produktéw glikozylaciji
(AGEs) , stres oksydacyjny oraz aktywacja kinazy biatkowej C (PKC) (42, 43, 81).
W przebiegu retinopatii cukrzycowej dochodzi do zaburzen przeptywu krwi w
mikrokrazeniu, zwiekszenia przepuszczalnos$ci naczyn, okluzji i braku perfuzji

kapilar dna oka (16).

Charakterystyczng cechg retinopatii sg zmiany strukturalne w obrebie
komérek (zwiekszenie liczby i objetosci ich struktur cytoplazmatycznych),
rozluznienie potaczen miedzykomérkowych, degradacja btony podstawnej, a w
konsekwencji powstawanie szczelin pomiedzy komérkami oraz nastepowa ich
migracja i proliferacja. W przebiegu tych proceséw powstajg nowe naczynia
krwionosne, ktore dojrzewajac ulegaja rekanalizacji (61). Uszkodzenie komorek
srodbtonka, odpowiedzialnych za utrzymanie bariery krew-siatkbwka powoduje
wzrost  przepuszczalnosci  sciany naczynia i odkladanie = macierzy
zewnatrzkomoérkowej m.in. w obrebie plamki. (5, 46, 69). Przerwanie btony
podstawnej i aktywacja metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej (MMP)
doprowadza do aktywacji komoérek $rdodbtonka. Jednoczesnie do miejsca
uszkodzenia migrujg leukocyty i makrofagi wydzielajace cytokiny, biatka
podscieliska, substancje proangiogenne i enzymy proteolityczne jak w przebiegu
reakcji zapalnej, co doprowadza do dalszej degradacji okolicznych tkanek (16). W
wyniku tych proceséw powstajg nowe naczynia krwionos$ne. Kluczowg role w

regulacji perfuzji kapilar odgrywajg perycyty. Ich uszkodzenie w przebiegu cukrzycy



wiedzie do zaburzen hemodynamicznych krazenia siatkbwkowego (16), a ich utrata
we wczesnym stadium retinopatii cukrzycowej (6, 59, 68) koreluje z tworzeniem
mikrotetniakéw (18, 46, 68). W przebiegu retinopatii cukrzycowej dochodzi do
pogrubienia btony podstawnej i akumulacji macierzy zewnatrzkomérkowej, co
dodatkowo zaburza hemodynamike przeptywow siatkdbwkowych (17, 45, 82).
Leukostaza jest kolejnym czynnikiem odgrywajacym role w patogenezie retinopatii
cukrzycowej. Znaczenie dla jej powstawania ma duza objetos¢ leukocytéw, ich
zdolnos¢ adhezji do komorek $rédbtonka naczyniowego, mozliwos¢ uwalniania
licznych enzyméw proteolitycznych zawartych w cytoplazmie oraz wytwarzania
toksycznych wolnych rodnikéw tlenowych (49). Zauwazono, ze leukocyty chorych
na cukrzyce sga w wiekszosci komorkami zaktywowanymi, 0 mniejszej
.elastycznosci”. Sprzyja to leukostazie w obrebie naczyn siatkdwki, ktéra
doprowadza do uszkodzenia komérek Srddbtonka, zaburzen perfuzji, pobudzenia
angiogenezy i zwiekszenia przepuszczalnosci naczyn. Komoérkami  krwi
Zaangazowanymi w powyzsze procesy sg takze erytrocyty i ptytki krwi. Zaburzenia
krwinek czerwonych (jak np. w niedokrwisto$ci sierpowatokrwinkowej) powodujg
uposledzenie transportu tlenu i miejscowe niedokrwienie. Piytki krwi moga by¢
natomiast odpowiedzialne za zwiekszenie lepkosci krwi i stymulacje agregaciji (35,
38). Podsumowujac zatem przyczyng zamkniecia drobnych naczyn w przebiegu
retinopatii cukrzycowej sa zmiany w $cianie naczyn siatkdwki polegajace na
zwyrodnieniu i martwicy perycytow, pogrubieniu btony postawnej, uszkodzeniu i
proliferacji komérek srddbtonka oraz uszkadzajacy wptyw komérek krwi. Zamkniecie
Swiatta naczyn powoduje niedokrwienie, a w konsekwencji niedotlenienie siatkdwki,
ktéra w poréwnaniu z innymi tkankami wykazuje relatywnie duze zapotrzebowanie
na tlen w przeliczeniu na jeden gram tkanki. Deficyt tlenowy powoduje indukcje
angiogenezy i powstawanie naczyn wtosowatych o nieprawidtowej budowie i funkcji
(35). Ponadto w miejscach braku perfuzji dochodzi do powstania anastomoz
tetniczo-zylnych (IRMA ang. intraretinal microvascular abnormalities) oraz do
neowaskularyzacji. Nowe naczynia powstajg w wyniku proliferacji komérek
$rdédbtonka naczyh (24) Uwaza sie, ze do zaistnienia zjawiska neowaskularyzacji
konieczny jest brak perfuzji na obszarze wiekszym niz jeden kwadrat siatkéwki (35,
38).



Jak dotad nie ustalono gtéwnego czynnika odpowiedzialnego za stymulacije
nowotworzenia naczyh wystepujacego w proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej. W
warunkach zdrowia komoérki $rédbtonka naczyniowego oka pozostajg mitotycznie
nieaktywne, a angiogeneza pozostaje pod precyzyjng kontrolg czynnikéw
stymulujgcych i hamujgcych ten proces, z ktorymi pozostaje w rownowadze. Jako
przyczyne powstawania retinopatii wielokrotnie opisywano zaburzenie réwnowagi
pomiedzy aktywatorami i inhibitorami angiogenezy (9, 19, 60). Niedotlenienie
tkanek doprowadza do pobudzenia aktywnosci mitotycznej komérek srédbtonka
oraz przesuwa rownowage na korzy$¢ dziatania czynnikédw stymulujacych

angiogeneze (57, 73).

1.2. Rola czynnikéw regulujacych angiogeneze w rozwoju retinopatii

cukrzycowej.

W wielu pracach udokumentowano zwiekszenie stezenia czynnikow
stymulujgcych angiogeneze w ciele szklistym oczu z proliferacyjng retinopatig
cukrzycowg pod wptywem hipoksji (28, 31, 37, 39, 47, 52, 71, 78) . Do gtéwnych
czynnikow tych zalicza sie naczyniowopochodny $rédbtonkowy czynnik wzrostu
(VEGF) (3, 9, 27) zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (bFGF) (31), tozyskowy
czynnik wzrostu (PIGF) (59), insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF-l) (20),
watrobowy czynnik wzrostu (HGF) (37), ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF)
(64), interleukine 8 (IL-8) (22), angiogenine (59) oraz wiele pomniejszych jak np.
angiotenzyna, tromboksan.

1.2.1. Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF) odgrywa istotna role w
procesach proliferacji i roznicowania w organizmie rozwijajacego sie ptodu oraz u
0s6b dorostych (82). Przypisuje mu sie istotng role w procesie organogenezy, w tym
i powstawania gatki ocznej (79, 84). bFGF jest silnym mitogenem dla wielu typéw

komorek, a zwiekszong ekspresje genu tej cytokiny obserwowano w przebiegu

transformacji nowotworowej i progresji nowotworéw (11). bFGF wydzielany jest w



duzych ilosciach z komérek siatkbwki pod wptywem miejscowego, ogniskowego
urazu. To zjawisko uwazane jest przez wielu za wyraz reakcji obronnej majacej na
celu ochrone fotoreceptoréw przed nadmierng ich stymulacjg (13). Istotny wzrost
poziomu bFGF obserwowano takze po urazie rogdéwki (7). Sugeruje sie parakrynne
oddziatywanie bFGF zawartego w ciele szklistym na komorki gatki ocznej (81), a
brak bFGF wywotuje nasilong apoptoze w komérkach widkien soczewki (82).
Wyniki badan in vitro nad apoptozg komorek soczewki wskazujg, ze obecnosé
bFGF blokuje apoptoze raczej poprzez aktywacje jej inhibitorow anizeli przez
zablokowanie jej aktywatoréw (82). Duza ekspresja zarowno bFGF jak i VEGF w
komoérkach nabtonka barwnikowego siatkdwki umiejscowionego pomiedzy
siatkbwka a btong naczyniowg ma odgrywac¢ kluczowg role w powstawaniu
patologicznych zmian siatkbwki w przebiegu cukrzycy i innych schorzen z

nasilonym nowotworzeniem naczyn (52).

1.2.2 tozyskowy czynnik wzrostu (PIGF) jest niedawno wykrytym czynnikiem
stymulujgcym nowotworzenie naczyn (38). Nie stwierdzono jego obecnosci w ciele
szklistym zdrowych oczu ani w komérkach zdrowej siatkdwki. Nie wystepuje takze
w komoérkach siatkbwki u chorych na cukrzyce, u ktérych przeprowadzono
fotokoagulacje laserowg zmian cukrzycowych oraz u chorych na cukrzyce, u
ktérych nie stwierdzono cech proliferacji naczyniowej. Jego podwyzszony poziom
obserwowano natomiast w gatkach ocznych, w ktérych toczyt sie zaawansowany

proces nowotworzenia naczyn siatkowki (39)

1.2.3. Wyniki badan klinicznych i eksperymentalnych nad wptywem insulino-
podobnego czynnika wzrostu (IGF-I) na angiogeneze sg kontrowersyjne. W
badaniach przeprowadzonych u pacjentéw z proliferacyjng retinopatig cukrzycowg
stwierdzono kilkukrotnie wyzsze stezenia VEGF oraz statystycznie istotnie wyzsze
stezenie IGF-1 w plynie ciata szklistego w poréwnaniu z grupg kontrolng. Nie
obserwowano natomiast réznic w stezeniu obu czynnikbw w surowicy krwi w obu
grupach (67). Biologia kompleksu IGF-I/IGFBP jest bardzo skomplikowana, co
sprawia ze bardzo trudno jest okresli¢ ostatecznie aktywnos¢ IGF-I na podstawie

pomiarow stezen jedynie wolnej formy IGF-1 (28) .



1.2.4. Watrobowy czynnik wzrostu (HGF) jest czynnikiem pochodzacym z tkanki
mezenchymalnej regulujgcym wzrost i migracje wielu typdw komérek. Aktywnosc
mitogenna tego czynnika wzrostu dla komérek srodbtonka jest wieksza niz takich
czynnikow jak bFGF, VEGF, interleukina | (IL-1) czy interleukina 6 (IL-6) i silnie
stymuluje angiogeneze (51, 53). Za kluczowy etap w nowotworzeniu naczyn w
przebiegu retinopatii proliferacyjnej uwaza sie migracje komoérek srodbtonka do
przestrzeni macierzy okotonaczyniowej i rozpoczecie ich proliferacji. HGF umozliwia
rozproszenie komorek srdédbtonka w macierzy kolagenowej. Z tego powodu HGF
uwazany jest za czynnik odgrywajacy istotna role w poczatkowych etapach

angiogenezy (53).

Lista tych czynnikédw ciagle sie wydtuza (Tab 1.1.) jednak wyniki
intensywnie prowadzonych badan wskazujg na kluczowg role
naczyniopochodnego srodblonkowego czynnika wzrostu (VEGF) oraz
naturalnego inhibitora angiogenezy — czynnika wzrostu pochodzacego z nabtonka
barwnikowego (PEDF) jako gtéwnych modulatorow rozwoju proliferacyjnej
retinopatii cukrzycowej (9, 73).

1.2.5. VEGF jest silnym aktywatorem nowotworzenia naczyn i czynnikiem
zwiekszajacym ich przepuszczalnos¢ (10). VEGF jest mitogenem gtéwnie dla
komérek $rodbtonka naczyniowego, ale i innych komérek niezr6znicowanych.
Zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo jego wytwarzanie jest regulowane
miejscowym wysyceniem tkanek tlenem. Zwiekszenie ekspresji genu VEGF,
zwiekszenie syntezy tej cytokiny, podobnie jak jej receptorow obserwowano w
roznych typach komoérek gatki ocznej badanych w warunkach hipoksiji (3, 9, 27, 29).
Receptory dla VEGF charakteryzujgce sie wysokim powinowactwem do tej cytokiny
wykryto w btonach komérkowych komérek $rédbtonka naczyniowego i komérek
barwnikowych siatkéwki (29, 63). Ich ekspresja podobnie jak samego VEGF
wzrasta pod wptywem niskiego tkankowego stezenia tlenu (77). Wysokie stezenie
VEGF stwierdzono m.in. w ciele szklistym u pacjentéw z retinopatig w przebiegu
nadcisnienia (2, 3), a takze w modelach doswiadczalnych schorzen gatki ocznej

przebiegajacych z lokalng hipoksja i nowotworzeniem naczyn. W badaniach



immunohistochemicznych siatkdwki, wykazano, ze ekspresja VEGF nie wystepuje
w siatkbwkach oczu zdrowych, pojawia sie natomiast u chorych na cukrzyce i to
proporcjonalnie do stopnia zaawansowania zmian naczyniowych (10, 21, 76).
VEGF odgrywa swoja istotng role nie tylko w chwili inicjacji neowaskularyzacii, ale
pozostaje aktywny przez caly okres angiogenezy doprowadzajgcej do powstania
nowych naczyn. Najmniejsza generacje tej cytokiny stwierdzono u pacjentéw
chorych na cukrzyce bez retinopatii (9).

1.2.6. Jednym z najsilniejszych czynnikédw hamujacych procesy neowaskularyzacji
jest czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego (ang pigment epitelial
derived factor - PEDF). PEDF zostat wyosobniony po raz pierwszy z medium
hodowli ludzkich komérek barwnikowych siatkdéwki jako czynnik pobudzajacy
réznicowanie w kierunku neuronéw hodowanych komoérek retinoblastomy Y79 (80).
W oczach ludzkich PEDF obecny jest takze i wydzielany przez kombrki
fotoreceptoréw oraz przez komoérki wewnetrznych warstw siatkéwki (36). PEDF jest
takze czynnikiem neurotropowym dla komoérek ziarnistych mézgu, hamuje wzrost
mikrogleju i mtodych fibroblastow (41). PEDF wykazuje pewng strukturalng
homologie z rodzing inhibitorow proteaz serynowych (tzw. serpin) i inhibitorami
kaskady czynnikéw krzepniecia lecz nie wykazuje ich aktywnosci (63). W badaniach
in vitro PEDF w sposéb zalezny od stezenia hamuje migracje komérek srédbtonka
ze Srednig skuteczng dawka (EDsg) 0,4 nM (ktora jest wieksza dla innych
inhibitoréw angiogenezy takich jak: angiostatyna, trombospondyna-1 i endostatyna),
CO umiejscawia go w gronie najsilniejszych inhibitoréw neowaskularyzacji (19).
PEDF blokuje migracje komérek $rédbtonka indukowang wiekszoscig aktywatoréw
angiogenezy: VEGF, PDGF (ptytkopochodnego czynnika wzrostu ang. plateled
derived growth factor), interleuking — 8 (IL-8), aFGF (kwasny czynnik wzrostu
fibroblastéw (ang. acid fibroblast growth factor), bFGF (zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastéw ang. basic fibroblast growth factor) i kwasem lizofosfatydylowym. Pod
wptywem PEDF dochodzi takze do indukcji apoptozy aktywnie dzielgcych sie
komorek srddbtonka (19).

