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MORFOMETRIJSKA ANALIZA PROMENA NA OCNOM DNU OSOBA
SA DIJABETESNOM RETINOPATIJOM | NJIHOVA KORELACIA SA
BIOMARKERIMA INFLAMACIJE

Sazetak

Cilj studije: Cilj sprovedene studije bio je utvrdivanje povezanosti standardnih bio-
markera inflamacije kao §to su sedimentacija, fibrinogen, C-reaktivni protein, holesterol i nje-
gove frakcije trigliceridi kao i novog biomarkera inflamacije hitinaza 3 protein 1 u krvi ispita-
nika u pacijenata sa razli¢itim stadijumom dijabetesne retinopatije.

Metode: U krvi svih ispitanika odredivani su standardni biohemijski parametri (glike-
mija, holesterol i njegove frakcije, trigliceridi, HbAlc, urea, kreatinin), standardni biomarkeri
inflamacije (sedimentacija, fibrinogen, C-reaktivni protein), i hitinaza 3 protein 1, nov bio-
marker inflamacije. Intenzitet oksidativnog stresa pratili smo odredivanjem vrednosti produ-
kata uznapredovale oksidacije proteina, TBA-reagujucih substanci i ukupnih SH grupa. Dobi-
jeni rezultati obradivani su statistickim programom, Sigma stat verzija 3,5. Koris¢eni su
Mann-Whitney Rank Sum Test i Studentov t test.

Digitalne slike o¢nog dna ispitanika, blagom neproliferativnom dijabetesnom reti-
nopatijom i teSkom preproliferativnom su podeljene u pet razli¢itih zona, koncentri¢nih, sa
centrom na optickom disku. Nakon morfoloske analize digitalne fotografije su dodatno
kvantitativno analizirane uz pomocu sistema za procesiranje i analizu digitalne slike ImageJ

(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Statisti¢ki paket SPSS verzija 16 je koriscena za statisticku analizu

dobijenih rezultata. One Way ANOVA je koris¢ena za utvrdivanje statisticke zanacajnosti
Dodatne razlike izmedu tri grupe ispitanika analizirane su pomocu Tukey’s i Games-Howell
post hoc testova.

Rezultati: Redukcija broja krvnih sudova i povecanje njihovog spoljasnjeg dijametra,
uoceno je na o¢nom dnu sa progresijom dijabetesne retinopatije. Parametri sistemske inflama-
cije bili su statisticki znacajno visi u ispitanika sa dijabetesom i retinopatijom.

Zakljucak: Morfometrijska analiza dijametra i broja krvnih sudova na digitalnim
fotografijama oc¢nog dna moze biti znacajna za skrining dijabetesne retinopatije. Parametri
inflamacije kao sto su C reaktivni protein, hitinaza 3 protein 1 i parametri oksidativnog stresa

su znacajni za nastanak i napredovanje dijabetesne retinopatije.

Kljuéne redi: dijabetesna retinopatija, biomarkeri inflamacije, YKL-40, krvni sudovi

retine
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MORPHOMETRIC ANALYZE OF CHANGES ON FUNDUS IN DIABETIC
RETINOPATHY PATIENTS AND THEIR CORELATION WITH BIOMARKERS OF
SYSTEMIC INFLAMMATION

Summary

Purpose: The aim of our study was to assess basic inflammatory biomarkers such as
erythrocyte sedimentation rate, C reactive protein, plasma fibrinogen, plasma triglyceride,
total plasma cholesterol, cholesterol fractions, and as new biomarker of inflammation chiti-
nase-3-like protein-1 in peripheral blood samples of DMT2 patients at different stages of
diabetic retinopathy, as well as, to try to establish the relationship between their values and
the severity of it.

Method: Standard biochemical parameters (fastig glucosae, cholesterol and its
fractions, triglycerides, HbAlc, urea, creatinine), biomarkers of inflammation (erythrocyte
sedimentation rate, C-reactive protein and fibrinogen) as well as new one chitinase-3-like
protein-1, and biomarkers of oxidative stress (SH groups, advanced oxidation protein product
and TBA-reactive substances) have been measured in blood samples. Sigma Stat package for
statistical analyze has been used (Mann-Whitney Rank Sum Test and Student's t-test). Main
measures and outcomes: We measure number, diameter of retinal blood vessels on digital
photography of retina on optic disc and in five different parts concentric to optic disc, in
patients with diabetic retinopathy. Morphmetric analysis of digital retinal photography with

ImageJ software (http://rsbweb. nih.gov/ij/), has been preformed in patients with diabetic

retinopathy. Differences between morphometric parameters and the blood test analysis results
were evaluated with Student’s t-test. One Way ANOVA was used to establish the significance
of differences. Additional difference between groups were tested with Tukey’s and Games-
Howell post hoc tests.

Results: Mean number of the blood vessels per retinal zone was significantly higher in
the group with RDNP than in the group with RDPP in optic disc and all five retinal zones.
The average outer diameter of the evaluated retinal zones and optic disc vessels was signifi-
cantly higher in the RDPP than in the RDNP group. Inflammatory markers were moderately
higher in the RDPP than in the RDNP group, and controls. The values of markers of oxidative
stess showed similar trend.

Conclusion: Morphological analyze of digital fundus photography is a valuable for
screening of diabetic retinopathy. Inflammatory markers as C-reactive protein, chistinasa-3-
like protein-1 and markers of oxidative stress may be also important in following of diabetic
retinopathy.
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Uvobn

Dijabetesna retinopatija je mikrovaskularna komplikacija dijabetes melitusa koja dovodi do
oStecenja krvnih sudova retine, smanjenja perfuzije, nastanka ishemije i oStecenja funkcija retine.
Prema istrazivanju Medunarodne federacije za dijabetes (International Diabetes Federation), proce-
njuje se da od dijabetesa trenutno u svetu boluje priblizno 285 miliona ljudi. Predpostavija se da ce,
do 2030. godine, broj obolelih od dijabetesa premasiti cifru od 552 miliona. Isti izvor navodi da 4,6
miliona ljudi umire od posledica dijabetes, a procenjeni troskovi lecenja i prevencije iznose 465 mili-
Jardi americkih dolara na godisnjem nivou. Izmedu 60-80% direkinih troskova ne odnosi se na lecenje
osnovne bolesti, ve¢ se utrosi na zbrinjavanje njenih komplikacija.

Dijabetesna retinopatija je vodecéi uzrok gubitka ostrine vida i slepila radno sposobnog
stanovnistva. Vise od 12000 ljudi obolelih od dijabetesa godisnje oslepi usled razvoja retinopatije. U
trenutku postavljanja dijagnoze dijabetes tip 2, cesto ve¢ postoje pocetne promene na ocnom dnu. U
prvih 20 godina, kod 60% obolelih od dijabetesa se razvije neka forma dijabetesne retinopatije.

Ucestalost dijabetesa u nasoj zemlji krece se oko 8,6%, Sto znaci da od dijabetesa u Srbiji
trenutno boluje oko 630 000 ljudi. Procene ukazuju da ¢e se broj osoba sa dijabetesom, u nasoj zemlji
do 2030. godine povecati na 10,2% populacije, odnosno oko 730 000 ljudi. Vise od 90% obolelih od
dijabetesa ima dijabetesa tip 2. Najveci broj osoba sa dijabetesom tip 2 je uzrasta izmedu 40-59 go-
dina starosti, mada se u poslednje vreme sve cesce otkriva i kod mladih osoba. Simptomi dijabetesa
tipa 2 su blagi, bolest cesto protice neopazeno i dijagnostikuje se kada su ve¢ prisutne komplikacije.

Prema podacima Registra za dijabetes u Srbiji, godisnje se u proseku, evidentira priblizno 17
000 novih slucajeva dijabetesa tip 2, a u trenutku postavljanja dijagnoze, trecina novoobolelih veé ima
Jjednu ili vise kasnih komplikacija-ishemijsku bolest srca, moZdani udar, dijabetesno stopalo, retinopa-
tiju, neuropatiju ili nefropatiju. Za 2008-2009. godinu prevalenca hronicnih komplikacija kod prijav-
ljenih bolesnika sa dijabetesom tip 2 u Srbiji iznosi za retinopatiju 4,6%. Za 2010. godinu, ukupan
broj prijavljenih slucajeva sa dijabetesom tip 2 je 853, u Nisavskom okrugu. Precizan broj osoba sa
prisutnim mikrovaskularnim komplikacijama u Nisavskom okrugu nije poznat, obzirom da ne postoji
adekvatno prijavljivanje samog oboljenja kao i njegovih mikrovaskularnih komplikacija.

Uprkos dobroj kontroli glikemije, krvnog pritiska i upotrebi terapije za regulaciju nivoa
masnoce u krvi, broj bolesnika sa retinopatijom raste, a terapijski postupci su jos uvek ograniceni.
Prisutna su i znacajna ogranicenja, kao i brojni nezeljeni i sporedni efekti dosadasnje terapije. Otud,

postoji potreba za razvojem nove strategije prevencije i lecenja dijabetesne retinopatije.
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1.1. DIJABETES MELITUS | DIJABETESNA RETINOPATIJA

Dijabetes melitus (DM) je grupa metabolickih bolesti koju karakterise hroni¢na hiper-
glikemija, nastala zbog deficita u sekreciji insulina, rezistencije tkiva na njegovo dejstvo, ili
usled istovremenog prisustva oba poremecaja (American Diabetes Association, 2013). Pored
poremecaja u metabolizmu glikoze, u dijabetesu je poremecéen metabolizam masti i proteina.

Mehanizami ukljuc¢eni u nastanak DM su: autoimuna destrukcija B ¢elija pankreasa,
koja dovodi do deficita insulina i rezistencija tkiva na dejstvo insulina (American Diabetes
Association, 2013). Poremecaj insulinske sekrecije i deficit dejstva insulina najéesce su isto-
vremeno prisutni. Nedovoljno je jasno koji poremecaj je primarni uzrok hiperglikemije.

Prema etiopatogentskom mehanizmu, DM kategorisemo u 4 osnovne kategorije:

dijabetes tip 1
dijabetes tip 2

drugi specifi¢ni oblici dijabetesa

A w0 np e

gestacijski dijabetes.

U dijabetesu tip 1 (DMT1) prisutan je apsolutni deficit sekrecije insulina. Dijabetes tip
2 (DMT2) je ¢esci, u oko 90-95 % svih pacijenata sa dijagnozom DM. Ovaj tip dijabetesa
nastaje prevashodno usled rezistencije na dejstvo insulina sa relativnim deficitom u njegovoj
sekreciji.

Dijabetes dovodi do nastanka razli¢itih komplikacija, koje mozemo svrstati u akutne i
hroni¢ne komplikacije DM. Akutne komplikacije su: dijabetesna ketoacidoza, laktatna acido-
za, dijabetesno neketogeno hiperosmolarno stanje i hipoglikemija (Nacionalni vodi¢ dobre
Klinicke prakse za dijagnostikovanje i leCenje dijabetes mellitusa, 2012). Hroni¢ne kompli-
kacije, su hroni¢nog progresivnog toka, zahvataju krvne sudove i mogu biti makrovaskularne
I mikrovaskularne. Makrovaskularne komplikacije predstavljaju agresivnu formu ateroskle-

roze. One dovode do povecane ucestalosti infarkta miokarda, infarkta mozga i gangrene
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stopala u osoba obolelih od dijabetesa. U nastanku ateroskleroze znacajnu ulogu igraju
abnormalnosti u zidu krvnog suda, trombocitima, eritrocitima i metabolizmu lipida. Pusenje i
hipertenzija takode igraju znacajnu ulogu. Mikrovaskularna bolest koja zahvata retinu dovodi
do dijabetesne retinopatije, zahvatanje bubrega dovodi do dijabetesne nefropatije, a vasa
nervorum do dijabetesne neuropatije. Bolest malih krvnih sudova moze zahvatiti i srce, tako
da se opisuje kardiomegalija sa sr¢anom insuficijencijom.

Na o¢ima, kod bolesnika sa DM, mogu se javiti razli¢ite promene: na kapcima nastaju
xanthelasme, menja se sastav suznog filma, smanjuje osetljivost roznjace, nastaju erozije i
bakterijske infekcije. Na duzici moze doc¢i do razvoja novih krvnih sudova i mioze. Dijabetes
je udruzen sa nastankom primarnog glaukoma otvorenog ugla i sekundarnog neovaskularnog
glaukoma. Kod osoba sa dijabetesom dolazi do poremecaja refrakcije oka i 2-4 puta povecava
rizik od nastanka zamuéenja u socivu. Uzrok je prednjih uveita, ostecenja optickog nerva i
nastanka dijabetesne retinopatije (RD) (Tharnalley i Kempler, 2008).

Dijabetesna retinopatija je mikrovaskularna komplikacija DM koja predstavlja
odgovor na sistemski poremecaj i dovodi do oSteCenja krvnih sudova retine, smanjenja
perfuzije, nastanka ishemije i oSteéenja funkcija retine (Diabetic Retinopathy Guidelines,
RCOphth, 2012). Retinalno tkivo ¢ini veliki broj ¢elija od ¢ije meducelijske komunikacije
zavisi normalno finkcionisanje retine. Hroni¢na hiperglikemija ostecuje vecinu celija retine:
¢elije krvnih sudova retine (endotelne celije i1 pericite), neurone (fotoreceptore, bipolarne,
horizontalne, amakrine i ganglionarne), glijalne ¢elije (Miller-ove ¢elije i astrocite), mikrogli-
jalne i ¢elije retinalnog pigmentnog epitela (RPE) (Duker, 2004). Neposredno pre ostecenja,
ove c¢elije se aktiviraju i produkuju razlicite medijatore: faktore rasta, vazoaktivne supstance,
proinflamatorne faktore, faktore koagulacije i adhezione molekule (Abu El-Asrar i sar., 2004;
Adamis i Berman, 2008; Abu El-Asrar i sar., 2009). Oslobodeni medijatori dovode do pove-
¢anja protoka krvi, povecane kapilarne propustljivosti, proliferacije ekstracelularnog matriksa,
zadebljanja bazalne membrane krvnih sudova, ubrzane ¢elijske modifikacije (apoptoze, proli-
feracije, hipertofije Celija), prokoagulantnih i proagregacionih materija. Opisane promene,
dovode do angiogeneze i remodelacije tkiva (Ceriello, 1993; Brownlee, 2005a; Caballero i
sar., 2007; Goldberg, 2009). Ostecenja celija retine usled DM zavisi od nivoa glikoze u krvi,
lipida, hormona, aminokiselina i biomarkera inflamacije (Schubert, 2004; Kern, 2007).

Histoloskim studijama, uocene vaskularne lezije u ranim stadijumima RD karakterisSe
prisustvo sakularnih kapilarnih mikroaneurizmi nastalih gubitkom pericita, obliteracijom i
degeneracijom kapilara (Bresnick, 1977; Blair i sar., 2008). Promene u zidu kapilara menjaju

propusnu mo¢ i dovode do redukcije retinalne perfuzije. Mehanizmi koji doprinose degenera-
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ciji retinalne kapilarne mreze su: okluzija lumena krvnih sudova trombocitima i leukocitima,
apoptoza kapilarnih celija sekundarno nastala biohemijskim procesima u samim ¢elijama
krvnih sudova i sekundarnim produktima okolnih ¢elija, pre svega neurona i glijalnog tkiva
(Kern, 2007).

Gubitak ganglijskih ¢elija dokazan je u humanom tkivu i u retini eksperimentalnih
zivotinja. Neurodegenerativne promene, nastaju rano, zbog cega se neurodegeneracija moze
smatrati prediktivnim faktorom u razvoju o$teéenja ¢elija krvnih sudova (Calcutt i sar., 2009).
Fenotipsko ispoljavanja fibrilarnog kiselog proteina (GFAP), znaka glijalne aktivacije, utice
na stepen ostecenja glijalnih ¢elija (Schubert, 2004).

Osnovni biohemijski procesi povezani sa hroni¢énom hiperglikemijom i potvrdeni u
tkivu retine osoba sa DM su: aktivaciju protein kinaza C (PKC), povecani nastanak produkata
uznapredovale glikacije (AGEs), nastanak poliola, intenziviranje puta heksozamina, aktivaciju
renin-angiotenzin sistema (RAS) i povisena produkcija reaktivnih vrsta kiseonika (RVK)
(Mohamed, 2007; Cefalu, 2009; Stolba, 2008).

Tacan mehanizam nastanka, redosled desavanja i uloga svakog od navedenih procesa

u nastanku promena na o¢nom dnu bolesnika sa DM nije u potpunosti poznata.

1.2. TEORIJE PATOGENEZE DIJABETESNE RETINOPATIJE

1.2.1. Faktori rasta

Smatra se da faktori rasta imaju znac¢ajnu ulogu u nastanku i progresiji RD (Gariano,
2005; Feng i sar., 2009; Gaengel, 2009).

Michaelson je pre 65 godina postavio koncept stimulacije neovaskularnih retinopatija
koju uzrokuje nepoznati faktor (Michaelson, 1948). Ovaj ,,faktor je tada oznacen kao “x fak-
tor”, danas poznat kao vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) (Homayouni, 2009)(slika 1).
Vaskularni endotelni faktor rasta smatra se kljucnim faktorom angiogeneze i vaskularne pro-
pustljivosti (Al-Kateb i sar., 2007; Gaengel, 2009, Sapieha i sar., 2010).

Porodica VEGF obuhvata placentarni faktor rasta (PLGF), VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D i VEGF-E (Homayouni, 2009). Vaskularni endotelni faktor rasta - A se
smatra najodgovornijim za nastanak patoloske neovaskularizacije u oku (Gariano, 2005;
Zhang, 2006; Engin i sar., 2010) (slika 1).
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Slika 1. Vaskularni endotelni faktor rasta (www. RCSB-Protein Date Bank).

Na eksperimentalnim modelima je dokazano da VEGF ima ulogu u nastanku i regresiji
neovaskularizacije (Gerhardt, 2003; Carmeliet, 2003). U humanim uzorcima staklastog tela
kod bolesnika sa proliferativnom formom RD dokazana je povecana koncentracija VEGF
(Sapieha, 2010).

Gen koji regulise sintezu VEGF-A nalazi se na hromozomu 6p12.3 i sastoji se iz 8
egzona i 8 umetnutih introna (Homayouni, 2009). Miller-ove ¢elije i ganglijske celije retine
smatraju se osnovnim izvorom VEGF-A u oku. Postoji devet izoformi ovog molekula VEGF-
Ai21, VEGF-Ays5, VEGF-Ayss, VEGF-Assr, VEGF-Args, VEGF-Agssy, VEGF-Aqgs, VEGF-
Aigo | VEGF-Aygs (Statton i sar., 2000; Stalmans i sar., 2002). Razli¢ite izoforme ovog mole-
kula poseduju razlicite afinitete prema vezivanju za protein-sulfat proteoglikana celijskih
membrana (Perrin i sar., 2005, Penn i sar., 2008). Svoje efekte ostvaruje vezujuci se za recep-
tore, VEGF receptor 1 i receptor 2, i aktivira tirozin kinaza signalni put. Receptor 2 za VEGF
se smatra zna¢ajnijim u procesu neovaskularizacije (Qaum i sar., 2001; Kitada i sar., 2010).

Vaskularni endotelni faktor-A indukuje angiogenezu migracijom endotelnih celija,
stimulacijom mitoze, uticajem na aktivnost metan monooksigenaze, integrina, vitronectin
receptora (avfp3). On utice na odrzanje lumena krvnog suda kao i na nastanak i odrzavanje
fenestri na lumenu krvnih sudova retine (Gargalovic, 2006; Krady i sar., 2005). Vaskularni
endotelni faktor A odrzava integritet RPE, Bruhove membrane i endotelnih éelija krvnih
sudova horoideae (Zhang i Wang, 2006; Ruiz, i sar., 2009). Najverovatnije inhibira apoptozu
endotelnih ¢elija, pa se smatra faktorom njihovog opstanka.

Poznato je da VEGF A deluje hemotakti¢cno na makrofage i granulocite i da izaziva
vazodilataciju uzrokovanu produkcijom azot monoksida (NO)(Caldwell i sar., 2005; Zhang i
Wang, 2006). Povecana propustljivosti krvnih sudova, hemotakti¢no dejstvo na monocite i
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granulocite objasnjava ulogu VEGF A u procesu inflamacije i nastanku makularnog edema
kod bolesnika sa RD (Noguyen i Tatlipinar, 2006).