Aktywno$¢ anty-angiogenna PEDF jest wyrazona wybidrczo przeciwko
nowotworzeniu naczyh. PEDF nie wptywa na dojrzate, istniejgce juz naczynia. Tym

niemniej w badaniach na myszach dowiedziono, ze istnieje mozliwos¢ regresji



zmian powstatych w przebiegu nowotworzenia naczyn siatkdwki po transfekciji
(wprowadzeniu wektora wirusowego) genu PEDF do siatkéwki lub po podaniu

egzogennego biatka PEDF do ciata szklistego (50).

Wykazano takze iz PEDF obecny jest u ludzi w surowicy krwi w stezeniu
ok.100nM (5ug/ml). Jest to stezenie dwukrotnie przekraczajgce koncentracje
mogaca zahamowac patologiczny rozrost naczyn w obrebie oka (62). Badania nad
antyangiogennymi wtasciwosciami PEDF wykazaly, ze wywiera on regulacyjny
wptyw na powstawanie naczyn w siatkbwce poprzez zahamowanie angiogenezy.
PEDF moze zatem wywieraé wptyw zarédwno na procesy neurotropowe jak i na
nowotworzenie naczyn co istotnie zwieksza role przypisywang temu biatku w

fizjologii gatki ocznej (41, 62).

Do innych czynnikéw (stabiej niz PEDF) hamujacych angiogeneze nalezy
np. PF-4 (czynnik ptytkowy 4 ang. platelet factor 4), ktéry blokuje wigzanie
czynnikow stymulujacych angiogeneze z komdorkami srodbtonka, trombospondyna
nalezaca do glikoprotein macierzy zewnatrzkomorkowej wykazujgca w badaniach in
vitro zdolnos¢ hamowania wydtuzania powstajgcych naczyn (34), IFN a (interferon
alfa), ktérego kodujace DNA zawiera fragmenty bedace sekwencjami
antysensownymi dla mRNA bFGF, TIMP (tkankowe inhibitory metaloproteinaz
(ang. tissue inhibitors of metalloproteinases) Dblokujace interakcje pomiedzy
komorkami srodbtonka a macierzg zewnatrzkomaorkowa (70).

Uwaza sie aktualnie, ze zapoczatkowanie i progresja procesu angiogenezy
wywotana jest funkcjonalng przewaga dziatania czynnikbw stymulujacych
neowaskularyzacje (gtéwnie VEGF) nad aktywnoscia jej inhibitorow (kluczowg role
przypisuje sie PEDF). W literaturze mozna znalez¢ wiele opisow badan
omawiajgcych wzajemne relacje obu tych czynnikébw w badanych tkankach oka i
korelacji ich koncentracji z tendencja do neowaskularyzacji i wystepowania
powiktan bedacych jej konsekwencjg (3, 8, 9, 33, 44, 57, 73). Wyniki te potwierdzajg
koncepcje podkreslajacg role zwiekszenia stezenia VEGF i obnizenia PEDF w
progresji neowaskularyzacji towarzyszacej np. retinopatii cukrzycowej. Dane te
tworzg tez podstawe do proby wykorzystania pomiaru tych stezen jako wskaznikow
diagnostycznych oraz prognostycznych dla rozwoju retinopati w przebiegu
cukrzycy. Zaznaczy¢ nalezy jednak, ze opisane wyniki uzyskano na podstawie

badania stezen VEGF i PEDF w materiale biologicznym uzyskanym po, lub w



trakcie okulistycznych zabiegbw operacyjnych albo droga innych zabiegow
inwazyjnych na narzadzie wzroku. Istnieje wcigz niewiele danych dokumentujacych
zmiany poziomu tych dwoch kluczowych dla regulacji procesu angiogenezy
czynnikbw we krwi pacjentdbw np. w przebiegu retinopatii cukrzycowej i
omawiajacych korelacje tych zmian z danymi klinicznymi dotyczacymi progres;ji lub
ustepowania nowotworzenia naczyn oczu u pacjentéw dotknietych tg patologia.



2. Cele pracy:

Stwierdzenie mozliwej korelacji pomiedzy stezeniami gtéwnych
czynnikow stymulujacych oraz hamujacych angiogeneze we krwi
obwodowej a stanem klinicznego zaawansowania choroby u

chorych na cukrzyce w r6znym stopniu zaawansowania choroby
Poréwnanie tych wynikéw z wynikami uzyskanymi w grupie
zdrowych ochotnikow

Proba okreslenia czy analiza wzajemnych relacji stezenh
czynnikdw pro- i antyangiogennych moze stuzy¢ jako wskaznik

diagnostyczny lub prognostyczny dla rozwoju neowaskularyzaciji.



3. Materiat i metody:

3.1. Materiatl

Badania prowadzono wg protokotu zatwierdzonego przez Komisje
Bioetyczng CMUJ zgodnie z zasadami dobrej praktyki klinicznej (GCP). Przed
przystgpieniem do badan pacjenci wyrazali pisemng zgode na wziecie w nich
udziatu.

Badaniem objeto 52 osoby, (26.kobiet i 26 mezczyzn) 37 sposrdd nich
stanowili chorzy na cukrzyce typu 2 pozostajacy w opiece Oddziatu
Okulistycznego Wojewoddzkiego Szpitala Specjalistycznego im L. Rydygiera w
Krakowie. Grupe kontrolng stanowito 15 zdrowych os6b — ochotnikéw
dobranych pod wzgledem ptci i wieku.

3.1.1. Opis badanych grup chorych

Badania wykonano w czterech grupach oséb w wieku pomiedzy 40 a 60
rokiem zycia, z réznym stopniem zaawansowania choroby, a zwlaszcza zmian
cukrzycowych w dnie oka, oraz w grupie kontrolnej dobranej pod wzgledem pfci i
wieku. Ze wzgledu na insulinoopornos$¢ szczegdlng uwage zwrécono na wartosé
indeksu masy ciata (BMI), ktory wg przyjetych zasad kwalifikacji nie przekraczat 30
kg/m®. Pacjentéw z rozpoznaniem lub wywiadem wskazujacym na obecnosé
zaawansowanej choroby niedokrwiennej serca lub konczyn wykluczono z badania.
Poniewaz u wiekszos$ci pacjentow stwierdzano nadcisnienie tetnicze do badania
kwalifikowano réwniez pacjentéw z nadcisnieniem rozpoznanym nie dalej jak przed
piecioma laty. Byli to chorzy otrzymujacy standardowe leczenie (dieta, diuretyki,
inhibitory konwertazy Al), o wartosciach cisnienia tetniczego nizszych niz 130/80
mmHg - spetniajacych kryteria wyréwnania cisnienia w cukrzycy (zalecenia
Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego za European Diabetes Policy Group).
Mimo doniesien opisujacych hamujacy wptyw inhibitoréw enzymu konwertujacego
na synteze i wydzielanie czynnikbw angiogennych takich jak naczyniowopochodny
srédbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF) czy zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw
(bFGF) (14,30) pacjentow z nadcisnieniem otrzymujacych inhibitory ACE lub/i
diuretyki kwalifikowano do odpowiednich podgrup. Do grupy IV (cukrzyca typu 2



przebiegajacej z retinopatia) do badania zakwalifikowano chorych leczonych

insuling (wg obowigzujacych wskazanh terapeutycznych), lecz nie dtuzej niz 10 lat..

3.1.2. Podziat pacjentéw na grupy:

1.

GRUPA | : Do grupy pierwszej ( Grupa kontrolna) zakwalifikowano 15
oséb (6 K i 9 M) zdrowych dobranych pod wzgledem wieku i ptci do grup
badanych, o BMI mniejszym niz 30 kg/m? stezeniu glikowanej hemoglobiny
(HbAc1) nie przekraczajagcym 6,5%

GRUPA Il : Do grupy Il zakwalifikowano 12 pacjentéw (7 Ki 5 M) z
rozpoznang de novo cukrzyca typu 2, wspoétczynniku BMI mniejszym niz 30
kg/m?, bez zmian w dnie oka, stezeniem hemoglobiny glikowanej (HbAc1) nie
przekraczajacym 8,0%.

GRUPA IlI: Do grupy Ill zakwalifikowano 15 pacjentow (9 Ki 6 M) z
rozpoznang cukrzyca typu 2 trwajaca od 5 do 10 lat, bez retinopatii cukrzycowej,
wspotczynniku BMI mniejszym niz 30 kg/m?, stezeniem hemoglobiny glikowanej
(HbAc1) nie przekraczajgcym w przebiegu terapii 8,0%.

GRUPA IV: Do grupy IV zakwalifikowano 10 pacjentow (4.K i 6 M) z
retinopatia w przebiegu cukrzycy typu 2, czasem trwania cukrzycy od 5 do 10
lat, wspotczynnikiem BMI mniejszym niz 30 kg/m? stezeniem hemoglobiny
glikowanej (HbAc1) nie przekraczajgcym w przebiegu terapii 9,0%.

3.2. Metody:

3.2.A. Badania okulistyczne

Po zebraniu wywiadu chorobowego ze zwréceniem szczegdlnej uwagi na wywiad

rodzinny wykonano nastepujace badania:

3.2.A.1. Badanie ostrosci wzroku do blizy i do dali

Badanie przeprowadzano dla kazdego oka osobno, po starannym zastonieciu oka
niebadanego przestonkg umieszczong w prébnej ramce okularowej. Do oceny
ostrosci wzroku do dali z odlegtosci 5 metrow wykorzystywano tablice Snellena, a
wynik podawano zgodnie z regutg Snellena w postaci utamka dziesietnego. Do



oceny ostrosci wzroku do blizy wykorzystywano standaryzowany tekst z tablic
Snellena do blizy. Badanie polegato na czytaniu kazdym okiem osobno
powyzszego tekstu z odlegtosci 30 cm. Wyniki wyrazano zgodnie z regufa
Snellena.

3.2.A. 2. Pomiar cisnienia srodgatkowego

Cisnienie wewnatrzgatkowe obu oczu badano wstepnie palpacyjnie, nastepnie
tonometrycznie przy pomocy tonometru aplanacyjnego (Zeiss, Niemcy). Wyniki
przedstawiono jako wypadkowa $redniej z trzech pomiaréw wykonywanych
podczas jednej wizyty w mmHg.

3.2.A. 3. Badanie przedniego odcinka gatki ocznej

Badanie prowadzono w Swietle lampy szczelinowej ogniskujac swiatto kolejno na

przedniej powierzchni rogéwki, na gtebszych jej warstwach, tylnej

powierzchni rogowki, na cieczy wodnistej komory przedniej oka, na powierzchni
teczowki, przedniej i tylnej powierzchni soczewki oraz na przedniej powierzchni

ciata szklistego.

Podczas badania fizykalnego oceniano nastepujgce elementy: ISnienie rogowki,
gtadkos¢ powierzchni rogdéwki, przejrzystos¢ rogoéwki, prawidtowg wypukiosc
rogowki, wykonywano takze badanie czucia rogéwkowego dotykajac rogéwki
kohncem wacika we wszystkich kwadrantach. Badajgc komore przednig oceniano
jej gtebokos¢ w oswietleniu bocznym, przejrzystosc cieczy wodnistej, wykonywano
takze gonioskopie w celu oceny kata rogowkowo-teczéwkowego. Oceniano barwe
teczéwki, potozenie i ksztalt Zrenicy, a takze jej reakcje: na swiatto i zwezenia
podczas konwergencji i akomodacji. Badanie soczewki prowadzono w lampie
szczelinowej po podaniu srodka rozszerzajgcego zrenice (1% tropicamid) po
uprzednim wykluczeniu obecnosci waskiego kata przesaczania przy pomocy
gonioskopii. Przednig czes$¢ ciata szklistego badano przy pomocy lampy

szczelinowe.



3.2.A. 4. Badanie dna oka

Woziernikowanie dna oka wykonywano metodg posrednig przy pomocy soczewki
Volka.

3.2.A. 5. Angiografia fluorescencyjna

Po dozylnym podaniu badanemu 10% roztworu soli sodowej fluoresceiny i
wypetnieniu przez nig naczynh ukfadu tetniczego, wtodniczkowego i zylnego
siatkbwki wykonywano seryjne zdjecia dna oka przy pomocy kamery do badania
dna oka (Topcorn, Japonia). W badaniu tym zwracano szczegdlng uwage na
obszary braku przeptywu, zmiany o patologicznym unaczynieniu, nieprawidtowosci

naczyniowe (mikro i makro naczyniaki) i nowotworzenie naczyn.

Zmiany w dnie oka przedstawiono zgodnie z miedzynarodowa klasyfikacjg ciezkosci

zmian retinopatii cukrzycowej w stworzonej na potrzeby badania skali punktowej.



Tabela 1. Miedzynarodowa klasyfikacja ciezkosci zmian retinopatii cukrzycowej (wg.
American Academy of Ophthalmology. 10.2002)

Stadium Wynik badania oftalmoskopowego przy Punkty
Zaawansowania poszerzonej zrenicy

choroby

Brak retinopatii Brak zmian 0
tagodna Obecne tylko mikrotetniaki 1-2

nieproliferacyjna
retinopatia cukrzycowa

Umiarkowana Wiecej zmian niz tylko mikrotetniaki, lecz bez 3-4
nieproliferacyjna cech ciezkiej nieproliferacyjnej retinopatii

retinopatia cukrzycowa | cukrzycowej

Ciezka nieproliferacyjna | Stwierdzenie ktérejkolwiek ze zmian: 5-6

retinopatia cukrzycowa |e  wiecej niz 20 ognisk krwotocznych we
wszystkich 4 kwadrantach

J “serdelkowate” przewezenia zyt
przynajmniej w 2 kwadrantach

o nasilone nieprawidtowosci mikrokrgzenia
w 1 kwadrancie

. brak cech retinopatii proliferacyjne;

Proliferacyjna Stwierdzenie jednej i wiecej zmian:

retinopatia cukrzycowa |e Nowotworzenie naczyn
e (Ogniska krwotoczne przedsiatkowkowe lub
w

obrebie ciata szklistego
a. wczesna faza: obecne nieliczne petle nowo 7-8
utworzonych naczyn wzdtuz arkad naczyn
skroniowych lub na tarczy nerwu wzrokowego. | 9-10
b. faza aktywna: cechuije sie rozlegtg
neowaskularyzacjg na tarczy nerwu
wzrokowego lub w siatkbwce obwodowej, ktora
taczy sie z mnogimi krwotokami, licznymi
nieprawidtowosciami naczyniowymi,
obszarami braku perfuzji oraz z zaburzeniami
szerokosci naczyn zylnych 11-12
c. postaé ciezka: obecne zmiany jak w fazie
aktywnej oraz proliferacje szklistkowo-
siatkbwkowe i trakcyjne odwarstwienie
siatkOwki




3.2.B. Badania biochemiczne:

Badania wykonano we wspotpracy z Zaktadem Biochemii Klinicznej Katedry
Biochemii Klinicznej CMUJ w Krakowie. Powtarzalno$s¢ wynikéw badan i btad

miedzy oznaczeniami oraz miedzy uzywanymi testami byt mniejszy niz 5-7%.
3.2.B.1. Badania stezen czynnikéw wptywajacych na angiogeneze.