Upotreba inhibitora VEGF, anti-VEGF, uspesno suprimira neovaskularizaciju uzroko-
vanu hipoksijom (Wong i sar., 2006; Tammela i sar., 2008). Dejstvom VEGF moze se objas-
niti neovaskularizacija, medutim, VEGF ne predstavljalju direktnu vezu izmedu hiperglikemi-

je i ostecenje vaskularne mreze retine kod osoba sa DM.

1.2.2. Sistem renin-angiotenzin

Novije teorije patogeneze RD ukazuju na vezu aktivacije sistema RAS sa nastankom i
progresijom RD. Angiotenzin Il, krajnji produkt sistema RAS, putem receptora tip 1 (AT1R),
dovodi do povecane sinteze intracelularnog athezionog molekula (ICAM-1) i VEGF na nivou
retine (Yao i sar., 2008; Tammela i sar., 2008). Povecana sinteza ICAM povecava atheziju
leukocita i leukostazu na nivo retinalnih krvnih sudova dovodi do inflamacije, ishemije i
dodatne produkcije VEGF. Vaskularni endotelni faktor rasta povecava vaskularnu permeabil-
nost, vezuje se za receptore AGE (RAGE) i potencira produkciju RVK na nivou endotelnih
¢elija krvnih sudova retine (Silva i sar., 2009.) Angiotenzin Il direktno indukuje sintezu nukle-
arni faktor kapa B (NF-kB) i uti¢e na apoptozu endotelnih ¢elija.

Vezujuéi se za receptor AT1R, utie na posttranskripcinonom nivou na sintezu sinap-
tofizina, glavnog proteina na nivou sinapse neuroretinalnog tkiva, smanjuju¢i njegovu sintezu.
Aktivacijom sistema proteaza (UPS) dovodi do povecane razgradnje sinaptofizina u neurore-
tinalnim ¢elijama. Dakle, sistem RAS aktiviranjem procesa inflamacije i poremecajem proce-

sa neurotransmisije na nivou neuroretinalnog sloja moze dovesti do nastanka 1 progresije RD.

1.2.3. Inflamacija

Inflamacija je nespecifi¢ni odgovor na ostec¢enje u kome ucestvuje veliki broj funkcio-
nalnih molekula i medijatora. Primarni efekat inflamacije je koristan, ali tokom hronic¢ne faze
ona moze imati i nezeljene efekte na tkivo (Kayser 2009; Kim i sar., 2010). Povec¢ana ekspre-
sija brojnih inflamatornih markera regulisana je na nivou genetske transkripcije kroz aktiva-
ciju proinflamatornih transkriptornih faktora, uklju¢uju¢i NF-kB (Romeo i sar., 2002; Zheng i
sar., 2004). Ovi proinflamatorni transkripcioni faktori imaju aktivnu i kriticnu ulogu u pojaca-

vanju i ubrzavanju inflamacije i doprinose ostecenju ¢elija i apoptozi.
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Dijabetesna retinopatija dugo vremena nije bila prepoznata kao inflamatorna bolest jer
se retina smatrala imunoprivilegovanim tkivom. Medutim, brojne studije dokazuju da je sis-
temska inflamacija moguci pokretacki mehanizam DM i nastanka vaskularnih komplikacija
ove bolesti (Adamis, 2002; Adamis i Berman, 2008; Kern, 2007). Tipi¢ni klini¢ki znaci RD,
edem i neovaskularizacija karakteristicni su za inflamatorne procese i sugerisu potencijalnu
ulogu inflamacije u patogenezi RD (Kern, 2007; Blair i sar., 2008; Bek, 2010)(slika 2).

Inflamacija (TNFa,IL-6, IL-1B,IL18, Cl.lP)
funkcija - Adiponektin

Patofizioloski

putevi endotelna dis

Anti-inflamacija, anti-

Faktori

i Gojaznost, insulinska rezistencija Hipergukemija,f FFA, dislipidemija, hipertenzija

Dijabeti¢na
vaskulopatija

Stadijum
bolesti

Rizik Predijabetes

(NGT)  (IGT, IFG) Dijabetes

Slika 2. Inflamacija, disfunkcija endotela i prokoagulantno stanje: konceptualni dijagram koji povezu-
je patogenetske puteve sa faktorima rizika za progresiju dijabetesa i nastanak makro i mikrovasku-
larnih komplikacija.

Razmatranje da je inflamacija bitan patogenetski faktor za nastanak i progresiju RD
pokrenulo je veéi broj studija 0 udruzenosti biomarkera sistemske inflamacije sa RD kao $to
su: fibrinogen, sedimentacija, C-reaktivni protein (CRP), interleukin 1, 6 i 8 ( IL-1, IL-6 i IL-
8), tumor nekrosis faktor a (TNF a), ICAM, vaskularni celularni adhezioni molekul (VCAM
1) i inducibilna azot oksid sintetaza (iNOS) (Alexandraki i sar., 2006, Fiedler i sar., 2006;
Yoshimura i sar., 2009; Andereassen i sar., 2010). Medutim, navedena ispitivanja su dala
limitirajuce i ponekad kontradiktorne rezultate o direktnoj ulozi inflamacije u patogenezi pro-
mena na krvnim sudovima retine kod bolesnika sa RD (Lee i sar., 2008). Studije koje su spro-
veli Joussen (2004) i Spijkerman (2007) potvrduju povezanost RD sa biomarkerima inflama-
cije, dok studije koje su sproveli Bild (2002), Schram (2005) i Van Hecke (2005) opovrgavaju
ovu povezanost. Giebel i sar. (2005) su uocili povisene vrednosti matriks metaloproteinaza
(MMP) i to MMP-2/Zelatinaze A, kao i MMP-9/Zelatinaze B u epiretinalnim membranama na
animalnim modelima. Povisenim vrednostima MMP se moze objasniti oStecenje bazalne
membrane krvnih sudova, migracija endotelnih ¢elija i njihova proliferacija, i nastanak acelu-

larnih krvnih sudova kod pacova sa proliferativnom formom RD. U uzorcima oc¢ne vodice
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ispitanika sa proliferativnom RD uocen je povisen nivo IL-8, MMP-9, VEGF, ICAM i prote-
inskog derivata izolovanog iz epitela (PEDF) (Petrovic i sar., 2007; Funatsu i sar., 2009).

Razlike u rezultatima studija povezane su najverovatnije sa razlikom u stadijumima
same RD, velicinom uzorka, neadekvatnom kontrolom kofaktora, ¢estim kori$¢enjem animal-
nih modela (Tapp i sar., 2003).

Otezavajuce cinjenice za proucavanje biomarkera inflamacije u tkivu oka su: relativno
mala koli¢ina humanog retinalnog tkiva, staklastog tela, epiretinalnih membrana i o¢ne vodice
dostupna istrazivanju (Stalmans i sar., 2002; de Gooyer, 2006, Tikhonenko i sar., 2010).
Metode uzorkovanja su komplikovane i invazivne, §to otezava njihovu primenu u svako-
dnevnoj praksi.

Cinjenicu da retinalno tkivo nije izvor inflamacije, ve¢ da do retine dospevaju biomar-
keri inflamacije sistemskom cirkulacijom, oStecujuci vaskularnu mrezu retine, opravdava pra-

¢enje sistemskih biomarkera inflamacije u krvi.

1.2.3.1. Biomarkeri inflamacije u dijabetesnoj retinopatiji

Potvrdeno je da se u osnovi nastanaka i razvoja mikrovaskularnih promena kod boles-
nika sa DMT2 nalazi hroni¢na inflamacija. Pouzdani biomarkeri sistemske inflamacije u
cirkulaciji, i njihova medusobna korelacija, su predmet brojnih istrazivanja. Naj¢esce istra-
zivani su: ukupan broj leukocita, sedimentacija, fibrinogen, CRP, serum amiloid A (SAA),
TNF-a, tkivni plazminogen aktivator, IL-6, homocistein, D-dimer, ICAM-1 ¢ije su koncen-
tracije povecane tokom nastanka mikroangiopatije (Abiko i sar., 2003; Abu El-Asrar i sar.,
2004; Brucklacher i sar., 2008).

Serum amiloid A je reaktant akutne faze inflamacije i pripada grupi porodice apolipo-
proteina. sintetiSe se u jetri, ima vaznu ulogu u transportu holesterola do jetre i njegovoj eks-
kreciji iz zu¢i, kao i u aktivaciji ¢elija imuniteta na mestu inflamacije. Serum amiloid A je
znacajan biomarker u hroni¢nim inflamatornim bolestima kao $to su amiloidoza, ateroskle-
roza i reumatoidni artritis. Novije studije pokazuju i njegovu direktnu korelaciju sa sedimen-
tacijom i indeksom telesne mase (eng. body mass index-BMI) (Sattar, 2012).

Beaver Dam Eye Study je pokazala korelaciju povecanja dijametra venula i Smanjenje
dijametra arteriola sa povecanjem koncentracije CRP-a, IL-6 i SAA u serumu ispitanika sa
DM (Klein i sar., 2006). Uloga SAA u promeni dijametra krvnih sudova retine moze objasniti
I aktivaciju pojedinih enzima koji dovode do degradacije ekstracelularnog matriksa. C-reak-
tivni protein i SAA su biomarkeri inflamacije, ali se razlikuju u odnosu na grupe citokina

preko kojih ostvaruju svoje efekte (Sattar i Hingorani., 2009). SAA se smatra senzitivnijim
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biomarkerom inflamacije u kardiovaskularnim i ne kardovaskularnim procesima, nego u
pokrenutim inflamatornim mehanizmina odgovornim za nastanak retinalnih mikrovaskularnih
promena.