3.2.B.1.a). Czynnik wzrostu pochodzacy z nabtonka barwnikowego (ang
pigment epitelial derived factor ; PEDF)

Stezenie PEDF oznaczano w surowicy krwi. Pobrang krew po
wykrzepianiu (0k.30 min w temp pokojowej ) wirowano przez 15 min przy
obrotach 1000xg. Po odwirowaniu surowice przechowywano w temp. -70 st. C
do chwili rozpoczecia analizy. Oznaczenia wykonywano metodg
immunoenzymatyczng przy uzyciu zestawdw o wysokiej czutosci firmy Bio
Products MD., wykonujac oznaczenia w duplikacie i sporzadzajgc do kazdej
serii oznaczen krzywa standardowa.. Zasada oznaczenia polegata na
wykorzystaniu dwéch przeciwciat: pierwszego poliklonalnego przeciwciata
specyficznego dla PEDF optaszczonego na mikroptytce i drugiego
poliklonalnego przeciwciata znakowanego biotyng. Po utworzeniu kompleksu
antygen-przeciwciato-drugie przeciwciato nadmiar (frakcje niezwigzana)
usuwano drogg kilkukrotnego przemywania, a nastepnie wywotywano reakcje
barwng przy uzyciu streptawidyny sprzezonej z peroksydazg. Reakcje
enzymatyczng zatrzymywano przez dodanie 1 N kwasu solnego. Natezenie
barwy wprost proporcjonalne do badanego stezenia PEDF poréwnywano z
krzywg standardowg na czytniku mikroptyek firmy Lab-Systems przy diugosci
fali 450 nm zgodnie ze wskazdéwkami producenta. Wyniki przedstawiono w
ng/ml .

3.2.B.1. b). Naczyniowopochodny srédbtonkowy czynnik wzrostu (ang. vascular
endothelial growth factor; VEGF).

Stezenie VEGF oznaczano w surowicy krwi. Pobrang krew po
wykrzepianiu (0k.30 min w temp. pokojowej) wirowano przez 15 min przy
1000xg. Po odwirowaniu surowice przechowywano w temp. -70 st. C do chwili
rozpoczecia analizy. Oznaczenia wykonywano metoda immunoenzymatyczng

przy uzyciu zestawdw o wysokiej czutosci firmy Bio Products MD., wykonujac



oznaczenia w duplikacie i sporzadzajgc do kazdej serii oznaczen krzywg
standardowa. Zasada oznaczenia polegata na wykorzystaniu dwoch
przeciwciat: pierwszego poliklonalnego przeciwciata specyficznego dla VEGF
optaszczonego na mikroptytce i drugiego poliklonalnego przeciwciata
znakowanego peroksydazg chrzanowg. Po utworzeniu kompleksu antygen-
przeciwciato nadmiar przeciwciat usuwano drogg kilkukrotnego przemywania, a
nastepnie wywotywano reakcje barwng przy uzyciu tetrametylobenzydyny w
obecnosci nadtlenku wodoru. Reakcje enzymatyczng zatrzymywano przez
dodanie 2 N kwasu siarkowego. Natezenie barwy wprost proporcjonalne do
badanego stezenia VEGF mierzono wspdlnie z krzywg standardowg na
czytniku mikroptyek firmy Lab-Systems przy dtugosci fali 450 nm.

Czutos¢ uzytej metody wynosi 5 pg/ml, a precyzja wyrazona jako wspétczynnik
zmiennosci (cv%) wynosi ok.5% w obrebie oznaczenia i ok.7% miedzy

oznaczeniami.

3.2.B.1. ¢). Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (ang. basic fibroblast growth
factor.; bFGF)

Stezenie bFGF oznaczano w osoczu cytrynianowym otrzymywanym z
krwi zylnej (1 czes$¢ 0,11mol/l cytrynianu sodu i 9 czesci krwi). Cytrynianowg
krew wirowano przez 15 min przy obrotach 1000xg. Po odwirowaniu zamrozone
osocze przechowywano w temp. -70 st. C do chwili rozpoczecia analizy.
Oznaczenia wykonywano metoda immunoenzymatyczng przy uzyciu zestawdw
0 wysokiej czutosci firmy R&D systems, wykonujac oznaczenia w duplikacie i
sporzadzajagc do kazdej serii oznaczen krzywg standardowag. Zasada
oznaczenia polegata na wykorzystaniu dwdch przeciwciat: pierwszego
poliklonalnego przeciwciata specyficznego dla bFGF optaszczonego na
mikroptytce i drugiego poliklonalnego przeciwciata znakowanego fosfatazg
alkaliczng. Po utworzeniu kompleksu antygen-przeciwciato nadmiar przeciwciat
usuwano droga kilkukrotnego przemywania. Nastepnie dodawano NADPH jako
substratu kofaktora dla pomiaru aktywnosci fosfatazy alkalicznej. Ze wzgledu na
modyfikacje metody (wysoka czuto$¢) reakcje barwng wywotywano przy
pomocy enzymatycznego odczynnika wzmacniajgcego wg wskazéwek
producenta zestawu. Reakcje enzymatyczng zatrzymywano przez dodanie 2 N
kwasu siarkowego. Natezenie barwy wprost proporcjonalne do badanego



stezenia bFGF mierzono wspdlnie z krzywg standardowg na czytniku
mikroptytek firmy Lab-Systems (Australia) przy dtugosci fali 490 nm.
Czutos¢ uzytej metody wynosi 0,20 pg/ml, a precyzja wyrazona jako
wspotczynnik zmiennosci (cv%) wynosi ok.10% w obrebie oznaczenia i ok.14%

miedzy oznaczeniami.

3.2.B.1. d). Oznaczanie poziomu Insuliny

Stezenie insuliny oznaczano w surowicy krwi pobranej na czczo.
Pobrang krew po wykrzepianiu (0k.30 min) wirowano przez 15 min przy
obrotach 1000xg. Po odwirowaniu surowice przechowywano w temp. -70 st. C
do chwili rozpoczecia analizy. Oznaczenia wykonywano metodg
immunoradiometryczng (IRMA-immunoradiometric assay) uzywajac zestawow
odczynnikowych firmy BioSource (USA), wykonujac kazde oznaczenie w
duplikacie i sporzadzajgc dokazdej serii oznaczeh krzywa standardowa. Uzyty
test wykorzystuje probdéwki optaszczone specyficznym dla insuliny
monoklonalnym przeciwciatem (brak reakcji krzyzowych z proinsulinami) oraz
drugie monoklinalne przeciwcialo znakowane J'®. Po kilkukrotnym
przeptukaniu (oddzielenie frakcji zwigzanej od nie zwigzanej) radioaktywnos$é
prébki odzwierciedlata stezenie badanego antygenu. Radioaktywnosé badanych
probek mierzono na liczniku gamma firmy Packard (USA) 2z réwnolegle
wykonywang krzywag standardowa.
Czutos¢ uzytego testu wynosi 1 uU/ml, a precyzja wyrazona jako wspétczynnik
zmiennosci (cv%) wynosi ok.2% w obrebie oznaczenia i ok.6% miedzy

oznaczeniami.

3.2.B.2. Podstawowe badania biochemiczne

U wszystkich pacjentéw wykonano standardowymi metodami badanie moczu,
morfologii, badania enzymatyczne watroby, glikemie na czczo, lipidogram.
Ponadto u wszystkich chorych wykonano badanie hemoglobiny glikowanej
(HbA:.) metodg immunoturbimetryczng (analizator Cobas Integra 400 plus,
Roche Diagnostics) Jako wartos¢ referencyjng zgodnie z zaleceniami

Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego przyjeto warto$¢ < 6.5%



3.2.C. Metody statystyczne

W analizie statystycznej zastosowano testy nieparametryczne dla
poréwnania wynikéw badan w analizowanych grupach:

Test Kruskal-Wallisa (ANOVA) dla poréwnania ze sobg wszystkich czterech
badanych grup. W przypadku stwierdzenia tym testem wystepowania réznic
statystycznie znamiennych pomiedzy poréwnywanymi grupami
przeprowadzono test wielokrotnych porownan wszystkich mozliwych par grup
testem Manna-Whitneya.

Wspobtzaleznos¢ pomiedzy badanymi parametrami przeprowadzono analizujac
wspotczynniki korelacji:

- korelacji rang Spearmana w przypadkach, gdy jedna zmienna miata charakter
rangowy

- korelacji liniowej Pearsona, gdy obie korelowane zmienne miaty charakter
iloSciowy.

Przeprowadzono réwniez analize wielowymiarowg tworzac modele
kanoniczne przedstawiajace wspoétzaleznosci pomiedzy dwoma roztgcznymi
zbiorami zmiennych.

Jako statystycznie znamienne przyjeto te wyniki testow, dla ktérych poziom
istotnosci byt mniejszy lub réwny 0,05 czyli we wnioskowaniu dopuszczono 5%
btad | rodzaju.

Uzyskane wyniki przedstawiono w formie tabel zawierajgcych parametry
rozktadu:

x -§rednia arytmetyczna

SD — odchylenie standardowe

Min — wartos¢ najmniejsza

Me — mediana wartos¢ srodkowa

Max — warto$¢ najwieksza

Dla wynikow nieistotnych statystycznie przyjeto oznaczenie NS (Nieistotne
Statystycznie)

Statystyczng istotnosé prezentowano podajgc wprost poziom p lub poprzez
oznaczenie:

* p<0,05

** p<0,01



*** - p<0,001

Uzyskane wyniki prezentowano réwniez za pomocg wykreséw. W pracy
wykorzystano wykresy punkowe dla zobrazowania wspétzaleznosci pomiedzy
dwiema zmiennymi oraz wykresy stupkowe oparte na wartosciach srednich z

,wasami” obrazujacymi odchylenie standardowe (przedziat x £ SD).



4. Wyniki badan

Materiat badawczy stanowito 52 pacjentéw: 37 badanych chorowato na
cukrzyce zas 15 stanowito grupe kontrolng — byty to osoby zdrowe.

Pacjentéw podzielono na cztery grupy:

Grupa | —grupa kontrolna (n=15)

Grupa Il — chorzy na cukrzyce niedawno rozpoznang (do 0,5 roku wstecz) bez
retinopatii (n=12)

Grupa lll = chorzy na cukrzyce zaawansowana, trwajaca 5-10 lat bez retinopatii
(n=15)

Grupa IV — chorzy na cukrzyce zaawansowang, trwajgca 5-10 lat z retinopatia.
(n=10)

4.1. Charakterystyka badanych grup
W tabeli 2. przedstawiono charakterystyke badanych grup pod wzgledem pici,
wieku i BMI

Tab. 2. Charakterystyka badanych grup pod wzgledem pfci, wieku i BMI

Grupa Pte¢ Wiek BMI
Kobiety Mezczyzni
n, [o/o] n, [OA)]
($rednia) | +~-SD Srednia | +-SD
Lata
| (n=15) 6 (40) 9 (60) 54,9 3,7 23,5 2,2
Il (n=12) 7 (58,3) 5 (41,7 55,6 3,4 26,8 2,5
Il (n=15) 9 (60) 6 (40) 52,0 53 25,7*** 3,3
IV (n=10) 4 (40) 6 (60) 55,1 4,3 27,17/ 2,8

Odnotowano znamienne statystycznie r6znice w BMI pomiedzy grupa kontrolng
(I) a pozostatymi grupami badanych chorych na cukrzyce (grupy II-1V) p< 0,008*
(grupa | vs Il — p<0,032**, grupa | vs lll — p<0,006***, grupa | vs IV —
p<0,005****). Nie odnotowano takich réznic pomiedzy grupami chorych na

cukrzyce w réznym stopniu zaawansowania.

U chorych na cukrzyce w leczeniu poza postepowaniem dietetycznym
leki

doustnych lekdéw przeciwcukrzycowych i insuliny. W grupie Il (n=12) doustne

stosowano doustne przeciwcukrzycowe, insuline oraz kombinacje

leki przeciwcukrzycowe stosowano u 11 pacjentéw, u jednego insuline, w Il (n=



15) wszyscy pacjenci otrzymywali doustne leki przeciwcukrzycowe, w grupie IV

(n=10) u 5 pacjentdbw stosowano doustne leki przeciwcukrzycowe, u 3
insulinoterapie, a u 2 leczenie skojarzone (Ryc.1.)

Ryc.1 Leczenie przeciwcukrzycowe stosowane w poszczegolnych grupach
badanych

@ insulina + doustne leki p-cukrzycow e

0 insulina
W doustne leki p-cukrzycow e
mlbez terapi
> 83 ]
20,0
80
30,0
g 60
k-
g 100,0 100,0
v 91,7
By
20
0
I I

GRUPA



Tab 3. Wartosci cisnienia tetniczego (skurczowego i rozkurczowego),
znamiennosci statystyczne w badanych grupach.

n RR skurczowe Kruskal- | n RR rozkurczowe Kruskal-
Mean | SD [ min | Me | max | Wallis Mean | SD | min| Me [max| Wallis
Grupa ANOVA ANOVA
| 15 117,9 |5,0(110(120| 125 15| 73,9 |4,5| 70 |72,5| 80
Il 12 | 122,5 {5,0(110(125| 130 12 | 80,0 |4,3| 70 |80,0| 85
1l 15 |1 120,3 |6,7 105|120 | 130 P<0,05 15| 79,7 |14,4| 70 |80,0| 90 p<0,003
\Y) 10 | 123,5 [5,3(115(125| 130 10 | 78,5 |12,4| 75 |80,0| 80

Roéznice w wartosci cisnienia tetniczego skurczowego i rozkurczowego
pomiedzy grupg kontrolng (I) a chorymi na cukrzyce (grupy II-IV) byty
znamienne statystycznie (p<0,05 i p< 0,003). Nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic w warto$ciach cisnienia skurczowego rozkurczowego

pomiedzy grupami chorych na cukrzyce (lI-1V).

U chorych na nadcisnienie tetnicze stosowano takie grupy lekéw hipotensyjnych
jak : inhibitory konwertazy A1 (ACE-inhibitory) i diuretyki. W grupie Il (n=12) na
nadcisnienie chorowato 5 os6b. U jednej stosowano diuretyki, u pozostatych 4
ACE inhibitory. W grupie |l na nadcisnienie chorowato 6 oséb. U 2 o0so6b
stosowano diuretyki, u pozostatych 4 ACE inhibitory. W grupie IV na
nadcisnienie chorowata 1 osoba. Stosowano u niej diuretyki.



Ryc. 2. Stosowana terapia przeciw nadci$nieniu tetniczemu w badanych
grupach.

O bez lekébw m ACE inhibitory @ diuretyki

100 7
83 | m 10,0
80 25,0
26,7
% 60 7
g
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g_ 90,0
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20
0
I 1l W,
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Ryc. 3. Ocena zmian w siatkéwce w skali punktowej w grupie IV - chorych na
cukrzyce zaawansowang, trwajacg 5-10 lat z retinopatig. (n=10). Przedstawiono
liczbe pacjentéw, ktorzy uzyskali wynik 2, 4, 5, 6 i 8 punktow w ocenianej skali.

liczba chorych

2 3 4 5 6 7 8
punkty

Tab. 4. Ocena zmian w siatkbwce w skali punktowej w grupie IV —u chorych na
cukrzyce zaawansowana, trwajaca 5-10 lat z retinopatig. (n=10).

Punkty

2

5

6

Liczba

chorych (n)

1

3
0

4
2

4

2

o

—




Ryc.4. Prawidtowy obraz dna oka.

Ryc 5 Obraz dna oka z mikrotetniakami w tagodnej nieproliferacyjnej retinopatii
cukrzycowej




Ryc 6. Obraz dna oka w umiarkowanej nieproliferacyjnej retinopatii cukrzycowe;

Ryc 7. Obraz dna oka w ciezkiej nieproliferacyjnej retinopatii cukrzycowe;




Ryc 8. Obraz dna oka w ze zmianami w proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej




4.2. Wyniki badan laboratoryjnych

4.2.1. Wyniki badania morfologii krwi obwodowe;j.

Nie stwierdzono istotnych r6znic w wynikach badan morfologicznych krwi
obwodowej pomiedzy badanymi grupami. Jedynym istotniejszym odchyleniem
od normy byt wzrost odsetka neutrofildow obojetnochtonnych, ktéry wystepowat u

70% chorych z retinopatig (grupa 1V). W pozostatych grupach wzrost ten nie
dotyczyt tak znacznego odsetka pacjentow. (Tab. 23 Aneksu)

4.2.2. Wyniki badan parametréw biochemicznych opisujacych cukrzyce

Tab.5 Charakterystyka parametrow biochemicznych opisujacych cukrzyce w
badanych grupach chorych.

Rodzaj GRUPA

badania I (n=15) Il (n=12) Il (n=15) IV (n=10)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

HbA1c 3,95 1,47 4,06 1,55 4,16 1,66 6,22 1,89

Glikemia na 5,24 0,42 6,71 1,56 7,11 1,21 8,02 3,05

czczo

Stezenie 7,06 2,38 9,29 289 | 10,37 | 6,27 | 1057 | 545

insuliny na

czczo

Cholesterol 4,86 0,31 4,88 1,83 5,39 1,31 5,61 0,98

catkowity

Triglicerydy 1,38 0,61 1,85 1,35 1,42 0,75 1,60 0,54

HDL 1,46 0,42 1,18 0,42 1,26 0,32 1,52 0,49

LDL 2,98 0,45 2,64 0,94 3,51 1,04 3,48 0,83

Odnotowano znamienne statystycznie réznice w stezeniu glukozy pomiedzy
grupg 1 a chorymi na cukrzyce (p<0,001). Stezenie endogennej insuliny nie
roznito sie istotnie pomiedzy badanymi grupami, jednak stwierdzono jego
dodatnig korelacje z dtugoscig trwania cukrzycy (wyrazong przynaleznos$cig do
poszczegblnych grup), a takze zaawansowaniem zmian w dnie oka w obrebie
grupy chorych z retinopatia. Stezenie cholesterolu catkowitego w surowicy krwi
byto znamiennie statystycznie wyzsze w grupie IV w poréwnaniu z grupg |
(p<0,018) i z grupa Il (p<0,05), a stezenie frakcji LDL cholesterolu catkowitego
byto znamiennie statystycznie wyzsze w grupie IV w poréwnaniu z grupa |

(p<0,05) i grupa Il (p<0,038), a takze w grupie Ill w poréwnaniu z grupgq Il




(p<0,034). Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w stezeniu
endogennej insuliny na czczo, triglicerydéow i frakcji HDL cholesterolu, w
surowicy krwi pomiedzy grupg o kontrolng a chorymi na cukrzyce, ani pomiedzy
poszczegoblnymi grupami chorych na cukrzyce.

Stezenie glukozy réznito sie statystycznie istotnie pomiedzy grupg | a chorymi
na cukrzyce p<0,001 (grupy IlI, lll i 1V), natomiast stezenie glukozy pomiedzy
poszczegdlnymi grupami chorych na cukrzyce nie réznito sie istotnie (Tab.6,
Ryc.9).

Tab.6. Stezenie glukozy w surowicy krwi w badanych grupach (Kruskal-Wallis
ANOVA by ranks)

n Kruskal-Wallis
, GLUKOZA ANOVA
grupa Srednia SD Min Me max
| 15 5,24 0,42 4,24 5,40 5,60 Lvs I, Tvs I, |
Il 11 6,71 1,56 4,90 6,70 9,42  VsIVp<0,001
1l 14 7,11 1,21 5,10 7,26 9,63
\Yi 10 8,02 3,05 4,35 7,10 14,51

Ryc.9. Stezenie glukozy w surowicy krwi w badanych grupach

) p=0,004 R
) p<0,001 ,
 D=0007 |
12 NS
10 -
8 B
(]
5 . 8,02
3 7,11
=] )
2 6,71
4 5,24
2
0
I I I v

GRUPA



Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w stezeniu endogennej insuliny

na czczo pomiedzy badanymi grupami (Tab.7, Ryc.10).

Tab.7. Stezenie endogennej insuliny w surowicy krwi w badanych grupach
(Kruskal-Wallis ANOVA by ranks)

n Kruskal-
INS Wallis

ANOVA
grupa Srednia SD min Me max
| 15 7,06 2,38 3,5 7,3 11,3

Il 12 9,29 2,89 4.8 9,3 141 NS

1 15 10,37 6,27 3,5 83 22,7
A\ 10 10,57 5,45 4.8 89 21,2

Ryc.10. Stezenie endogennej insuliny w surowicy krwi w badanych grupach
(Kruskal-Wallis ANOVA by ranks)

INS




Stezenie cholesterolu catkowitego w surowicy krwi byto znamiennie

statystycznie wyzsze w grupie IV w poréwnaniu z grupa | (p<0,018) i z grupa Il
(p<0,05) (Tab.8, Ryc.11).

Tab.8. Stezenie cholesterolu catkowitego w badanych grupach (Kruskal-Wallis

ANOVA by ranks)
n
Grupa
I 15
I 12
[l 15
v 10

Srednia
4,86
4,88
5,39
5,61

cholesterol catkowity

SD
0,31
1,83
1,31
0,98

Min
4,43
2,73
3,33
4,35

Me
4,73
4,58
5,20
5,33

max
5,20
10,00
9,23
7,55

Kruskal-Wallis
ANOVA

IV vs|: p< 0,018
IV vs Il p< 0,05

Ryc.11. Stezenie cholesterolu catkowitego w badanych grupach (Kruskal-Wallis
ANOVA by ranks)

Cholesterol catkowity

p=0.018

A

p=0,05

v

r

NS

NS

v

A

4,86
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v
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GRUPA



Stezenie frakcji LDL cholesterolu catkowitego w surowicy krwi byto znamiennie

statystycznie wyzsze w grupie IV w poréwnaniu z grupa | (p<0,05) i grupa Il

(p<0,038), a takze w grupie Il w poréwnaniu z grupa Il (p<0,034) (Tab. 9,

Ryc.12).

Tab.9. Stezenie frakcji LDL cholesterolu w surowicy krwi w badanych grupach
(Kruskal-Wallis ANOVA by ranks)

Grupa
| 15
Il 12
0 15
v 10

Srednia
2,98

2,64
3,51
3,48

SD
0,45

0,94
1,04
0,83

Kruskal-Wallis
LDL ANOVA
min Me max IV vs l: p< 0,05
IV vs Il: p< 0,038,
198 306 340 llvs Il E< 0.034
1,39 2,36 4,70
1,98 3,30 6,08
2,08 3,36 5,06

Ryc.12. Stezenie frakcji LDL cholesterolu w surowicy krwi w badanych grupach
(Kruskal-Wallis ANOVA by ranks)

LDL cholesterol

p=0,05 >

2,98

p=0,038
 Dp=0034 |

3,51 3,48

2,64

GRUPA



Stezenie hemoglobiny glikowanej byto znamiennie statystycznie wyzsze w
grupie IV (chorych na cukrzyce z retinopatia) w poréwnaniu z grupa |
(kontrolng) (p<0,011), z grupa Il (chorzy na cukrzyce de novo) (p<0,017) i llI
(cukrzyca bez retinopatii) (p<0,014) Tab.10, Ryc.13).

Tab.10. Stezenie hemoglobiny glikowanej (HbA1c) w badanych grupach
(Kruskal-Wallis ANOVA by ranks)

n Kruskal-Wallis
, HG ANOVA
Grupa Srednia SD Min Me Max
| 15 3,95 1,47 2,16 3,70 6,00 IV vs |: p<0,011
Il 12 4,06 1,55 2,06 3,59 7,50 IV vs ll: p<0,017
1] 15 4,16 1,66 2,06 3,82 7,94 IV vs lll: p<0,014
v 10 6,22 1,89 2,95 6,50 9,00

Ryc. 13. Stezenie hemoglobiny glikowanej (HbA1c) w badanych grupach
(Kruskal-Walis ANOVA by ranks)

HbA1C

GRUPA




4.2.3. Wyniki badan innych parametrow biochemicznych w badanych
grupach.

Odnotowano istotng statystycznie réznice w stezeniu AIAT w surowicy krwi
pomiedzy grupa kontrolng (I) a grupa chorych na cukrzyce rozpoznang de novo
(1) (p=0,044) oraz grupg kontrolng () a grupa chorych na cukrzyce z retinopatig
(IV) (p=0,011) (Tab. 11).

Tab. 11. Wyniki badania stezenia AIAT w badanych grupach.

Rodzaj GRUPA

badania | (n=15) Il (n=12) Il (n=15) IV (n=10)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

AIAT 24.4 11,1 29,8 15,1 34,5 21,4 32,7 16,2

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w stezeniu AspAT, bilirubiny
catkowitej, biatka catkowitego, alfa1, alfa2, beta i gamma globulin w surowicy
krwi pomiedzy grupg o kontrolng a chorymi na cukrzyce, ani pomiedzy

poszczegdlnymi grupami chorych na cukrzyce (Tabele zatgczono w aneksie
pracy).

4.2.4. Wyniki analizy stezen badanych cytokin o dzialaniu modyfikujacym
angiogeneze

W toku pracy obserwowano wieksze stezenia dziatajgcej silnie
proangiogennie cytokiny VEGF u chorych na cukrzyce trwajacg ponad 5 lat
przebiegajaca z zaawansowanymi zmianami w dnie oka o typie retinopatii
cukrzycowej (grupa IV) niz w pozostatych badanych grupach. Réznica stezenh
VEGF nie osiggneta znamiennosci statystycznej prawdopodobnie ze wzgledu
na duzy rozrzut wynikéw i mate liczebnosci badanych grup. Mimo to wykazano
istotne statystycznie korelacje pomiedzy stezeniem VEGF a parametrami
opisujacymi cukrzyce (wartos¢ glikemii na czczo, stezenie cholesterolu
catkowitego, frakcji LDL cholesterolu i stezenie glikowanej hemoglobiny),
ponadto stezenie VEGF korelowato dodatnio z dtugoscig trwania cukrzycy

(wyrazong przynaleznoscig chorych do réznych grup) oraz z zaawansowaniem




zmian w dnie oka u chorych z retinopatig cukrzycowa. Stezenia cytokiny PEDF
dziatajgcej hamujgco na procesy angiogenezy nie roznity sie istotnie pomiedzy
badanymi grupami chorych na cukrzyce, a takze w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Wykazano natomiast ujemna korelacje stezenia PEDF z diugoscig
trwania cukrzycy i stopniem zaawansowania retinopatii. Zaobserwowano takze
tendencje do zmniejszajgcego sie w miare dtugosci trwania cukrzycy i
zaawansowania retinopatii stezenia bFGF — innej cytokiny, ktéra petni role
silnego stymulatora angiogenezy. Stwierdzono ujemnag korelacje stezenia bFGF
z dlugoscig trwania cukrzycy i zaawansowaniem zmian w dnie oka. Stezenia
dwéch proangiogennych cytokin VEGF i bFGF wykazywaty dodatnig korelacje
liniowg u oséb zdrowych (grupa kontrolna), ktéra nie wystepowata u chorych na
cukrzyce. Ponadto stosunek stezen VEGF/bFGF byt istotnie statystycznie
wyzszy u chorych na cukrzyce z retinopatia (grupa IV) w porownaniu z grupag
chorych na cukrzyce rozpoznang niedawno (grupa Il), a takze w grupach 1l i IV
rozpatrywanych razem w poréwnaniu z grupg chorych na cukrzyce
zaawansowana, trwajaca 5-10 lat bez retinopatii (grupa lll). W przeprowadzonej
analizie modeli kanonicznych stwierdzono, ze sposrod badanych cytokin PEDF
posiada najwiekszy wptyw na wartosci stezeh wybranych parametréw
charakteryzujacych zaburzenia gospodarki weglowodanowej i lipidowej u oséb
zdrowych - HbAic, endogennej insuliny (wspétzaleznos¢ wprost
proporcjonalna) i  cholesterolu  catkowitego  (zalezno$¢  odwrotnie
proporcjonalna). W analizie drugiego modelu kanonicznego stwierdzono
najwiekszy wptyw VEGF na wybrane parametry $wiadczace o stopniu
zaawansowania cukrzycy i miazdzycy u chorych na cukrzyce - HbAic,
endogenna insulina, cholesterol catkowity i przynaleznos¢ do grupy chorych z
diugotrwatg cukrzyca i retinopatia (wspotzaleznos$é wprost proporcjonalna).
Podobny, lecz mniejszy wptyw na powyzsze parametry wykazywat PEDF,

natomiast w przypadku bFGF wspdétzaleznosé byta odwrotnie proporcjonalna.



Stwierdzono nieznamienng statystycznie (ze wzgledu na duzy rozrzut wynikdw)
tendencje do wiekszego stezenia VEGF w surowicy krwi o0séb z
zaawansowanymi zmianami o typie retinopatii cukrzycowej w dnie oczu (grupa

IV) (Tab.12, Ryc.14).

Tab. 12. Stezenie VEGF w surowicy krwi w badanych grupach. Srednia + SD.

n VEGF Kruskal-Wallis
Grupa Mean SD min Me max ANOVA
| 15 | 39,44 16,21 22,00 | 37,39 8 0,64
I 12 | 44,65 31,09 14,01 | 35,38 | 107,32 NS
I 15 | 41,99 21,88 14,01 | 38,06 78,60
IV 10 | 74,12 | 113,81 12,68 | 39,07 | 394,89
Ryc.14. Stezenie VEGF w surowicy krwi w badanych grupach
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Nie stwierdzono istotnych r6znic w stezeniu PEDF pomiedzy badanymi grupami
(Tab.13, Ryc.15).