Interleukin 6 pripada grupi inflamatornih citokina. U humanoj populaciji je kodiran
IL-6 genom, koji ima razli¢ite uloge u limfoidnom i non limfoidnom tkivu (Mocan i sar.,
2006). Znacajan je za produkciju i diferencijaciju B ¢elija, kao i indukciju proizvodnje imuno-
globulina, kao $to je IgE. Ucestvuje u promociji T Eelija i njihovoj diferencijaciji, a zajedno sa
IL-3 ucestvuje u procesu hematopoeze, posebno neutrofila. Ucestvuje u sintezi biomarkera
akutne faze inflamacije: fibrinogena, SAA, haptoglobina, CRP na nivou hepatocita. Interle-
ukin 6 indirektno, putem porasta biomarkera inflamacije povecava sedimentaciju (Mzsliwiec i
sar., 2008). Lako prolazi krvno-mozdanu, ali i barijeru krv-retina i moze se uzorkovati iz o¢ne
vodice i staklastog tela. Dokazno je da ga sekretuju i adipociti, makrofagi. Interleukin 6
produkuju i adipociti, §to objasnjava povisene vrednosti kod gojaznih. Dokazana je i produk-
cija na nivou glatkomisi¢nih ¢elija i tunike mediae krvnih sudova, gde je potvrdeno da ostva-
ruje, pre svega, proinflamatorno dejstvo. Smatra se da IL-6 ima znacajnu ulogu u nastanku
oboljenja, kao $to su DM, ateroskleroza, depresija, sistemski lupus, multipli mijelom,
Alzheimer-ova bolest, karcinom prostate, reumatoidni artrit (Ishihara i Hirano, 2003).

Tumor nekrozis faktor a je citokin uklju¢en u akutnu fazu inflamatornog odgovora.
Produkuju ga makrofage, CD4" limfociti, mastociti, endotelne éelije, adipociti, fibroblasti,
misi¢ne celije srca i neuroni. Tumor nekrozis faktor o regulie aktivnost brojnih celija
ukljucenih u imuni odgovor i ucestvuje u éelijskoj apoptozi (Mzsliwiec i sar., 2008). Povisen
nivo TNF o na nivou jetre stimulise sintezu biomarkera akutne faze, podize nivo CRP-g,
indukuje insulinsku rezistencu, omogucava migraciju neutrofila i deluje potencijalno hemo-
takti¢no, stimuliSe fagocitozu i produkciju IL-1, oksidanasa i inflamatornog lipida, prosta-
glandina E2 (PGE2) (Trujillo i Scherer, 2006). Tumor nekrozis faktor a. se moze detektovati u
o¢noj vodici bolesnika sa DM. Koncentracija ovog citokina u o¢noj vodici korelira sa
njegovom koncentracijom u plazmi i stepenom uznapredovalosti RD (Mzsliwiec i sar., 2008).
Tumor nekrozis faktor o dovodi do endotelne disfunkcije, indukuju leukocitno endotelnu
adheziju, indukuju NADPH oksidaznu aktivnost i produkciju RVK, (Al-Shabrawey i sar.,
2006). U in vivo studijama TNF a podstic¢e angiogenezu VEGF-posredovanim putem, dovodi
do povecane vaskularne permeabilnosti i narusava barijeru krv-retina.

Biomarkeri, koji mogu imati ulogu u nastanku i evoluciji mikrovaskularnih komplika-
cija kod bolesnika sa DMT?2 su: eritropoetin, pentozidin, cistatin C, rezistin, F2t-iso-prosta-

glandin, paraoxonaza 1, homocistein (Dyer i sar., 1991; Hofman i sar., 1998; Kaviarasan i
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sar., 2009). Cistatin C, rezistin, F2t-iso-prostaglandin i homocistein pokazuju znac¢ajnu pove-
zanost sa nastankom dijabetesnoj nefropatije (Hultberg i sar., 1991; Salman i sar., 2009;
Massaki i sar., 2010; Kerkein i sar., 2012). F2t-iso-prostaglandin i pentozidin, paraoxonaza 1 i
ceruloplazmin su znacajni biomarkeri oksidativnog stresa kod bolesnika sa DMT2 i moguc¢i
su pokazatelji hroni¢nih mikrovaskularnih komplikacija (Kaysen, 2009).

Posebano znacajan izvor biomarkera inflamacije predstavlja masno tkivo. Adipociti
produkuju brojne biomarkere inflamacije (IL-6, TNF a), i uticu na metabolizam ugljenih hid-
rata, lipida i sekreciju insulina. Dokazana je pozitivna korelacija izmedu povecane koli¢ine
masnog tkiva i biomarkera inflamacije kao $to je CRP. Adipociti luce i adipokine, kao sto je
adiponektin, koji ostvaruje pozitivan efekat na smanjenje inflamacije i poboljSanje funkcije
endotelnih ¢elija (Trujillo i Scherer, 2006).

Prema prisutnim podacima u literaturi, za sada ne postoji definisan biomarker kojim bi

se mogao pratiti nastanak i progresija diabetesne retinopatije.

1.2.3.2. Ukupan broj leukocita

McLeod i sar. (1995) su prvi dokazali da se u krvi krvnih sudovi retine kod osoba sa
RD nalazi povisen broj leukocita. Joussen i sar. (2004) su dokazali da je povecana propust-
ljivost krvnih sudova retine, kapilarna non perfuzija i ostecenje endotelnih ¢elija, privremenog
karaktera i da je u vezi sa stazom leukocita na nivou retinalne vaskulature. Promene u zidu
malih krvnih sudova retine, pre svega na animalnim modelima i in vitro istraZivanjima, obu-
hvataju: promene u dijametru i broju retinalnih krvnih sudova, migraciju i redukciju pericita i
endotelnih celija retine, nastanak acelularnih kapilarnih krvnih sudova i zadebljanje bazalne
membrane krvnih sudova retine. Medutim, tacna uloga povecanja broja leukocita u sistemskoj
cirkulaciji nema za sada adekvatnog obja$njenja. Joussen i sar. (2004) iznose pretpostavku da,
pre svega, kod ispitanika sa DM, neutrofili, putem Fas-Fas ligand zavisnog tipa, indukuju
apoptozu endotelnih ¢elija retine i dovode do sloma barijere krv-retina, koja se smatra kljuc-
nim mehanizmom nastanka RD.

Roterdamska studija dokazuje povezanost povisenog broja leukocita u krvi kod osoba
sa DMT2 i RD sa povec¢anjem dijametra venula i dilatacijom kapilara (Ikram i sar., 2004).
Klinicka studija preseka, koja je sprovedena na 30793 korejskih ispitanika, dokazala je pove-
¢anje broja neutrofila u krvi i njihovu povezanost sa prisustvom i tezinom RD (Woo i sar.,
2011).

Mehanizam dejstva leukocitoze, pre svega neutrofilije, u nastanku RD moze se za sada

objasniti dvema hipotezama: 1) kod ispitanika sa DM neutrofili, putem Fas-Fas ligand zavis-



PREGLED LITERATURE s

nog tipa, indukuju apoptozu endotelnih celija retine i dovode do sloma barijere krv-retina,
koja se smatra klju¢nim nastanka RD; 2) nastanakom kvalitativnih izmena samih neutrofila

usled hroni¢ne hiperglikemije (Woo i sar., 2011).

1.2.3.3. Sedimentacija

Sedimentacija je najstariji parametar akutne inflamacije. Woo i sar. (2011) u svojoj
studiji univarijantnom analizom pokazuju povezanost sedimentacije kod bolesnika sa DMT2,
sa ukupnim brojem neutrofila i leukocita, kao i njihov medusobni odnos. U istoj studiji je
uoceno da i ako je nivo sedimentacije pokazao statisticki znacajnu razliku izmedu osoba sa
DMT?2 i zdravih ispitanika, sprovedenom univarijantnom statistickom analizom uocena je

obrnuta povezanost sedimentacije i HbAlc i ili nivoa glikoza u krvi (Woo i sar., 2011).

1.2.3.4. Fibrinogen
Fibrinogen je jedan od u najproucavanijih parametra inflamacije. On se kao i CRP,
smatra se prediktorom letalne i neletalne koronarne bolesti, mozdanog udara i periferne vas-

kularne bolesti (Ernst i Resch, 1993; Klein i sar., 2003; Le Duc Son i sar., 2008)(slika 3).
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Slika 3. Struktura fragmenta humanog fibrinogena (www.RCSB-Protein Date Bank).

Schram i Folsom u svojim studijama potvrduju snaznu korelaciju izmedu vrednosti
fibrinogena i CRP-a sa nastankom i razvojem mikrovaskularnih komplikacija DM (Folsom i
sar., 2000; Schram i sar., 2005). Dokazana je povezanost CRP-a sa okluzijom arterije centralis
retine kod bolesnika sa metabolickim sindromom (Jakovi¢ Kosanovi¢ i sar., 2005).

Le Duc Son i sar. (2008) iznose podatke da je pojava navedenih mikrovaskularnih
komplikacija direktno povezana sa koncentracijom fibrinogena u plazmi i udruzena sa rizi-
kom od nastanka kardiovaskularnih bolesti. Koncentracija fibrinogena u plazmi je u direktnoj

vezi sa stepenom uznapredovalosti RD i ne zavisi od visine krvnog pritiska i tezine nefropa-
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tije (Asakawa i sar., 2000; Kedzierska i sar., 2005). Pove¢ana koagulabilnost doprinosi oste-

¢enju endotelnih ¢elija i moze objasniti nastanak mikrovaskularnih komplikacija.

1.2.3.5. C-reaktivni protein

C-reaktivni protein otkrili su Tillett i Francis 1930. godine. Gen za CRP nalazi se na
prvom hromosomu i sadrzi samo jedan intron (Qu i sar., 2009). SintetiSe se u hepatocitima, a
njegovu sintezu reguliSe IL-6 na posttranskpcionom nivou (Devaraj i sar., 2009; Devaraj i
sar., 2009a). Interleukin 6 i IL-1B kontrolisu ekspresiju i drugih biomarkera inflamacije na
posttranskripcionom nivou, kao $to su fibrinogen i SAA (Eisenhardt i sar., 2009). Ekstra
hepati¢na sinteza CRP-a opisana je u neuronima, ateroskleroti¢cnim plakovima, monocitima i
limfocitima (Lippi i sar., 2010). Mehanizam regulacije ekstrahepati¢ne sinteze CRP-a kao i
njen uticaj na koncentraciju CRP-a u plazmi, nije poznat. Molekul CRP-a sastoji se od pet
identi¢nih, nekovalentno povezanih 23 kDa protomera, simetri¢no poredanih oko jedinstvene

strukture, centralne pore (slika 4).