Tab.13. Stezenie PEDF w surowicy krwi w badanych grupach. Srednia + SD.

n ] PEDF Kruskal-Wallis
Grupa Srednia SD min Me Max ANOVA
I 15 10,93 1,83 8,08 10,62 14,49
I 12 10,38 2,23 5,95 10,25 14,26 NS
[ 15 10,85 2,57 6,08 11,15 14,83
\% 10 10,32 2,31 7,36 9,93 15,34

Ryc 15. Stezenie PEDF w surowicy krwi w badanych grupach (Kruskal-Wallis

ANOVA by ranks)




Stwierdzono nieznamienng statystycznie réznice i obnizenie stezenia bFGF w

surowicy krwi pacjentéw z zaawansowanymi zmianami cukrzycowymi na dnie
oczu (grupa IV) (Tab.14, Ryc.16).

Tab. 14. Stezenie bFGF w surowicy krwi w badanych grupach

N BFGF Kruskal-Wallis
Grupa Mean SD min Me max ANOVA
I 15 7,63 12,76 0,68 3,27 50,76
Il 12 6,25 6,17 1,07 4,19 20,03 NS
1l 15 4,19 2,59 0,81 4,00 9,33
v 10 3,82 3,09 0,86 2,78 8,59

Ryc. 16. Stezenie bFGF w surowicy krwi w badanych grupach
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Tab.15. Korelacja pomiedzy stezeniami cytokin wptywajacych na angiogeneze
a zaawansowaniem cukrzycy wyrazonym przynalezno$cig do grupy i oceng

siatkdwki w skali punktowej (dotyczy grupy IV)

wspotczynnik korelacji rang Spearmana

PEDF VEGF | BFGF INS
Zaawansowanie (grupa) -0,051 0,044 -0,008 0,212
Ocena siatkdwki w punktach -0,130 0,049 | -0,074 0,097

Stwierdzono dodatnig korelacje pomiedzy stezeniem VEGF i endogennej
insuliny na czczo w surowicy krwi a stopniem zaawansowania cukrzycy
wyrazonym przynaleznoscig do badanej grupy od grupy o najmniej
zaawansowanej chorobie (chorzy na cukrzyce rozpoznang de novo - grupa Il)
do najwiekszego nasilenia zmian (chorzy na cukrzyce z retinopatig - grupa V)
oraz stadium zaawansowania retinopatii w grupie IV wyrazonym w skali
punktowej. Stezenie VEGF byto najmniejsze w grupie kontrolnej (l).

Stezenia PEDF i bFGF korelowaty ujemnie z powyzszymi parametrami
klinicznymi.

Stwierdzono dodatnie, istotne statystycznie korelacje pomiedzy
stezeniem VEGF a parametrami opisujacymi cukrzyce (Tab.16) - wartos¢
glikemii na czczo (Ryc.12.), stezenie cholesterolu catkowitego (Ryc.13.), frakcji
LDL cholesterolu (Ryc.14.) i stezenie glikowanej hemoglobiny (Ryc.15.).

Tab.16. Korelacja pomiedzy stezeniami cytokin angiogennych a wybranymi

parametrami laboratoryjnymi i klinicznymi w badanych grupach.

wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona
PEDF VEGF | BFGF INS
WIEK 0,238 -0,015 | 0,191 0,067
BMI 0,099 0,068 | -0,057 | 0,3763*
CZAS_DM -0,026 0,280 0,000 0,064
CZAS_HP 0,158 -0,084 | -0,032 -0,061
Glukoza 0,170 |0,648"*| 0,073 0,001
Aspat -0,024 0,159 | -0,193 0,143
Alat -0,003 0,121 -0,278 0,373*
Bilirub -0,265 -0,301 | -0,099 -0,105
Cholest 0,035 0,501** | -0,064 0,136
Triglicerydy 0,147 0,237 -0,177 0,130
HDL -0,096 0,064 0,073 0,356*
LDL 0,038 0,509** | 0,039 0,180
HbA1c 0,153 0,457** | -0,138 -0,190




Ryc 17. Korelacja liniowa pomiedzy stezeniem VEGF a wartoscig glikemii na
CzCzo
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Ryc 18. Korelacja liniowa pomiedzy stezeniem VEGF a stezeniem cholesterolu

catkowitego
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Ryc. 19 Korelacja liniowa pomiedzy stezeniem VEGF a stezeniem frakcji LDL

cholesterolu.
Wspoétczynnik korelacji liniowej Pearsona
r = 0,509 (p=0,003)
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Ryc 20. Korelacja liniowa pomiedzy stezeniem VEGF a stezeniem glikowane;
hemoglobiny (HbA1c)
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Przeprowadzona analiza wykazata statystycznie istotng korelacje liniowg
pomiedzy VEGF i bFGF u os6b zdrowych. Korelacja taka nie wystepuje w
grupie chorych na cukrzyce niezaleznie od jej stanu zaawansowana (Tab.17,
Ryc.21).

Tab.17. Korelacja liniowa pomiedzy stezeniami cytokin angiogennych w grupie

kontrolnej i u pacjentéw chorych na cukrzyce

Korelacja DM zdrowi

n 38 15

VEGF z bFGF wsp. r 0,17 0,71
p 0,302 0,003

Ryc. 21 Korelacje liniowe pomiedzy VEGF i bFGF u ludzi zdrowych i grupie

chorych na cukrzyce

zdrowi chorzy na cukrzyce

Wspétczynnik korelacji liniowej Pearsona

r = 0,71 (p=0,003) Wspétczynnik korelacji liniowej Pearsona

r= 0,174 (NS)
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Analiza stezen VEGF i bFGF przeprowadzona w grupach pacjentéw z
nadcisnieniem tetniczym otrzymujacych lub nie inhibitory konwertazy A1 nie

wykazata istotnych statystycznie réznic.



Stwierdzono istotnie statystycznie wyzszy stosunek stezen VEGF/bFGF w

grupie chorych na cukrzyce z retinopatig (grupa 1V) w poréwnaniu z grupg

chorych na cukrzyce rozpoznang niedawno (grupa Il) (*p=0,049). Powyzszy

stosunek byt istotnie wyzszy takze w grupach Il i IV rozpatrywanych razem w

poréwnaniu z grupa chorych na cukrzyce zaawansowana, trwajacq 5-10 lat bez

retinopatii (grupa Ill) (**p=0,05). Stosunek stezen VEGF/PEDF nie roznit sie

istotnie statystycznie pomiedzy badanymi grupami (Tab.18, Tab.19, Tab.20).

Tab.18. Porownanie stosunku stezen cytokin wptywajacych na angiogeneze w

badanych grupach chorych.

Grupy parametr Cutt_off | +ve -ve ROC | 95% OR 95%Cl | p
chorych area | Cl
I, iV | VEGF/BFGF | <14,74 | 0,771 | 0,412 | Brak zdolnosci dyskryminacyjnej
vs | VEGF/PEDF | 3,212 | 0,781 | 0,40 | 0,548 | 0,381- | 2,38 | 0,586- | 0,161
0,714 9,678
IV vs | VEGF/BFGF | >10,41 | 0,533 | 0,8 0,587 | 0,353- | 4,571 | 0,570- | 0,096
0,820 55,046
VEGF/PEDF | >3,34 0,5 0,727 | 0,58 | 0,328- | 2,333 | 0,326- | 0,250
0,832 19,361
Mvsl VEGF/BFGF | <1325 | 0,556 | 0,778 | Brak zdonosci dyskryminacyjnej
VEGF/PEDF | >3,212 | 0,533 | 0,667 | 0,544 | 0,313- | 2,286 | 0,375- | 0,516
0,776 14,956
Ilvs | VEGF/BFGF | <13,596 | 0,579 | 0,636 | Brak zdonosci dyskryminacyjnej
VEGF/PEDF | >3,238 | 0,588 | 0,615 | 0,529 | 0,310- | 2,857 | 0,490- | 0,270
0,748 18,01
IV +1ll VEGF/BFGF | <14,74 | 0,58 | 0,467 | Brak zdonosci dyskryminacyjnej
vs | VEGF/PEDF | >3,238 | 0,708 | 0,5 0,549 | 0,213- | 2,429 | 0,537- | 0,183
0,734 11,048
vV +1 VEGF/BFGF | >4,76 0,742 | 0,667 | 0,573 | 0,357- | 5,75 | 0,641- | 0,050**
vs |l 0,789 71,079
VEGF/PEDF | >3,45 0,75 | 0,412 | 0,533 | 0,328- | 0,7 0,175- | 0,295
0,738 2,715
[Ivs I VEGF/BFGF | <9,49 0,643 | 0,538 | Brak zdonosci dyskryminacyjne;j
VEGF/PEDF | <1,455 | 0,75 | 0,478 | Brak zdonosci dyskryminacyjnej
IVvslll | VEGF/BFGF | >14,74 | 0,714 | 0,667 | 0,65 | 0,409- | 5,0 0,522- | 0,095
0,891 65,329
VEGF/PEDF | >3,344 | 0,538 | 0,667 | 0,558 | 0,303- | 2,8 0,346- | 0,343
0,813 25273
IVvsll | VEGF/BFGF | >10,41 | 0,571 | 0,818 | 0,66 | 0,432- | 6,0 0,738- | 0,049*
0,888 71,888
VEGF/PEDF | >1425 | 0,435 (1,0 0,553 | 0,312- | 3,889 | 0,125- | 0,229
0,795 niesk.




Tab. 19. Stosunek stezen VEGF/bFGF w badanych grupach chorych.

VEGF/bFGF
Mean SD min Me Max
Grupa | 15 20,808 19,657 | 1,589 9,182 59,432
Grupa ll 12 16,736 22,745 1,934 10,386 80,090
Grupa lll 15 16,189 16,011 | 2,976 9,045 52,551
Grupa IV 10 23,636 21,448 | 4,787 12,890 70,617

Tab.20. Stosunek stezen VEGF/PEDF w badanych grupach chorych.

VEGF/PEDF
Mean SD min Me Max
Grupa | 15 3,710 1,587 1,656 3,204 6,503
Grupa ll 12 4,376 2,988 0,982 3,307 10,929
Grupa lll 15 4,236 2,842 0,945 3,699 12,145
Grupa IV 10 6,719 8,874 1,425 3,832 31,390

Grupa | —grupa kontrolna (n=15)

Grupa Il — chorzy na cukrzyce niedawno rozpoznang (do 0,5 roku wstecz) bez
retinopatii (n=12)
Grupa lll = chorzy na cukrzyce zaawansowana, trwajaca 5-10 lat bez retinopatii

(n=15)

Grupa IV — chorzy na cukrzyce zaawansowang, trwajgca 5-10 lat z retinopatia.

(n=10)




3.5 Modele kanoniczne

Analize przeprowadzono w catym materiale (n=53)

Podjeto prébe utworzenia modeli kanonicznych w ktérych zbiér lewy jest
trzyelementowy i zawiera poszczeg6lne parametry cytokin wptywajacych na
angiogeneze, a zbiér prawy zawiera wybrane czynniki mogace mie¢ znaczenie
dla rozwoju retinopatii cukrzycowej i prawdopodobnie wptywac na wydzielanie
tych cytokin. W obrebie zbioréw lewy i prawy parametry uszeregowane sg

malejgco wedtug wartosci bezwzglednej tadunku kanonicznego.
Model 1 opisuje wspbétzaleznosé pomiedzy stezeniami cytokin VEGF, bFGF i
PEDF a wybranymi parametrami swiadczacymi o stopniu zaburzeh gospodarki

weglowodanowej i lipidowej u oséb zdrowych.

R kanoniczne = 0,787 p=0,05

zbiér lewy zbiér prawy
catkowita redundancja catkowita redundancja
27,9% 19,2%

tadunek tadunek
Cytokina | kanoniczny Czynnik kanoniczny
PEDF 0,907 HbAc 1,026
BFGF 0,233 INS 0,147
VEGF 0,138 CHOL -0,078

HbA;C — hemoglobina glikowana, INS — insulina endogenna, CH — cholesterol
catkowity

Wysokie R kanoniczne i statystycznie znamienne wskazuje na istnienie silnego
zwigzku pomiedzy parametrami cytokin a elementami opisujgcymi
zaawansowanie zaburzeh gospodarki weglowodanowej i lipidowe.

Zbiér lewy wyjasnia zmiennos¢ zbioru prawego w 27,9% przypadkow, zas zbior
prawy wyjasnia zmienno$c¢ zbioru lewego w 19,2%.

W powyzszym modelu najwiekszy wptyw na elementy zbioru prawego posiada
PEDF.

Wspobtzaleznos¢ miedzy parametrami HbA+c i INS a elementami zbioru lewego
jest wprost proporcjonalna, natomiast miedzy CHOL a elementami tego zbioru

odwrotnie proporcjonalna.



Model 2 opisuje wspdtzaleznos¢ pomiedzy stezeniami cytokin VEGF, BFGF i
PEDF a wybranymi parametrami Swiadczacymi o stopniu zaawansowania

cukrzycy i miazdzycy u chorych na cukrzyce.

R kanoniczne = 0,634 p= 0,05

zbiér lewy zbiér prawy
catkowita redundancja catkowita redundancja
34,5% 17,2%
tadunek tadunek
Cytokina | kanoniczny czynnik kanoniczny
VEGF 0,871 HbAc 0,677
BFGF - 0,526 INS 0,404
PEDF 0,319 CHOL 0,339
Grupa IV 0,087

HbAC — hemoglobina glikowana, INS — insulina endogenna, CHOL —
cholesterol catkowity, Grupa IV — grupa chorych na cukrzyce w r6znym stopniu

zaawansowania retinopatii.

Wysokie kanoniczne R i znamienne statystycznie wskazuje na istnienie silnego
zwigzku pomiedzy parametrami cytokin a elementami opisujacymi stopien
zaawansowania cukrzycy i miazdzycy. Zbiér lewy wyjasnia zmiennos$¢ zbioru
prawego w 34,5% przypadkow, zas zbior prawy wyjasnia zmiennos¢ zbioru

lewego w 17,2%.

W powyzszym modelu najwiekszy wptyw na elementy zbioru prawego posiada
VEGF. Wspbétzaleznos¢ miedzy parametrami VEGF i PEDF a elementami
zbioru prawego jest wprost proporcjonalna, natomiast miedzy BFGF a

elementami tego zbioru odwrotnie proporcjonalna.

Zgodnie z ogdblnie znanymi obserwacjami i stanem wiedzy stwierdzono
dodatnie, istotne statystycznie korelacje pomiedzy stezeniem endogennej

insuliny na czczo a wartoscig BMI oraz stezeniem AIAT.



5. Dyskusja
W niniejszej pracy wykazano ze:

1. Stezenie VEGF we krwi chorych na cukrzyce z objawami retinopatii byto
znamiennie statystycznie wieksze niz w grupie os6b zdrowych i u chorych na

cukrzyce bez retinopatii i korelowato ze stezeniem HbA1c.

2. Stezenia PEDF i bFGF korelowaty ujemnie ze stezeniem endogennej
insuliny na czczo, z dtugoscig trwania i zaawansowaniem cukrzycy oraz stopniem

nasilenia retinopatii u chorych z cukrzyca trwajgcag ponad 5 lat.

3. Stezenia dwoéch proangiogennych cytokin VEGF i bFGF wykazywaty
dodatnig korelacje liniowa u oséb zdrowych. Korelacja ta przestawata wystepowaé

u chorych na cukrzyce.

4. Wartosc¢ stosunku stezen VEGF/bFGF u 0s6b z zaawansowang cukrzycg
powiktang zmianami naczyniowymi byta istotnie wieksza niz w pozostatych grupach
badanych, co sugeruje rozwazenie wyodrebnienia tego parametru jako wskaznika

ryzyka rozwoju retinopatii u chorych na cukrzyce.

5. Stezenia PEDF nie réznity sie istotnie pomiedzy poszczegdinymi grupami

chorych.



5.1 U podtoza retinopatii cukrzycowej lezy aktywacja angiogenezy
przebiegajacej z patologicznym nowotworzeniem naczyn w obrebie narzadu wzroku

i uszkodzenia tkanek gatki ocznej bedace jego wynikiem.

W przedstawionej pracy wykazano ze w proces patologicznego
nowotworzenia naczyn w oku u chorych na cukrzyce zaangazowane sg cytokiny
posiadajgce zdolnos¢ pobudzania lub hamowania neoangiogenezy, a pomiar
stezen tych cytokin w surowicy krwi dostarcza dodatkowych informaciji
pozwalajgcych na uzyskanie doktadniejszego wgladu w mechanizmy rozwoju

retinopatii cukrzycowe;.

Angiogeneza jest wieloetapowym procesem, w przebiegu ktérego komorki
srodbtonka naczyn charakteryzujace sie w spoczynku nieznacznym potencjatem
proliferacyjnym ulegajg indukcji zaburzajac rownowage czynnikdw stymulujagcych i
hamujacych. Pobudzenie neowaskularyzacji zaréwno fizjologicznej jak i
patologicznej jest wynikiem przewagi stymulatoréw nad inhibitorami (12, 10, 24, 27,
41, 57). Czynniki wzrostowe i cytokiny regulujgce mechanizmy angiogenezy
opisane we wstepie (Tab.1 i 2.) wydzielane sg parakrynnie przez komorki
sasiednich tkanek (komoérki tkanki tacznej, leukocyty, makrofagi) (55) i uruchamiajg
kolejne etapy nowotworzenia naczyn. Kluczowg role w regulacji neowaskularyzacji
siatkowki petni VEGF bedac najsilniejszym aktywatorem nowotworzenia naczyn i
czynnikiem  zwiekszajacym ich  przepuszczalnos¢, indukujagcym  synteze

metaloproteinaz i chemotaksje leukocytéw (1, 10, 15, 21).

Szereg prowadzonych dotychczas badan wykazato ze ekspresja VEGF
pojawia sie w réznych typach komorek gatki ocznej (m.in. siatkdwki) u chorych na
cukrzyce, a wysokiemu stezeniu VEGF osigganemu w tych komaorkach przypisuje

sie istotny wptyw na powstawanie zmian naczyniowych (10, 21, 76). W przebiegu



hipoksji towarzyszacej cukrzycy obserwowano takze wzrost liczby receptoréw dla
VEGF na komérkach gatki ocznej. (29, 63, 77). Istotne zwiekszenie stezenia
VEGF w surowicy krwi stwierdzono u mtodych dorostych z cukrzyca i powiktaniami

o charakterze mikroangiopatii.

Stezenie VEGF we krwi chorych na cukrzyce z objawami retinopatii byto w
naszych badaniach znamiennie statystycznie wieksze niz w grupie oséb zdrowych i
u chorych na cukrzyce ale bez retinopatii i korelowato ze stezeniem HbA1c. Analiza
wielowariantowa wykazata, ze wzrost stezenia VEGF byt u tych chorych odrebnym
czynnikiem ryzyka rozwoju retinopatii co jest zgodne z wynikami badan innych
autoréw (15). W niniejszej pracy stwierdzono nieznamienny (prawdopodobnie ze
wzgledu na matg liczebnos¢) wzrost stezenia VEGF w surowicy krwi osob z
zaawansowanymi zmianami w dnie oczu o typie retinopatii cukrzycowej (grupa V)
W poréwnaniu z pozostatymi grupami chorych. Za istotnoscig tego zjawiska moze
posrednio przemawia¢ stwierdzenie dodatnich, istotnych statystycznie korelacji
pomiedzy stezeniem VEGF a parametrami metabolicznymi opisujacymi cukrzyce
(warto$¢ glikemii na czczo, stezenie cholesterolu catkowitego oraz frakcji LDL
cholesterolu i stezenie glikowanej hemoglobiny). Odnotowanie w badanej grupie
pacjentéw korelacji pomiedzy stezeniem VEGF i stezeniem glikowanej hemoglobiny
pozostaje w zgodzie z pracg Chiarelli i wsp. (2000) gdzie warto$¢ srednia stezenia
HbA1c korelowata ze stezeniem VEGF ze znamiennoscig statystyczng. Poprawa
kontroli cukrzycy i obnizenie stezenia HbA1c wigzaly sie ze znacznym spadkiem
stezenia VEGF w surowicy krwi (15). W grupie pacjentow analizowanych w
przedstawionej rozprawie stwierdzono dodatnig korelacje pomiedzy stezeniem
VEGF i endogenng insuling na czczo w surowicy krwi, a takze ze stopniem

zaawansowania cukrzycy wyrazonym przynaleznoscia do badanej grupy od



najmniej zaawansowanej choroby (grupa I) do najwiekszego nasilenia zmian (grupa
IV). Powyzsza korelacje stwierdzono takze pomiedzy stezeniem VEGF a stadium

zaawansowania retinopatii w grupie IV wyrazonym w skali punktowej.

Stezenia PEDF i bFGF korelowaly natomiast ujemnie z powyzszymi

parametrami klinicznymi.

Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (bFGF) jest obok VEGF silnym
aktywatorem angiogenezy (13, 52, 81, 82). Jego duza ekspresja w komérkach
nabtonka barwnikowego siatkbwki ma w przebiegu cukrzycy wraz z VEGF
odgrywac kluczowg role w powstawaniu patologicznych zmian naczyniowych w jej
obrebie (52). W niniejszej pracy odnotowano niewielkie obnizenie stezenia bFGF w
surowicy krwi 0s6b z zaawansowanymi zmianami cukrzycowymi na dnie oczu
(grupa 1IV) w poréwnaniu z pozostatymi chorymi. Réznice byty jednak
nieznamienne statystycznie. Jednoczesnie; przeprowadzona analiza wykazata
statystycznie istotng korelacje liniowg pomiedzy stezeniami obu gtéwnych
aktywatoréw angiogenezy (VEGF i bFGF) u os6b zdrowych. Korelacji takiej nie
stwierdzono natomiast w grupie chorych na cukrzyce i to niezaleznie od jej stanu
zaawansowania. Powyzsze wyniki wskazujg na istnienie nie poznanych jeszcze
mechanizméw regulacyjnych, ktére u oséb zdrowych w warunkach fizjologii
decydujg o wspétdziataniu obu czynnikdw proangiogennych. U chorych na cukrzyce
dochodzi najprawdopodobniej do zaburzen w funkcjonowaniu powyzszych
mechanizméw i upos$ledzenia opisanej regulacji, co doprowadza do przejecia
gtéwnej roli w stymulacji angiogenezy przez VEGF. W zwigzku z powyzszg
obserwacjg zadecydowano o przeprowadzeniu analizy wartosci stosunku stezen
gtébwnych badanych aktywatorow angiogenezy (VEGF/bFGF) w badanych grupach.

Stwierdzono istotnie statystycznie wiekszy stosunek stezen VEGF/bFGF w grupie



chorych na cukrzyce zaawansowanag, trwajaca 5-10 lat z retinopatig (grupa IV) w
poréwnaniu z chorymi na cukrzyce niedawno rozpoznang (do 0,5 roku wstecz) bez
retinopatii (grupa IlI) oraz w grupach IV i Il rozpatrywanych razem w poréwnaniu z
grupg chorych na cukrzyce zaawansowana, trwajgcg 5-10 lat bez retinopatii (grupa
[Il). Natomiast nie stwierdzono istotnej réznicy wartosci tego stosunku pomiedzy
grupa IV a grupg kontrolng (l). Brak takiej réznicy wynika prawdopodobnie z faktu,
ze w grupie kontrolnej u oséb zdrowych proces regulacji stezen VEGF i bFGF

przebiega prawidtowo.

Znamiennie wyzsze wartosci stosunku stezen VEGF/bFGF u os6b z
zaawansowang cukrzycqg powiktang zmianami naczyniowymi sugerujg rozwazenie
wyodrebnienia tego parametru jako wskaznika ryzyka rozwoju retinopatii u chorych

na cukrzyce.

Zwiekszonemu stezeniu tkankowemu VEGF i bFGF jako gtéwnych
aktywatoréw angiogenezy przypisuje sie kluczowag role w powstawaniu retinopatii
cukrzycowej (27, 52, 57, 82). Nie sa to jednak jedyne czynniki bedace
odpowiedzialne za jej rozwéj. O tym, ze wptyw na regulacje procesu
neowaskularyzacji posiadajg takze inne substancje moze swiadczyé przyktadowo
obserwowane zjawisko wzrostu stezenia VEGF we krwi, ktéremu nie towarzyszy
powstanie retinopatii. Wykazano bowiem iz moze dojs¢ do zmniejszenia
zaawansowania retinopatii bez ewidentnych zmian w sekrecji i stezeniu VEGF,
ktérego poziom we krwi moze byé zwigzany z innym niz cukrzyca procesem;
niedokrwiennym lub zapalnym (58, 71). Opisano réwniez ro6znorodny wptyw lekow
zapobiegajacych zwiekszeniu stezenia VEGF na przebieg retinopatii (25). Ponadto
metody leczenia retinopatii niedokrwiennej z uzyciem czynnikdw modyfikujacych

oddziatywanie VEGF badane na modelach zwierzecych jak przeciwciata czy blokery



jego receptorow nie doprowadzaty do catkowitego zahamowania patologicznej
proliferacji naczyn siatkowki (65). Powyzsze spostrzezenia udowodnity
zaangazowanie dodatkowych czynnikdbw modyfikujgcych proces patologicznej
angiogenezy dna oka w cukrzycy, np. substancji bedacych inhibitorami tego
procesu (30, 27, 25). W kolejnych eksperymentach wykazano ze aktywacja
nowotworzenia naczyh moze by¢é wywotana nie tylko lokalnym wzrostem stezenia
cytokin indukujgcych angiogeneze, ale rowniez spadkiem stezenia endogennych
inhibitorbw angiogenezy (19). Najsilniejszym poznanym inhibitorem angiogenezy
dna oka jest czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego (PEDF). Wykazano ze
PEDF obecny jest u ludzi w surowicy krwi w stezeniu ok.100nM (5ug/ml). Jest to
stezenie dwukrotnie przekraczajace koncentracje mogaca zahamowac patologiczny
rozrost naczyn w obrebie oka (62). Badania nad antyangiogennymi wiasciwosciami
PEDF wykazaty, ze wywiera on regulacyjny wptyw na powstawanie naczyn w
siatkbwce. PEDF moze wywiera¢ wptyw zar6wno na procesy neurotropowe jak i na
nowotworzenie naczyh co istotnie zwieksza role przypisywang temu biatku w

fizjologii gatki ocznej (41, 62).

W badanym w toku niniejszej pracy materiale nie stwierdzono istotnych
roznic w stezeniu PEDF pomiedzy poszczegbinymi grupami chorych i w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Pozostaje to w zgodnosci z kilkoma innymi badaniami
prowadzonymi na modelach in vitro i in vivo, w ktérych nie wykazano zaleznosci
miedzy miejscowym stezeniem PEDF w obrebie siatkowki i btony naczyniowej a
stopniem zaawansowania patologicznych zmian naczyniowych (19, 27). Moze by¢
to wyrazem zaburzenia regulacji i supresji syntezy oraz sekrecji i szybkiej
degradaciji tej cytokiny jaka ma miejsce u chorych na cukrzyce, u ktérych mimo

wzrostu stezen cytokin proangiogennych nie dochodzi réwnolegle do zwiekszenia



aktywnosci gtdbwnego inhibitora angiogenezy. Tak wiec moze dochodzi¢ do

~przyzwolenia” na rozwdj patologicznej angiogenezy (27, 33, 40, 50) .

W pidmiennictwie uwage zwracajg badania dotyczace mozliwosci zwiekszenia
ekspresji mRNA dla PEDF w hodowlach Iludzkich komérek nabtonka
barwnikowego i siatkbwkach zwierzat laboratoryjnych pod wptywem
fotokoagulacji laserowej, ktéra jest metodg czesto wykorzystywang w leczeniu
retinopatii cukrzycowej. (19, 27, 72). Z wuwagi na hamujacy efekt
antyangiogenny PEDF moze on sta¢ sie w przyszitosci uzytecznym lekiem w
terapii nowotworzenia naczyn w narzadzie wzroku. Naturalne inhibitory, do
ktérych nalezy PEDF powodujg bowiem zablokowanie angiogenezy

zapoczatkowanej przez ktérykolwiek z jej aktywatoréw (50).

5.2 Wptyw czynnikéw charakteryzujacych zaburzenia metaboliczne na stopien

zaawansowania zmian cukrzycowych w dnie oka.

Otrzymane w toku niniejszej pracy wyniki sg zgodne z obserwacjami
innych autoréw i aktualnym stanem wiedzy dotyczacej patogenezy cukrzycy,
czynnikdw ryzyka i elementow wptywajacych na jej rozwoj oraz powstawanie

powiktah narzgdowych.

Podwyzszenie wskaznika masy ciata wystepuje czesto u chorych na
cukrzyce i jest istotnym czynnikiem ryzyka rozwoju angiopatii w przebiegu tej
choroby (zalecenia). W toku przeprowadzonych badan odnotowano znamienne
statystycznie roznice w BMI pomiedzy grupa kontrolng (I) a pozostatymi
grupami badanych chorych na cukrzyce. Wskaznik masy ciata nie réznit sie

wprawdzie istotnie wsréd chorych na cukrzyce, ale jego wartos¢ byta



najwieksza u pacjentéw z rozwinietymi zmianami o charakterze retinopatii.
Powyzsze wyniki pozostajg w zgodzie z innymi podkreslajagcymi role otytosci w
patogenezie cukrzycy, takze jako czynnika ryzyka powstawania powiktan o

charakterze mikroangiopatii (24, 38, 83).