Slika 4. C-reaktivni protein (www.RCSB-Protein Date Bank)

Svaka protomera ima specifiéno mesto prepoznavanja za fosfoholin vezuju¢e mesto.
Minimalne promene konformacije u strukturi CRP-a uticu na ligande za koje se vezuje.

C reaktivni protein je jedan od proteina akutne faze upale. Nivo CRP-a, tokom akutne
faze inflamacije, u krvi raste 50 000 puta za 6-9 sati. Najvise vrednosti dostigne nakon 48 sati
(Sattar 1 Hingorani, 2009). U sklopu imunoloskog sistema c¢oveka CRP ima plejotropne
efekte. Antiinflamatornu ulogu ostvaruje preko sistema komplemenata, npr. vezivanjem na
fosfoholin koji je izrazen na povrSini mrtvih ili umirucih ¢elija (oStecenih infekcijom, infla-
macijom ili traumom), vezivanjem na nuklearne antigene i odredene patogene organizme.

Nakon vezanja za fosfoholin, aktivira sistem komplemenata ili Fc-receptor (sadrze ga odre-
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dene celije imunog sistema, npr. makrofag) ili sluzi kao opsonin, uti¢e na aktivnost trombo-
cita (Boncler i Watata, 2009). Proinflamatorna uloga CRP-a objasnjena je ubrzanom fagoci-
tozom. C-reaktivni protein reguliSe i ekspresiju adhezionih molekula za endotelne ¢elije, inhi-
bira iINOS na novou endotelnih ¢elija aorte, stimulisSe oslobadanje IL-8, povecava aktivaciju
plazminogen aktivator inhibitora -1 (PAI-1), povecava oslobadanje IL-1, IL-6, IL-18 i TNF o
(Lippi i sar., 2010). Vaznu ulogu CRP-a ima u klirensu ¢elijskog debrija nekroti¢nih i apopto-
ticnih celija. Vezuje se za ostecene membrane celija i njihov nuklearni materijal i podstice
fagocitozu. Smanjenje ili gubitak ovakve funkcije dovodi da nastanka antitela prema oStece-
nom tkivu i deluje proinflamatorno. Denaturisani i agregacioni oblici CRP-a (neo CRP ili
modifikovane forme) imaju snazno proinflamatorno dejstvo, dokazano brojnim esperimenti-
ma (Eisenhardt i sar., 2009). Opisano je da modifikovani oblici povecavaju oslobadanje bio-
markera inflamacije: monocit hemotakti¢nog proteina 1 (MPC 1) i IL-8 i reguli$u ekspresiju
ICAM-1 na nivou endotelnih ¢elija (Nagaoka i sar., 2008). C-reaktivni protein inhibira
proliferaciju ¢éelija i ¢elijsku apoptozu (Sattar i Hingorani, 2009). On je i biomarker inflama-
cije povezan sa nastankom sistemskih vaskularnih bolesti i ima znacajnu ulogu u patogenezi
ateroskleroze (Black i sar., 2004; Oda, 2007; Lemieux i sar., 2009; Lim i sar., 2010).

1.2.3.6. Hitinaza-3 protein 1 (YKL-40)

Hitinaza-3 protein 1, humani kartilagoglikoprotein-39kDa, heparin i hitin -vezujuci
glikoprotein, poznat jo$ i kao 38-kDa heparin i keratin vezujuci glikoprotein, YKL-40 je nov
biomarker inflamacije (slika 5). Skracenica YKL-40 je zasnovana na koriS¢enju pocetnih
slova prve tri N-terminalne amino kiseline: tyrosine-tirozin Y, lysine-lizin K i leucine-leucin

L i najcesce molekularne mase 40 kDa.

Slika 5. Struktura YKL-40 (www.RCSB-Protein Date Bank).
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Gen CHI3L1 za humanu formu YKL-40 je lokalizovan na 1 q31-g32 hromozomu
(Ratchke i sar., 2009). Ovaj protein pripada porodici 18 glikozil hidrolaza i nema enzimske
sposobnosti. Sastoji se iz dva globularna domena, od kojih je sredis$nji veéi. YKL-40 nije
hitin, ve¢ ima moguénost vezivanja za njega u razli¢itoj duzini. Osim za hitin, moze se vezi-
vati i za Kkeratin i heparin, pa se Cesto naziva heparin vezujuci glikoprotein, odnosno keratin
vezujuci glikoprotein (Shackelton i sar., 1995). Vezivanjem za keratin omogucava da makro-
fage direktno dospeju do mesta infekcije kao odgovor na inflamaciju.

Makrofage, neutrofili, sinovijalne ¢Celije sli¢ne fibroblastima, hondrociti, glatkomisi¢ne
¢elije krvnih sudova, zvezdaste celije jetre, tumorske celije embrionalne i1 fetalne celije
eksprimiraju i lu¢e YKL-40 (Johansen 2005; Kim i sar., 2007). U patoloskim stanjima izolo-
van je iz ateroskleroti¢nih plakova, u glatkomiSi¢nim ¢elijama, i U in vitro uslovima tranzici-
jom iz proliferiSuce u neproliferiSucu jednoslojnu kulturu (Kozakova i Sarafin, 2009). U oku,
tkivu horoidee i retine eksprimira se na nivou normalnih neuroretinalnih struktura retine, a u
patoloSkim stanjima u toku procesa senilne degeneracije makule i na nivou horoidee (Rakic i
sar., 2003). YKL-40 mRNA je otkrivena u germinativnim slojevima i prisutna tokom ranog
razvoja humanog kostano-zglobnog sistema, gde uéestvuje u procesu celijske proliferacije,
diferencijacije i morfogeneze (Ratchke i sar., 2009a).

Bioloska uloga YKL-40, kao ni specifican receptor nisu poznati. Medutim, poznato je
da je ekspresija YKL-40 povezana sa inflamacijom, tkivnom remodelacijom, fibrozom i kan-
cerom (Johansen i sar., 2006; Johansen i sar., 2006a). U serumu zdravih osoba koncentracija
YKL-40 raste sa godinama, ali se nalazi u referentnim granicama. Vrednosti YKL- 40 u pro-
cesima akutne i hroni¢ne inflamacije su zna¢ajno povisene (Johansen i sar., 2005). Hitinaza-3
protein 1 se produkuje na mestu inflamacije, stimuliSe rast fibroblasta, aktivira fosfatidil
inozitol-3 kinazni signalni put, u¢estvuje u angiogenezi i moze imati ulogu u imunom odgo-
voru (Rathcke i Vistergaard, 2006). Dokazano je da YKL-40 moze imati zna¢ajnu ulogu u
nastanku disfunkcije endotela i procesu atreoskleroze. U in vitro uslovima utvrdena je
sekrecija YKL-40 koja ucestvuje u nastanku multicelularih nodula i proliferaciji ¢éelija, u
kulturi tkiva torakalne aorte. Na nivou formiranih nodusa, celije eksprimiraju marker defi-
nisan kao faktor rasta za vaskularne glatkomiSi¢ne celije prisutne u zidu krvnih sudova
(VSMCs). Nodusi u in vivo uslovima imitiraju in vivo nastale uslove oSte¢enja glatkomisi¢nih
¢elija tunike medije, dediferencijaciju, migraciju i doprinose procesu restenoze i formiranja
nove intime (Rathcke i Vestergaard, 2006). U in vitro studijama YKL-40 promovise hemotak-
su, meducelijski kontakt, Sirenje i migraciju vaskularnih endotelnih ¢elija i doprinosi formi-

ranju ateroskleroti¢nog plaka. Hitinaza-3 protein 1 menja morfologiju endotelnih vaskularnih
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¢elija 1 dovodi do formiranja razgranatih struktura nalik krvnim sudovima, s§to ukazuje na
ulogu YKL-40 u angiogenezi (Rathcke i sar., 2009a).

Hitinaza-3 protein 1 mRNA ekspresija je dokazana u makrofagu ateroskleroti¢nog pla-
ka. Makrofagi u dubokim slojevima lezije pokazuju viSe vrednosti YKL-40, u odnosu na
makrofage u novoformiranim pocetnim ateroskeroti¢nim lezijama. U in vivo uslovima YKL-
40 je izolovan iz supernatanta makrofaga nakon dodavanja oksidisanog lipoproteina niske
gustine (eng. low-density-lipoproteina LDL) (Rathcke i Vestergaard, 2006). In vivo, YKL-40
MRNA i ekspresija ovog proteina pronadeni su u subpopulaciji makrofaga u razli¢itim
tkivima u toku procesa inflamacije i remodelacije ekstracelularnog matriksa (lwata i sar.,
2009).

1.2.3.7. Inflamacija i krvni sudovi retine

Krvni sudovi retine su dostupni neinvazivnoj vizuelizaciji, omoguéavajuéi jedinstvenu
moguénost istrazivanja medusobne povezanosti strukture i karakteristika mikrocirkulacije u
sistemskim oboljenjima i bolestima oka, glaukom, kardiovaskularne bolesti, mozdani udar,
gojaznost i dislipidemija (Garcia-Ortiz i sar., 2011, Kisilevsky i sar., 2008; Klein i sar., 2007;
Mitchell i sar., 2005). Suzenje retinalnih arteriola, na primer, dokazano je kao znak dugotrajne
sistemske hipertenzije (Wong i sar., 2004a; Wong i sar., 2005; Wong i sar., 2006). ARIC stu-
dija i Beaver Dam Eye Study pokazuju da je smanjenje dijametra malih arteriola povezano sa
pojavom DMT2, nezavisno od visine krvnog pritiska kod ispitanika u obe studije (Folsom i
sar., 2000; Klein i sar., 2006). Beaver Dam Eye Study pokazala je pozitivhu korelaciju
povecéanja dijametra venula i koncentracije CRP, IL-6 i SAA ispitanika sa DM (Klein i sar.,
2006).

U Roterdamskoj studiji ispitivan je arterijsko-venski odnos, praéeni su uzroci suzenja
arteriola retine i uocena je korelacija izmedu biomarkera inflamacije i bolesti krvnih sudova.
Nizi arterijsko-venski odnos je na mestu povecanog dijametra venula retine bio statisti¢ki zna-
¢ajno visi kod bolesnika sa povisenim brojem leukocita u krvi i ubrzanom sedimentacijom
(Ikram i sar., 2004). Kod ispitanika sa poviSenim dijametrom venula uocen je poviSen nivo
karotidno-plakoidnog skora, ve¢i broj kalcifikacija na aortnim krvnim sudovima, povisen nivo
LDL i nizi nivo lipoproteina visoke gustine (eng. high-density lipoproteina HDL), povisen
odnos struka-kuka, dakle skoro svih faktora koji su prepoznati kao faktori rizika za nastanak
kardiovaskularnih bolesti (Ikram i sar., 2004).

Druge studije, medutim, dokazuju povecanje dijametra krvnih sudova kod osoba sa
DM, i direktnu vezu izmedu retinalne cirkulacije i veli¢ine dijametra krvnih sudova retine

(Wong i sar., 2002; Wong i sar., 2004; Klein i sar., 2007).
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Remodelacija vaskularne mreze retine predstavlja osnovni fokus novijih teorija nas-
tanka RD (Klein i sar., 2006). Uocene vaskularne lezije u ranim stadijumima RD karakterise
prisustvo sakularnih kapilarnih mikroaneurizmi nastalih gubitkom pericita, obliteracijom i
degeneracijom kapilara. Izmenjeni kapilari menjaju propusnu mo¢ i smanjuju retinalnu
perfuziju.

Regresija vaskularne mreze, okluzija i remodelacija krvnih sudova tipi¢ne su karakte-
ristike mikrovaskularnih promena kod osoba sa DM i uzrok su dalje progresije RD. Dijabe-
tesna retinopatija pocinje gubitkom celularnih komponenata retinalnih kapilara, pericita i
endotelnih ¢elija (Joussen i sar., 2004). Redosled ostecenja cCelija retine je jo§ uvek predmet
istrazivanja. Kod bolesnika sa DM uocena je promena U sastavu ekstracelularnog matriksa na
nivou krvnih sudova i neurodegenerativne promene (Bearse i sar., 2006; de Gooyer i sar.,
2006). Histopatoloske analize ukazuju da se podruéje non-perfuzije tokom angiografije lokali-

zacijom podudara sa podrucjem acelularnih kapilara (Aprelov, 2011; Kohen i Henkid, 1970).

1.2.3.8. Inflamacija i ateroskleroza

Terminom ateroskleroza definiSe se patoloSki proces, tj. sistemska bolest manjih 1
vecih arterijskih krvnih sudova, uz stvaranje depozita lipida krvi, krvnih ugrusaka i kalcijuma
(Libby i sar., 2010). Osnovna karakteristika bolesti je hroni¢na progresivna degeneracija zida
krvnog suda. Proliferacija vezivnog tkiva, intra i ekstracelularni depoziti holesterola, masnih
kiselina i kalcijuma, kao i akumulacija kolagena, proteoglikana dovodi do smanjenja elasti-
citeta i zadebljanja krvnih sudova, $to je praceno posledi¢nim suzenjem i Smanjenjem njihove
elasticnosti (Leal i sar., 2010). Zahvatanje vecih krvnih sudova oznacava se makroangiopa-
tijom, a zahvatanje manjih i srednjeg dijametra krvnih sudova mikroangiopatijom. Intenzivna
mikroangiopatija rezultat je dugotrajnog DM. Posebna forma arterioskleroze je skleroza
medije, koju karakterise kalcifikacija miSi¢nog sloja zida krvnog suda i dokazana je kod tes-
kog oStecenja krvnih sudova bubrega. Proces ateroskleroze je dominantno rasporeden na
hemodinamski znacajnim mestima vaskularne mreze, pretezno lamelarnog toka krvi i na mes-
tima grananja krvnih sudova (Roh i Weitter, 2004). Na navedenim rizicnim mestima, ¢ak i
kod zdrave populacije, endotelna oStecenja uzrokovana protokom krvi dovode do apoptoze
endotelnih ¢elija (Barth i sar., 2007). Okolne endotelne Celije kompenzuju tokom vremena
ovaj nedostatak proliferacijom do iscrpljivanja. Vremenom, zid krvnog suda slabi i dolazi do
pojave mikroaneurizama. Obe promene u dijametru krvnih sudova, suzenje lumena, kao i sek-
torasta vrecasata proSirenja ili aneurizme, remete lamelarni tok krvi i dodatno dovode do

oStecenja endotelnih ¢elija.
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Proces po pravilu napreduje sporo, razvija se decenijama i kompleksan je. Otkriveni su
brojni uzroci i biohemijski procesi koji doprinose njenom razvoju. Definisane su dve osnovne
hipoteze za nastanak ateroskleroze (Bild i sar., 2002). Hipoteza odgovora na oStecenje
podrazumeva oste¢enje unutras$njeg sloja, intime sastavljene od jednog sloja endotelnih celija
I subendotelnog tkiva. Traume, kao Sto su visoki krvni pritisak, mehanicko ostecenje, bakte-
rijski endotoksini, virusi ili antigen-antitelo reakcija, dovode do oste¢enja na molekularnom
nivou, uz pojacano lucenje faktora rasta ili citokina i sledstvenu proliferaciju i migraciju
glatkomisi¢nih ¢elija iz medije ka intimi krvnog suda uz sekundarno formiranje tzv. penusa-
vih ¢elija i na nivou intime i na nivou medije zida krvnog suda (Libby i Theroux, 2005; Rizvi,
2007; Libby i sar., 2010). Na ovaj nacin nastaju plakovi, koji su karakteristi¢ni za proces
ateroskleroze.

Hipoteza o aterosklerozi uzrokovanoj lipoproteinima druga je opste-prihvacena o pato-
genezi ateroskleroze, u kojoj osnovnu ulogu ima hemijski modifikovani LDL. Preuzimanjem
hemijski modifikovanog LDL-a od strane makrofaga nastaje njihov preobrazaj u penusave
¢elije (Giacco i Brownlee, 2010). Prema navedenoj hipotezi, prvi korak ka razvoju atero-
skleroze je oksidativna modifikacija LDL-a, dok je oStecenje endotelnih celija jedna od
sekvenci ovog kompleksnog procesa. Novija ispitivanja ukazuju na znacaj holesterola, kao
negativnog markera inflamacije.

Dalji redosled desavanja je identican, bez obzira na prethodno opisane hipoteze o
pokretanju ateroskleroze. Nastanak penusavih c¢elija pokrece inflamatorni odgovor, koji sled-
stveno ostecuje dublje slojeve zida arterijskih krvnih sudova i dovodi do prerastanja medije
misi¢nim slojem. Rezultat tkivne remodelacije je nastanak vezivno-tkivnog plaka sa lipidnim
sadrzajem. Monociti su najbrojnije ¢elije plaka. Adherirani su na disfunkcionalnu povrSinu
endotelnih ¢elija i ¢ine i lipidni sadrzaj ispunjeni oksidovanom formom LDL-a (Henriksen i
sar., 1983). Rupturu ateroskleroti¢nih plakova prati pokretanje koagulacije, sto dovodi do
dodatne redukcije lumena krvnog suda. Plakovi skloni rupturi sastoje se od vecéeg broja
makrofaga i manje, fibrozne kape. Smatra se da je u pocetnim stadijumima formiranje atero-
skleroti¢nih plakova reverzibilno.

Novija istrazivanja ukazuju na znacajnu ulogu lipida, holesterola i triglicerida, kao i
izmenu njihovog medusobnog odnosa u procesu inflamacije (Gruber i sar., 2009; Fitrolaki i
sar., 2013).
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1.2.4. Oksidativni stres

Oksidativni stres nastaje u uslovima kada dolazi do poremecaja ravnoteze u produkciji
oksidativnih produkata, ili smanjenja kapaciteta antioksidativne zastite, ili nastankom oba
procesa istovremeno. Smatra se da oksidativni stres ima znacajnu ulogu u nastanku mikro-
vaskularnih i makrovaskularnih komplikacija DM. Metabolicke abnormalnosti uzrokovane
hroni¢énom hiperglikemijom dovode do povecane produkcije RVK aktivacijom alternativnih
puteva metabolizma glikoze, na nivou mitohondrija endotelnih ¢elija krvnih sudova i nemito-
hondrijalnom produkcijom RVK (Monnier i sar., 2006; Giirdol i sar., 2008).

Hroni¢na hiperglikemija dovodi do aktivacije Cetiri osnovna puta koji ucestvuju u
patogenezi mikrovaskularnih komplikacija:

= put poliola,

= pojacano formiranje krajnjih produkata uznapredovale glikacije (eng. advanced glyca-
tion end product -AGE),

= aktivacija protein kinaze C izoformi,

» poviSena aktivnost heksozaminskog puta (slika 6).

HIPERGLIKEMIJA '
N B < K
PUT POLIOLA PRODUKTI HEKSOZAMINSKI AKTIVACILJA PKC
" UZNAPREDOVALE PUT
GLIKOZILACIJE |

= |

Aktivacija signalnih molekula

{ Izmenjena’ Izmenjena
Mfunkcija ekspresija
proteina

o gena

Angiogeneza‘ . DISFUNKCIJA' T OSTECENJE CELIJA Kontraktilnost
Abnormalan rast celija _ Kardiomiopatija
Tromboza

Povecana permeabilnost Abnormalni protok krvi
Zadebljanje bazalne membrane Povecana adhezija leukocita

Slika 6. Mehanizmi dejstva hiperglikemije koji u¢estvuju u patogenezi mikrovaskularnih komplikacija
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1.2.4.1. Put poliola

Povisene vrednosti glikoze u krvi i tkivima dovode do aktivacije poliol puta metabo-
lizma glikoze. Put poliola na viSe na¢ina uzrokuje oStecenje ¢elija: intracelularnom toksic-
noscu, povisenom produkcijom AGEs prekursora i smanjenjem antioksidativnih mehanizama
zaStite. Aldozo reduktaza je klju¢ni enzim u poliol putu, koji redukuje glikozu u sorbitol
koriste¢i NADPH (Obrosova i Pacher, 2005). Smanjuje se koli¢ina NADPH, klju¢nog koenzi-
ma glutation reduktaze ¢ime je onemogucéena reoksidacija glutationa, usled ¢ega dolazi do
smanjenja koncentracije glutationa (Al-Shabrawey i sar., 2006).