Nadcidnienie tetnicze jest zidentyfikowanym czynnikiem ryzyka rozwoju
retinopatii cukrzycowej (24, 83). W badanej grupie pacjentéw stwierdzono
znamienne statystycznie rb6znice w wartosciach cisnienia tetniczego
skurczowego i rozkurczowego pomiedzy grupg kontrolng (I) a chorymi na
cukrzyce (grupy ll-1V). Nie stwierdzono natomiast istotnych réznic w zakresie
cidnienia tetniczego w obrebie grup chorych na cukrzyce, co moze wigzac sie z

faktem iz czesc¢ z nich bytg poddana terapii hipotensyjne;.

Kluczowym zjawiskiem dla rozwoju powiktan narzgdowych cukrzycy, w
tym dla rozwoju angiogenezy jest hiperglikemia (24). W badanych grupach
chorych stezenie glukozy roznito sie statystycznie istotnie pomiedzy grupg
kontrolng a chorymi na cukrzyce (grupy II-IV). Wynikiem przewlektej
hiperglikemii jest aktywacja procesu glikozylacji biatek (42, 60). Zgodnie z
aktualnym stanem wiedzy zjawisko to odgrywa istotng role w progresji cukrzycy
i stymulacji angiogenezy (24, 16). Stezenie glikowanej hemoglobiny (HbA1c)
stuzy jako wskaznik wyréwnania cukrzycy, jest takze kolejnym uznanym
czynnikiem rokowniczym rozwoju retinopatii (42) . W badanym materiale
znalazto to potwierdzenie w postaci odnotowania znamiennie statystycznie
wyzszego stezenia HbA1c w grupie chorych na cukrzyce zaawansowana,
trwajaca 5-10 lat z retinopatig (grupa IV) w poréwnaniu z grupg kontrolng (grupa
) (p<0,011), z grupa chorych na cukrzyce niedawno rozpoznang (do 0,5 roku

wstecz) bez retinopatii (grupa 1) (p<0,017) i grupg chorych na cukrzyce



zaawansowang, trwajacgq 5-10 lat bez retinopatii (grupa Ill) (p<0,014).
Nieenzymatyczna glikozylacja biatek i nagromadzenie koncowych jej produktéw
(AGEs) stymuluje angiogeneze m.in. poprzez zwiekszenie adhezji leukocytow

do komérek srddbtonka (49).

Wzrost odsetka neutrofilbw obojetnochtonnych wystepowat u 70%
chorych na cukrzyce zaawansowanag, trwajacg 5-10 lat z retinopatig. Zjawisko
to moze swiadczy¢ o aktywacji uktadu immunologicznego i odpowiedzi uktadu
krwiotwdrczego na przewlekly proces zapalny towarzyszacy zaawansowanej
cukrzycy przebiegajacej z retinopatiag. Jest to zgodne z aktualnymi pogladami
podkreslajacymi udziat leukocytdw w patogenezie zmian wiodgcych do
stymulacji angiogenezy w mechanizmie wywotywania miejscowej leukostazy,
migracji granulocytdbw do miejsca uszkodzenia naczynia i ich aktywagcji
polegajacej na uwalnianiu przez nie mediatorow reakcji zapalnej, co
doprowadza do dalszego uszkodzenia tkanek i nasilenia neowaskulogenezy

(49, 60, 61).

Hiperlipidemie i obserwowane w ich przebiegu zaburzenia typu indukciji
odpowiedzi immunologiczno — zapalnej takze nasilajg procesy angiogenezy (16,
35). Sg one czesto obserwowanym zjawiskiem u chorych na cukrzyce. W
badanym materiale odnotowano znamiennie statystycznie wyzsze stezenie
cholesterolu catkowitego w surowicy krwi chorych na cukrzyce zaawansowana,
trwajaca 5-10 lat z retinopatig w poréwnaniu z grupg kontrolng i z grupg chorych
na cukrzyce niedawno rozpoznang (do 0,5 roku wstecz) bez retinopatii,
podobnie stezenie frakcji LDL cholesterolu catkowitego w surowicy krwi byto
znamiennie statystycznie wyzsze w grupie chorych na cukrzyce

zaawansowana, trwajacg 5-10 lat z retinopatig w poréwnaniu z grupg kontrolng



I grupg chorych na cukrzyce niedawno rozpoznang (do 0,5 roku wstecz) bez
retinopatii, a takze w grupie chorych na cukrzyce zaawansowang, trwajacg 5-10
lat bez retinopatii w poréwnaniu z grupg chorych na cukrzyce niedawno
rozpoznang bez retinopatii. Jako wyraz uszkodzenia funkcjonalnego komorki
watrobowej u badanych chorych z cukrzycg w poréwnaniu z grupg kontrolng
odnotowano istotng statystycznie réznice w stezeniu AIAT w surowicy krwi
pomiedzy grupg kontrolng a grupg chorych na cukrzyce niedawno rozpoznang
bez retinopatii oraz grupg kontrolng a chorymi na cukrzyce zaawansowana,
trwajgca 5-10 lat z retinopatia. Znany jest zwigzek hepatotoksycznosci i rozwoju
zespotu metabolicznego oraz cukrzycy typu 2 okreslanego objawem
niekontrolowanego sttuszczenia watroby (non- alcoholic fatty liver disease -
NAFLD) (1) Zgodnie z powyzszymi obserwacjami w badanym materiale
stwierdzono dodatnie, istotne statystycznie korelacje pomiedzy stezeniem

endogennej insuliny na czczo a wartoscig BMI oraz stezeniem AIAT

W badanych grupach chorych odnotowano wystepowanie typowych dla
cukrzycy zaburzen klinicznych i metabolicznych, ktére charakteryzujg jej przebieg i
potwierdzajg role ugruntowanych czynnikbw ryzyka w rozwoju powikian
naczyniowych tej choroby w miare czasu jej trwania. Jednak nie stwierdzono
istotnych statystycznie specyficznych réznic w zakresie rutynowo kontrolowanych
parametréw opisujgcych zaburzenia charakterystyczne dla tej choroby pomiedzy
analizowanym grupami chorych na cukrzyce (poza stezeniem HbA1c, cholesterolu
catkowitego i frakcji LDL) a stopniem zaawansowania zmian w dnie oka, a co za
tym idzie nie wykazano mozliwosci okreslenia na tej podstawie ryzyka rozwoju

powiktan tego typu jak retinopatia. Podkresla to role badania innych czynnikdéw



stwarzajgcych mozliwosé prognozowania przebiegu choroby i ryzyka rozwoju zmian

naczyniowych w przebiegu cukrzycy w narzadzie wzroku.
5.3. Analiza modeli kanonicznych

Argumentdéw potwierdzajagcych wzajemny wptyw zmian stezeh cytokin
stymulujacych i hamujgcych procesy neoangiogenezy na parametry opisujace
stadium cukrzycy bedacych czynnikami ryzyka angiopatii dostarczajg takze wyniki
przeprowadzonej w niniejszym opracowaniu analizy kanonicznej. W pierwszym z
analizowanych modeli kanonicznych stwierdzono, Zze najwiekszy istotny
statystycznie wzajemny wptyw na stezenie HbA;C i insuliny endogennej na czczo
(obserwowano wprost proporcjonalng zalezno$¢) oraz na stezenie catkowitego
cholesterolu (zalezno$¢ odwrotnie proporcjonalna) majg zmiany stezenia PEDF.
Podobny wptyw odnotowano takze dla bFGF i VEGF. Stezenie HbA;C byto

znamiennie statystycznie wieksze u pacjentow z retinopatia (gr IV).

W analizie drugiego modelu kanonicznego, w ktérym umieszczono jako
parametr grupe IV (chorzy z r6znym nasileniem retinopatii) stwierdzono ze
najwiekszy (istotny statystycznie) wzajemny wptyw w poszczegdélnych grupach
pacjentéw na stezenia HbA;C, insuliny endogennej na czczo, stezenie
catkowitego cholesterolu oraz na wystgpienie zmian o charakterze retinopatii
(obserwowano wprost proporcjonalng zaleznos¢) majg zmiany stezenia VEGF i
PEDF. Istotny statystycznie wptyw na powyzsze parametry odnotowano takze

dla bFGF. Zalezno$¢ ta byta odwrotnie proporcjonalna.

Odwrotnie proporcjonalna zalezno$¢ pomiedzy badanymi parametrami
metabolicznymi a zmianami stezenia bFGF stwierdzona w powyzszej analizie

kanonicznej potwierdza hipoteze o znaczeniu zaburzen regulacji wydzielania tej



cytokiny u chorych na cukrzyce. Wydzielanie bFGF pozostaje u os6b zdrowych
w funkcjonalnym sprzezeniu z wydzielaniem VEGF, a spada u chorych na
cukrzyce przez co dochodzi do utraty powyzej opisanej regulacji, a odwrotnie
proporcjonalna zaleznos¢ zmian jej stezen od wystgpienia zmian o charakterze
retinopatii wykazana w modelu kanonicznym wskazuje na prawdopodobnie

mniejszg role tej cytokiny w nasilaniu procesu neoangiogenezy (81, 79).

Reasumujac, powyzsze wyniki potwierdzajg istnienie zwigzku pomiedzy
stopniem zaawansowania cukrzycy wyrazonym miedzy innymi wzrostem
koncentracji HbA{C oraz wystgpieniem retinopatii, a wydzielaniem
wplywajacych na angiogeneze cytokin mierzonym poprzez okreslenie ich
stezenia we krwi. Nasuwa sie wobec powyzszego wniosek iz zmiany stezenh
cytokin  angiogennych  zarbwno nasilajgcych jak i hamujacych
neowaskularyzacje majg zwigzek z parametrami charakteryzujacymi stopien
zaawansowania cukrzycy i sg przez nie indukowane (73, 74, 78). Wobec tego
pomiar stezenia cytokin angiogennych moze by¢ wazng i wartosciowg metodg
pozwalajgcg by¢ moze na prognozowanie wystgpienia retinopatii w przebiegu
tego schorzenia. Wykonywanie tego typu oznaczen moze miec¢ takze implikacje
lecznicze, co oméwiono powyzej. Potwierdzenie uzytecznosci oznaczania we
krwi stezehn cytokin wptywajagcych na angiogeneze jako stosunkowo mato
inwazyjnej metody diagnostycznej dla prognozowania wystgpienia powaznych
powiktah naczyniowych jest atrakcyjnym zadaniem badawczym i z pewnoscig

wymaga dalszych badan prowadzonych na wiekszych grupach pacjentéw.



1)

6. Podsumowanie wynikéw
W niniejszej pracy stwierdzono ze:

obserwowano znamiennie statystycznie wyzsze stezenie VEGF we krwi
chorych na cukrzyce z objawami retinopatii w poréwnaniu z chorymi na
cukrzyce bez retinopatii. Wzrost stezenia VEGF w surowicy Krwi

zidentyfikowano jako odrebny czynnik ryzyka rozwoju retinopatii.

odnotowano dodatnie istotne statystycznie korelacje pomiedzy stezeniem
VEGF a parametrami metabolicznymi opisujacymi cukrzyce (wartos¢ glikemii
na czczo, stezenie cholesterolu catkowitego oraz frakcji LDL cholesterolu,
stezenie glikowanej hemoglobiny i endogennej insuliny) oraz miedzy stezeniem

VEGF a stadium zaawansowania retinopatii.

stwierdzono istotnie statystycznie wiekszy stosunek stezen VEGF/bFGF w
grupie chorych na cukrzyce zaawansowang, trwajacg 5-10 lat z retinopatig

(grupa IV) w poréwnaniu z pozostatymi chorymi na cukrzyce.

nie wykryto istotnych réznic w stezeniu PEDF u chorych na cukrzyce w

poréwnaniu z grupg kontrolng oraz pomiedzy poszczegdblnymi grupami chorych

stwierdzono znamienny statystycznie wptyw stezen VEGF, bFGF i PEDF na

stezenie HbAC, insuliny endogennej na czczo i cholesterolu catkowitego.

w grupie chorych na dlugotrwata cukrzyce z retinopatia obserwowano
wzajemny istotny statystycznie wptyw stezenia VEGF bFGF i PEDF oraz
stezenia HbAC, insuliny endogennej na czczo, stezenia catkowitego

cholesterolu i zmian o charakterze retinopatii.



7. Wnioski
Na tej podstawie mozna wyciggnaé nastepujace wnioski:

1) u chorych na cukrzyce dochodzi do zaburzeh w funkcjonowaniu mechanizméw
regulujgcych angiogeneze wyrazajacych sie uposledzeniem wspoétdziatania cytokin
bFGF, VEGF oraz PEDF co doprowadza do przejecia gtéwnej roli w stymulacji
angiogenezy przez VEGF

2) VEGF odgrywa kluczowg role w procesie neoangiogenezy prowadzacym u
chorych na cukrzyce do powstania retinopatii. Wzrost jego stezenia w surowicy krwi

moze zostaé uznany za odrebny czynnik ryzyka rozwoju retinopatii.

3) podwyzszona wartos¢ stosunku stezen VEGF/bFGF w surowicy krwi chorych na

cukrzyce takze moze by¢ uznana za czynnik ryzyka rozwoju retinopatii.
4) mozliwe jest wykorzystanie badan stezen czynnikow stymulujacych Ilub
hamujacych angiogeneze w surowicy krwi chorych na cukrzyce w okreslaniu ryzyka

rozwoju u nich retinopatii.

5) rutynowo kontrolowane parametry biochemiczne charakteryzujace przebieg

cukrzycy u chorych nie okreslajg ryzyka rozwoju i progres;ji retinopatii.



8. Streszczenie

Powikfania okulistyczne cukrzycy sg gtdwna przyczynag slepoty u ludzi w wieku 20-
65 r.z. Przyczyng znacznego pogorszenia ostro$ci wzroku u chorych na cukrzyce
jest retinopatia. Cukrzycowa retinopatia proliferacyjna jest wyrazem patologicznej
neowaskularyzacji w rozwoju ktérej role odgrywajg dobrze poznane czynniki jak
hiperglikemia, hiperlipidemia i nadcisnienie, ale rowniez niedawno zidentyfikowana
rownowaga pomiedzy cytokinami bedacymi aktywatorami i inhibitorami
angiogenezy. W celu znalezienia korelacji pomiedzy stezeniami we Kkrwi
obwodowej gtownych czynnikbw odgrywajacych role w regulacji procesu
angiogenezy, a stanem zaawansowania klinicznego cukrzycy i wystepowaniem
oraz stopniem nasilenia zmian naczyniowych w narzadzie wzroku przebadano
grupe 52 0s6b z czego 37 chorych na cukrzyce i 15 zdrowych osdb stanowigcych
grupe kontrolng dobrang pod wzgledem pici i wieku (grupa I). Chorych na
cukrzyce podzielono na grupe chorych na cukrzyce niedawno rozpoznang (do 0,5
roku wstecz) bez retinopatii (n=12) (grupa Il), grupe chorych na cukrzyce
zaawansowana, trwajacag 5-10 lat bez retinopatii (n=15) (grupa lll), grupe chorych
na cukrzyce zaawansowanag, trwajgcq 5-10 lat z retinopatig. (n=10) (grupa IV). U
wszystkich wykonano badania okulistyczne (badanie ostro$ci wzroku, ci$nienia
srodgatkowego, badanie przedniego odcinka oka, badanie dna oka z wykonaniem
kolorowych fotografii i angiografie fluorescencyjng) pozwalajgce na ocene zmian
naczyniowych w narzadzie wzroku oraz badania kliniczne i laboratoryjne
obejmujace parametry charakteryzujace zaburzenia w przebiegu cukrzycy z lub
bez towarzyszacego nadci$nienia tetniczego i zmian charakterystycznych dla
rozwoju miazdzycy. W toku przeprowadzonych badan oceniono wiekszosé

parametrow o0 uznanej wartosci jako czynniki ryzyka rozwoju retinopatii



cukrzycowej. W surowicy krwi zbadano takze stezenie wybranych cytokin
odgrywajacych wedtug aktualnego stanu wiedzy najwazniejszg role w stymulacji
lub hamowaniu neoangiogenezy (VEGF, bFGF, PEDF) i dokonano préby oceny
wzajemnych relacji stezen powyzszych czynnikéw i stopnia zaawansowania zmian
w dnie oka w badanych grupach chorych. U chorych na cukrzyce obserwowano
typowe dla tego schorzenia zaburzenia metaboliczne i kliniczne, ktore
charakteryzujg jej przebieg. Nie wykryto istotnych statystycznie réznic w zakresie
rutynowo kontrolowanych parametréw biochemicznych pomiedzy analizowanym
grupami chorych na cukrzyce oraz wsréd chorych z r6znym zaawansowaniem
zmian w dnie oka co potwierdza brak mozliwosci prognozowania i okreslania na
tej podstawie ryzyka rozwoju i progresji retinopatii. U chorych na cukrzyce
obserwowano natomiast zaburzenia regulacji angiogenezy pod postacig
uposledzenia wspoétdziatania cytokin bFGF, VEGF oraz PEDF wiodace do
przejecia gtownej roli w kontroli aktywacji angiogenezy przez VEGF. Jako wyniki

oryginalne odnotowano dodatnie istotne statystycznie korelacje pomiedzy

stezeniem VEGF a parametrami metabolicznymi opisujacymi cukrzyce.

Zwiekszone stezenie VEGF w surowicy krwi chorych na cukrzyce stanowito w

badanej grupie odrebny czynnik ryzyka rozwoju retinopatii. Stwierdzono istotnie

statystycznie wiekszy stosunek stezeh VEGF/bFGF w grupie chorych na cukrzyce

zaawansowang, trwajgca 5-10 lat z retinopatig (grupa IV) w poréwnaniu z

pozostatymi chorymi, co moze sta¢ sie czynnikiem ryzyka rozwoju retinopatii

proliferacyjnej. Uzyskane w toku niniejszej pracy wyniki wskazujg na mozliwosc

wykorzystania badan stezen czynnikdw stymulujacych lub hamujgcych
angiogeneze w surowicy krwi chorych na cukrzyce w okreslaniu ryzyka rozwoju u

nich retinopatii.



Summary

Ocular complications of diabetes are leading causes of vision loss in people aged
between 20-65. Diabetic retinopathy causes significant deterioration of visual
acuity. The key role in the pathological neoangiogenesis resulting in proliferative
diabetic retinopathy is played by well established risk factors as hyperglycemia,
hyperlipidemia, systemic hypertension and recently recognized as a risk factor the
balance between stimulators and inhibitors of angiogenesis. In order to find the
correlation between the blood levels of dominant angiogenesis regulators and
clinical stage of diabetes and pathological blood vessel outgrowth that gives rise to
retinopathy one hundred four eyes of 52 subjects including 37 patients suffering
from diabetes mellitus and 15 healthy volunteers matched according to sex and
age (control group - | ) were studied. Diabetic patients were divided into three
groups. Group Il — patients with DM of up to 0,5 year duration, without retinopathy
(n=12), group lll — patients with DM of 5 -10 years duration without retinopathy
(n=15), group IV - patients with DM of 5 -10 years duration with retinopathy (n=10).
Ophtalmologic examination including assessment of visual acuity, intraocular
pressure measurement, anterior chamber and eye fund opthalmoscopy with colour
fundus photography and fluorescein angiography was performed in all subjects to
detect and evaluate the abnormal blood vessel outgrowth within the eye bulbs.
Clinical and laboratory parameters to characterize the stage of diabetes in patients
with or without systemic hypertension and atherosclerosis were studied. The blood
levels of cytokines — the main stimulators and inhibitors of angiogenesis (VEGF,
bFGF, PEDF) were studied. The interrelationship between these cytokines blood
concentration and the stage of vascular abnormalities in the eye fund was

evaluated in all subjects. In diabetic patients the typical metabolic and clinical



abnormalities were observed. There were no statistically important differences in
routinely controlled biochemical parameters between the three groups of patients
with diabetes and between patients suffering from DM with different stage of
vascular abnormalities within the eye fund. Those parameters have no prognostic
value for the risk determination of retinopathy development. The disturbances of
angiogenesis regulation (the lack of co-operation of bFGF, VEGF and PEDF)
were seen in diabetic patients. They have led to VEGF predominance as a factor
playing the major role in stimulation of pathological angiogenesis. A statistically

significant positive correlations between VEGF blood concentration and typical for

DM metabolic abnormal parameters were found. Increased VEGF blood

concentration in patients with DM could be considered as a distinct risk factor for

development of diabetic retinopathy. Statistically significant Increased ratio of

VEGF/bFGF blood concentration in patients wit long lasting DM (5-10 years of
duration) when compared with other patients with DM could be in the future
recognized as a additional risk factor for development of proliferative diabetic
retinopathy (PDR). The obtained results suggest that the evaluation of blood
concentration of stimulators and inhibitors of angiogenesis could be useful in risk
assessment of retinopathy development in patients suffering from diabetes

mellitus.



9. Spis tabel

Tab. Tytut Str.

1 Miedzynarodowa klasyfikacja ciezkosci zmian retinopatii cukrzycowej (wg. 16
American Academy of Ophthalmology. 10.2002)

2 Charakterystyka badanych grup pod wzgledem ptci, wieku i BMI 22

3 Wartodci  cidnienia  tetniczego  (skurczowego i  rozkurczowego), 24
znamiennosci statystyczne w badanych grupach

4 Ocena zmian w siatkbwce w skali punktowej w grupie IV - chorych na 26
cukrzyce zaawansowana, trwajaca 5-10 lat z retinopatig. (n=10)

5 Charakterystyka parametréw biochemicznych opisujacych cukrzyce w 30
badanych grupach chorych.

6 Stezenie glukozy w surowicy krwi w badanych grupach (Kruskal-Wallis 31
ANOVA by ranks)

7 Stezenie endogennej insuliny w surowicy krwi w badanych grupach 32
(Kruskal-Wallis ANOVA by ranks)

8 Stezenie cholesterolu catkowitego w badanych grupach (Kruskal-Wallis 33
ANOVA by ranks)

9 Stezenie frakcji LDL cholesterolu w surowicy krwi w badanych grupach 34
(Kruskal-Wallis ANOVA by ranks)

10 Stezenie hemoglobiny glikowanej (HbA1c) w badanych grupach (Kruskal- 35
Wallis ANOVA by ranks)

11 Wyniki badania stezenia AIAT w badanych grupach. 36

12 Stezenie VEGF w surowicy krwi w badanych grupach. Srednia + SD 38

13 Stezenie PEDF w surowicy krwi w badanych grupach. Srednia + SD 39

14 Stezenie bFGF w surowicy krwi w badanych grupach 40

15 Korelacja pomiedzy stezeniami cytokin wptywajacych na angiogeneze a 41
zaawansowaniem cukrzycy wyrazonym przynaleznoscig do grupy i oceng
siatkowki w skali punktowej (dotyczy grupy IV)

16 Korelacja pomiedzy  stezeniami cytokin angiogennych a wybranymi 41
parametrami laboratoryjnymi i klinicznymi w badanych grupach

17 Korelacja liniowa pomiedzy stezeniami cytokin angiogennych w grupie 44
kontrolnej i u pacjentéw chorych na cukrzyce

18 Poréwnanie stosunku stezen cytokin wptywajgcych na angiogeneze w 45
badanych grupach chorych

19 Stosunek stezen VEGF/bFGF w badanych grupach chorych 46

20 Stosunek stezen VEGF/PEDF w badanych grupach chorych 46

21 Wyniki morfologii krwi obwodowej w badanych grupach 69

22 Woyniki innych wybranych badan laboratoryjnych w badanych grupach 70

23 Wyniki badania proteinogramu w badanych grupach 70




10. Spis rycin

Ryc. Tytut Str.

1 Leczenie przeciwcukrzycowe stosowane w poszczegélnych grupach 23
badanych

2 Stosowana terapia przeciw nadcisnieniu tetniczemu w badanych grupach 25
Ocena zmian w siatkbwce w skali punktowej w grupie IV - chorych na 26
cukrzyce zaawansowang, trwajaca 5-10 lat z retinopatia. (n=10).
Przedstawiono liczbe pacjentow, ktérzy uzyskali wynik 2, 4, 5, 6 i 8 punktow
w ocenianej skali
Prawidtowy obraz dna oka 27
Obraz dna oka z mikrotetniakami w tagodnej nieproliferacyjnej retinopatii 27
cukrzycowej

6 Obraz dna oka w umiarkowanej nieproliferacyjnej retinopatii cukrzycowej 28

7 Obraz dna oka w ciezkiej nieproliferacyjnej retinopatii cukrzycowe;j 28

8 Obraz dna oka w ze zmianami w proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej 29

9 Stezenie glukozy w surowicy krwi w badanych grupach 31

10 Stezenie endogennej insuliny w surowicy krwi w badanych grupach 32
(Kruskal-Wallis ANOVA by ranks)

11 Stezenie cholesterolu catkowitego w badanych grupach (Kruskal-Wallis 33
ANOVA by ranks)

12 Stezenie frakcji LDL cholesterolu w surowicy krwi w badanych grupach 34
(Kruskal-Wallis ANOVA by ranks)

13 Stezenie hemoglobiny glikowanej (HbA1c) w badanych grupach (Kruskal- 35
Walis ANOVA by ranks)

14 Stezenie VEGF w surowicy krwi w badanych grupach 38

15 Stezenie PEDF w surowicy krwi w badanych grupach (Kruskal-Wallis 39
ANOVA by ranks)

16 Stezenie bFGF w surowicy krwi w badanych grupach 40

17 Korelacja liniowa pomiedzy stezeniem VEGF a wartoscig glikemii na czczo 42

18 Korelacja liniowa pomiedzy stezeniem VEGF a stezeniem cholesterolu 42
catkowitego

19 Korelacja liniowa pomiedzy stezeniem VEGF a stezeniem frakcji LDL 43
cholesterolu

20 Korelacja liniowa pomiedzy stezeniem VEGF a stezeniem glikowanej 43
hemoglobiny (HbA1c)

21 Korelacje liniowe pomiedzy VEGF i bFGF u ludzi zdrowych i grupie chorych 44

na cukrzyce




11. ANEKS

Tab.21. Wyniki morfologii krwi obwodowej w badanych grupach

. GRUPA
odzal wynik | T T v

n % n Y% n % n %

norma 14 | 93,3 12| 100,0 |13 | 86,7 10 | 100,0

WBC <normy | 1 6,7 0 0,0 1 6,7 0 0,0
>normy 0 0,0 0 0,0 1 6,7 0 0,0

RBC norma 15| 100,0 | 10| 83,3 15| 100,0 | 10| 100,0
>normy | O 0,0 2 16,7 0 0,0 0 0,0

HGB norma 15| 100,0 | 11 91,7 15| 100,0 | 10| 100,0
>normy | O 0,0 1 8,3 0 0,0 0 0,0

HCT norma 15| 100,0 | 11 91,7 15| 100,0 |10| 100,0
>normy 0 0,0 1 8,3 0 0,0 0 0,0

PLT norma 15| 100,0 | 12| 100,0 |[15| 100,0 [10| 100,0

>normy 0 0 0 0 0 0 0 0

norma 3 20,0 3 25,0 4 26,7 2 20,0

Neutrofile < normy 4 26,7 3 25,0 3 30,0 1 10,0
>normy | 8 53,3 6 50,0 8 53,3 7 70,0

norma 6 40,0 3 25,0 7 46,7 5 50,0

Monocyty <normy | 9 60,0 8 66,7 8 53,3 5 50,0
>normy | O 0,0 1 8,3 0 0,0 0 0,0

norma 5 33,3 5 41,7 6 40,0 2 20,0

Eozynofile <normy | 1 6,7 1 8,3 1 6,7 3 30,0
>normy | 9 60,0 6 50,0 8 53,3 5 50,0

Bazofile norma 13| 86,7 12| 100,0 |14 | 93,3 9 90,0
<normy | 2 13,3 0 0,0 1 6,7 1 10,0

Nie stwierdzono istotnych r6znic w wynikach badan morfologicznych krwi

obwodowej pomiedzy badanymi grupami.



Tab. 22. Wyniki innych wybranych badan laboratoryjnych w badanych grupach

Rodzaj GRUPA
badania | (n=15) Il (n=12) Il (n=15) IV (n=10)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
AspAT 245 7,4 30,4 21,0 37,9 46,3 28,8 9,9
Bilirubina 13,9 2,4 14,7 2,6 15,1 3,2 14,6 6,6
Tab. 23. Wyniki badania proteinogramu w badanych grupach
GRUPA
Rodzaj badania wynik I Il 11 v
n % n % n % n %
norma 15 100,0 11 91,7 15 100,0 6 60,0
Biatko catkowite | < normy 0 0,0 0 0,0 0 0,0 4 40,0
>normy 0 0,0 1 8,3 0 0,0 0 0,0
alfa 1 globuliny norma 4 26,7 9 75,0 5 33,3 6 60,0
>normy 11 73,3 3 25,0 10 66,7 4 40,0
norma 10 66,7 8 66,7 13 86,7 10 100,0
alfa 2 globuliny < normy 0 0,0 2 16,7 0 0,0 0 0,0
>normy 5 33,3 2 16,7 2 13,3 0 0,0
beta globuliny norma 14 93,3 10 83,3 11 73,3 9 90,0
< normy 1 6,7 2 16,7 4 26,7 1 10,0
gamma norma 14 93,3 10 83,3 14 93,3 10 100,0
globuliny >normy 1 6,7 2 16,7 1 6,7 0 0,0

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w stezeniu AspAT, bilirubiny

catkowitej, biatka catkowitego, alfa1, alfa2, beta i gamma globulin w surowicy

krwi pomiedzy grupg o kontrolng a chorymi na cukrzyce, ani pomiedzy

poszczegOllnymi grupami chorych na cukrzyce
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