Tkivo retine kod bolesnika sa RD, u poredenju sa tkivom retine zdravih osoba, poka-
zuje povisen nivo ekspresije aldozo reduktaze u ganglijskim ¢celijama, nervnim vlaknima i
Miller-ovim ¢elijama. PoviSen nivo sorbitola dokazan je u tkivu retine koje je izlozene povi-
Senim koncentracijama glikoze (Pachydaki i sar., 2006; Araki i Nishikawa, 2010). Sorbitol se
akumulira i intracelularno, sto dovodi do osmotskog stresa.

Produkti poliol puta, fruktozo-3-fosfat i gliceraldehid 3 fosfat, su snazni glikozilirajuci
agensi koji dovode do nastanka AGEs produkata. Klinicke studije, medutim, nisu dokazale da
upotreba inhibitora aldozo-reduktaze sprecava nastanak ili dovodi do regresije promena

nastalih na retini (Stefansson, 2006).

1.2.4.2. Produkati uznapredovale glikacije (AGE)

U stanju hroni¢ne hiperglikemije jedno od znacajnih metaboli¢kih deSavanja je 1 pove-
¢ana neenzimska glikacija proteina i nastanak AGE produkata. Kod osoba sa DM dokazani su
poviseni nivoi AGE u serumu, glomelularnom tkivu, humanom so¢ivu i tkivu retine (Witko-
Sarsat i sar., 1996; Pachydaki i sar., 2006; Araki i Nishikawa, 2010). Krajnji produkti uzna-
predovale glikacije modifikuju intracelularne proteine znacajne za regulaciju genske trans-
kripcije, difunduju u ekstracelularni prostor i modifikuju ekstracelularne proteine (laminin i
fibronektin), remete signalnu transdukciju izmedu ¢elije i ekstracelularnog matriksa, modifi-
kuju proteine krvi, narocito albumine. Ovi produkti vezani za RAGE makrofagima poveca-
vaju produkciju faktora rasta i proinflamatornih citokina (Hammes i sar., 2004, Kern i sar.,
2010). Vezivanjem za proteine plazme smanjuju antioksidativni kapacitet plazme. Sintezom
proinflamatornih citokina intenziviraju inflamaciju i dovode do direktnog oStecenja endo-
telnih Celija. Pojacanom sintezom komponenti ekstracelularnog matrikasa dovode do fibroze.
Lezija endotelnih ¢elija, prisutnim oksidativnim stresom i inflamacijom, i fibroza dovode do
remodelovanja vaskularne mreze retine. Dokazano je i da AGE produkti narusavaju barijeru
krv-retina (Barile i sar., 2005).
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Krajnji produkti uznapredovale glikacije ucestvuju u procesu angiogeneze (Kern i sar.,
2010). Uloga je zasnovana pretezno na autokrinom VEGF (Yancopoulos i sar., 2000; Yao i
sar., 2007). Zid novonastalih krvnih sudova ¢ine, pre svega, periciti, $to ukazuje na postojanje
nepotpune vaskulogeneze (Henriksen i sar., 1983; Thurston i sar., 2000; Gariano i Gardner,
2005).

1.2.4.3. Aktivacija protein kinaze C (PKC)

Protein kinaza C pripada porodici serin i treonin protein kinaza, koja ucestvuje u
fosforilaciji specifi¢nih, ciljnih, proteina i dovodi do njihove aktivacije ili deaktivacije,
znacajne u procesu signalne transdukcije (PKC-DRS Study Group, 2005). Izolovano je dva-
naest izoformi PKC. One su na osnovu strukture grupisane su u tri kategorije: kalcijum i
diacilglicerol (DAG)-zavisna PKC, kalcijum nezavisna i DAG-zavisna PKC i atipi¢na forma
PKC, kalcijum nezavisna i DAG-nezavisna PKC. U uslovima hiperglikemije poveéana je de
novo sinteza DAG, endogenog aktivatora PKC. Povisen nivo DAG, u osoba sa DM, potvrden
je u endotelu, glatkomisi¢énim celijama i mezangijalnim celijama(PKC-DRS Study Group,
2005). Dokazano je da PKC, aktivirana u uslovima hiperglikemije, povecava lipidnu peroksi-
daciju polinezasicenih masnih kiselina na nivou retine i endotelnih ¢elija krvnih sudova
(Giacco i Brownlee, 2010). Aktivirana PKC povecava ekspresiju gena za strukturne proteine
(fibronektin i kolagen tipa 1V) i proteine koji uti¢u na vazodilataciju (NOS i endotelina-1).
Takode povecava sintezu VEGF, aktivira NF-kB i NADPH oksidazni sistem, dovodi do de-
fosforilacije receptora trombocitnog faktora rasta (PDGF) (McLeod, 1995, Romeo i sar.,
2002).

Navedeni procesi na nivou krvnih sudova retine dovode do: fibroze, apoptoze pericita,
povecéane athezije leukocita i trombocita za zid krvnog suda, okluzije lumena krvnog suda i
ishemije. Dolazi do naruSavanja barijere krv retina i oSte¢enja krvnih sudova retine i horio-

kapilarisa.

1.2.4.4. Aktivnost heksozaminskog puta

U stanjima normoglikemije samo se mali procenat, oko 1-3% ukupne koncentracije
glikoze, metabolise putem heksozamina. Povec¢ana koncentracija intracelularne glikoze inten-
zivira heksozaminski put. Fruktozo 6 fosfat, intermedijerni produkt glikolize, menja se u
glikozamin 6 fosfata putem limitirajuceg enzima glutamin fruktozo 6 fosfat aminotransferaze
(GFAT). Krajnji produkt je uridin difosfat N-acetilglikozamin, koji predstavlja dalji supstrat

za lan¢anu O-vezanu GIcNAc modifikaciju ciljanih proteina na mestu serinskih i treoninskih
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ostataka. Glikozamin ili prekomerna ekspresija GFAT je promoter PAI-1 u endotelnim c¢elija-

ma krvnih sudova, glatkih misi¢a i mezangijalnog tkiva (Kugiyama i sar., 1993).

1.2.4.5. Oksidativni stres na nivou mitohondrija endotelnih éelija krvnih sudova

Mitohondrije se smatraju glavnim pokretacem i izvorom oksidativnih oSte¢enja kod
bolesnika sa RD (Silva i sar., 2009). Osnovne funkcije mitohondrija znacajne za nastanak DM
i njegovih komplikacija su produkcija adenozin-tri fosfata (ATP), produkcija RVK i regulaci-
ja apoptoze. Glikoza se procesom glikolize, u aecrobnim uslovima, konvertuje u pirogrozdanu
kiselinu i ulazi u mitohondrije gde se dalje metabolise kroz Krebsov ciklus. Masne kiseline se
u mitohondrijama nakon B-oksidacije, dalje metabolisu kroz Krebsov ciklus. Krebsov ciklus i
B-oksidacija smanjuju koncentracije NADH i redukovani flavin adenin dinukleotid (FADH,).
Elektroni iz NADH i FADH, na nivou mitohondrija prolaze kroz transportni sistem elektrona
I to kompleks I, kompleks I, putem koenzima Q u kompleks I11, putem citohrom c oksidaze u
kompleks IV. Transportom elektrona oslobada se energija u formi ATP-a. Veza na prenosio-

cima elektrona, ispred sistema citohrom c oksidaze, pre svega koenzima Q, nije tako ¢vrsta,

pa je moguce prenosenje elektrona na molekulski kiseonik, formiranje superoksida (O;) i
dalji nastanak endogenih RVK (slika 7).

% A&j?.;ji]t:z&’ o
H+

Toplota

Slika 7. Produkcija RVK na nivou mitohondrija.

Hiperglikemija stimuliSe proces razgradnje glikoze glikolizom, intenzivira Krebsov
ciklus na nivou mitohondrija, i pove¢ava produkciju RVK. Nastali RVK ostecuje proteine,
lipide i mitohondrijalnu DNA. Mitohondrijalna DNA, nema introne, slabo je opremljena me-

hanizmima reparacije, $to je ¢ini sklonom oksidativnom oste¢enju i mutacijama.
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Mitohondrije, takode, imaju vaznu ulogu u regulaciji apoptoze. Metabolicke reakcije,

nastale na nivou mitohondrija endotelnih ¢éelija, odgovorne za pokretanje apoptoze su:

= inhibicija oksidativne fosforilacije,
= promena permeabiliteta zida mitohondrija,
= gubitak transmembranskog potencijala i

= akumulacija kalcijuma u mitohondrijma i o$te¢enje mitohondrijalne DNK.

Ostecenje zida mitohondrija dovodi do oslobadanja mitohondrijalnih enzima (cito-

hrom oksidaze c, kaspaza, NF-kB) i pokrece proces apoptoze endotelne ¢elije.

1.2.4.6. Nemitohondrijalni izvori RVK

Na nivou retinalne vaskularne mreze u osoba sa RD dokazana je staza leukocita, pre
svega neutrofila i u manjem broju makrofaga.

Tokom fagocitoze, neutrofili i makrofage dozivljavaju “respiratornu eksploziju”, koja
se karakteriSe povecanom potro$njom kiseonika, aktivacijom heksozamino-fosfatnog Santa i
stvaranjem slobodnih radikala, superoksid anjon radikala i vodonik peroksida. Aktivacija
makrofaga i neutrofila ostvaruje se putem NADPH oksidaznog sistema. Dokazano je da se
NADPH oksidazni sistem nalazi i u glatkomiSi¢nim ¢elijama krvnih sudova, endotelnim ¢eli-
jama, mezangijalnim ¢elijama i trombocitima. Za aktivaciju ovog sistema u ¢elijama koje ne
ucestvuju u fagocitozi potrebno je vise vremena, a nastanak RVK je kontinuiran i u manjem
stepenu. NajceS¢e NADPH oksidazni sistem na nivou krvnih sudova, endotelnih celija i
glatkomisic¢nih Celija stimulise angiotenzin |1, trombin, PDGF i TNF-a..

U neutrofilima postoji i sistem poznat kao mijeloperoksidaza H,O,-halogeni sistem
koji oksidiSe razli¢ite halogene 1 stvara visoko reaktivne toksi¢ne produkte, kao $to je hipo-
hlorna kiselina. Hipohlorna kiselina nije slobodni radikal, ali zahvaljulju¢i oksidativnim
svojstvima produkuje RVK, hidroksilni radikal i singlentni kiseonik (Pordevi¢ i sar., 2000).
Povecéana produkcija RVK, prisutna kod ispitanika sa RD, dovodi do aktivacije antioksida-
tivnog sistema, ¢ije mogucnosti bivaju prevazidene i rezultuje nastankom oksidativnog stresa.
Nastale RVK i prisutna hiperglikemija, kao i metabolicki putevi koje hiperglikemija aktivira
dovode do izmene aktivnosti VEGF i predstavljalju “circulus vitiosus*, koji dovodi do nas-
tanka RD.

U toku inflamatorne reakcije, endotelne ¢elije su izlozene toksi¢nom dejstvu oksidana-
sa produkovanih aktivnosé¢u intracelularne i ekstracelularne ksantin oksidaze (XO). Cirkulisu-

¢a XO, produkujuci slobodne radikale, izaziva direktno ostecenje endotela krvnih sudova,
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aktivira slobodno-radikal-produkujuée inflamatorne celije, Sire¢i oksidativno ostecenje dis-
talno od mesta porekla u toku prolongiranog perioda ishemije. U neutrofilima ili endotelnim
¢elijama povecana sinteza adhezivnih molekula ubrzava njihovu interakciju. Oksidansi poni-
Stavaju anti-adhezivni efekat NO, povecavaju ekspresiju leukocitnog integrina i ICAM, zbog
¢ega dolazi do akumulacije neutrofila.

Neutrofili oslobadaju elastazu, koja konvertuje intracelularnu ksantin dehidrogenazu u
X0, uz produkciju kiseonickih radikala. Endotelne ¢elije produkuju superoksid anjon radikal i
NO, koji u reakciji sa H,O,, a u prisustvu metala sa promenjivom valencom (gvozda i bakra),
u Fentonovoj reakciji, generiSu hidroksilni radikal i peroksinitrit anjon. Pentoksinitrit-anjon,
nastao reakcijom NO i H,0,, ima afinitet za proteinske SH grupe. Jedini efekat reparacije
disulfidnih veza, postiZe se sistemom glutation-glutation reduktaza.

U slucaju insuficijencije antioksidativnih mehanizama, dolazi do oste¢enja endotelnih
¢elija. Peroksinitrit-anjon pokazuje toksi¢ne efekte i prema aromati¢nim jezgrima aminokise-
lina, inhibira enzime respiratornog lanca, pre svega citohrom oksidazu i ATP sintetazu i time
uzrokuje smrt ¢elije. Hidroksilni radikal, nastao Fentonovom reakcijom oste¢uje DNK, inicira
proces lipidne peroksidacije, dovodi do destrukcije bioloskih membrana, membranskih prote-

ina, receptora i enzima. (Pordevié i sar., 2000).
1.3. STADIJUMI DIJABETESNE RETINOPATIJE

Klasifikacija Early Treatment Diabetic Retinopathy Study Reasearch Group
(ETDRS) je univerzalno prihvaéena klasifikacija promena na o¢nom dnu kod bolesnika sa

dijabetesnom retinopatijom (Diabetic Retinopathy Guidelines, RCOphth, 2012.).

Ona podrazumeva sledec¢e stadijume :
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Klasifikacija dijabetesne retinopatije (ETDRS modifikovana 2003, AAO, Diabetic
Retinopathy Guidelines, RCOphth, 2012.)

Neproliferativna dijabetesna retinopatija (RDNP)

karakterise je prisustvo:
= makar jedne mikroaneurizme
karakteriSu je prisustva:
Uznapredovala = hemoragija i mikroaneurizama (H/Ma)
RDNP = tvrdih eksudata
= proSirenja vena i intraretinalne vaskularne anomalije (IRMA)
karakteriSe je prisustvo:
= H/Ma u sva Cetiri kvadranta retine
= proSirenje vena u vise od dva kvadranta retine
* IRMA
karakteriSe je prisustvo:
Veoma teSka RDNP = H/Ma u sva Cetiri kvadranta retine
D. ili preproliferativna ® pro$irenje vena u viSe od dva kvadranta retine
RDPP * IRMA
= prisustvo cotton wool promena

A. Blaga RDNP

C. Teska RDNP

Proliferativna dijabetesna retinopatija (PDR)

karakteriSe je prisustvo:
= novih krvnih sudova na retini, koji mogu biti locirani na
opti¢kom disku (neovascularisatio disci NVD) ili ostalim
delovima retine (neovascularisatio elsewear NVE)
karakteriSe je prisustvo:
= novih krvnih sudova na opti¢kom disku (NVD) Y4 ili 1/3
F. Visokog rizika PDR povrsine optickog diska
= prisustvo novoformiranih krvnih sudova i preretinalna ili/ i
hemoragija u staklastom telu.

E. RanaPDR

Dijabetesna makulopatija je uzrok pada vidne oStrine kod bolesnika sa DM. Klini¢ki
se moze podeliti u sledeée subgrupe (Diabetic Retinopathy Guidelines, RCOphth, 2012):

= fokalni dijabetesni makularni edem - ograni¢eno podrucje edematozne retine,
= difuzni dijabetesni makularni edem i makula oko fovee zahvaceni su edemom,
= ishemicna dijabetesni makulopatija,

* meSovite forme makulopatije.

Dijagnoza se postavlja fluoresceinskom angiografijom i treba imati u vidu da difuzni
makularni edem kod dugog trajanja ima karakteristike cistoidnog edema (Sugimoto i sar.,
2005).

Poseban entitet predstavlja termin klini¢ki signifikantnog makularnog edema.

Klinic¢ki signifikantan makularni edem (CSME) oznacava jedno od slede¢ih stanja:
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= zadebljanje retine u pre¢niku od 500 um ili manje od centra makule,

= prisustvo tvrdih eksudata u pre¢niku od 500 pm ili manje od centra makule sa zadeb-

ljanjem okolne retine,
= zona, podrucje zadebljanja retine, veli¢ine prec¢nika optickog diska ili vece, na podruc-

ju precnika jednog optickog diska ili manje od centra makule.

Dijagnoza se postavlja klini¢kim stereoskopskim pregledom makule. Prisustvo maku-

larnog edema i u subklini¢kim formama moguce je dokazati i kvantifikovati metodom opticke

koherentne tomografije.
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2. HiPOTEZA ISTRAZIVANJA

Na osnovu prikupljenih podataka iz literature, postavljena je osnovna hipoteza:

u osnovi nastanka i progresije dijabetesne retinopatije nalazi se sistemska inflamacija,
hroni¢nog toka, koja uzrokuje remodelaciju i regresiju vaskularne mreze retine, sa promenom
broja i dijametra krvnih sudova retine, a biomarkeri sistemske inflamacije u krvi mogu se

smatrati biomarkerima nastanka i razvoja dijabetesne retinopatije.
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3.CiLEvI ISTRAZIVANJA

U skladu sa osnovnhom hipotezom i pregledom dosadasnje literature, postavljeni su

ciljevi istraZivanja:

» utvrdivanje povezanosti morfoloskih promena na o¢nom dnu i to: mikroaneurizama i
hemoragija (tackastih, mrljastih, crtastih), tvrdih eksudata i ishemi¢nih (cotton wool)
promena kod ispitanika sa dijabetes melitusa tip 2 i neproliferativnim promenama

(RDNP) i sa teskim, preproliferativnim promenama (RDPP)

» utvrdivanje povezanosti promena u spoljasnjem dijametru i broju venskih i arterijskih
krvnih sudova u razli¢itim zonama o¢nog dna u odnosu na opticki disk kod ispitanika

obolelih od dijabetes melitusa tip 2 sa RDNP i RDPP i njihova korelacija sa:

o biohemijskim parametrima u krvi ispitanika: vrednostima glikemije, glikoziliranog
hemoglobina Alc (HbALc), ukupnih proteina krvi, uree i kreatinina, holesterola, i
njegovih lipoproteinskih frakcija HDL (eng. high density) i LDL (eng. low density)
holesterola, i triglicerida,

o biomarkerima inflamacije u krvi ispitanika: sedimentacijom u prvom satu, fibri-
nogenom, C reaktivnim proteinom i hitinaza-3-proteinom 1(YKL-40),

= parametrima oksidativnog stresa u krvi ispitanika: produktima lipidne peroksidacije
u plazmi (TBARS), produktima uznapredovale oksidacije proteina (AOPP),

o parametrom antioksidativne zastite: ukupnim sulfhidrilnim grupama (SH grupe).

26



4 1SPITANICI 1 METODE

4.1. ISPITANICI

Ispitivanjem je obuhvaceno 90 ispitanika, podeljenih u tri grupe po 30 ispitanika: prvu,
kontrolnu grupu ¢inili su zdravi ispitanici, drugu grupu ¢inili su ispitanici sa dijagnozom
DMT?2 i pocetnim neproliferativnim, blagim promenama (RDNP), tre¢u grupu, ¢inili su ispi-
tanici sa dijagnozom DMT2 i promenama na o¢nom dnu, koje su odgovarale veoma teskim
promenama, preproliferativnim (RDPP). Kontrolnu grupu ¢inili su zdravi ispitanici, sa nega-
tivnom anamnezom o prisustvu dijabetesa, negativnom familijarnom anamnezom o prisustvu
ovog oboljenja, bez sistemskog i drugog akutnog i hroni¢nog inflamatornog procesa u trenut-
ku sprovodenja ispitivanja, kao i bez akutnog i hroni¢nog o¢nog oboljenja. Ispitanici obuhva-

¢eni ispitivanjem bili su bele rase.

4.2. OFTALMOLOSKI PREGLED

Svi ispitanici bili su podvrgnuti oftalmoloskom pregledu, na Klinici za O¢ne bolesti u
Nisu, koji je obuhvatio: subjektivno odredivanje vidne o$trine Snellen-ovim znacima, prednju
biomikroskopiju, aplanacionu tonometriju, indirektnu oftalmoskopiju, pregled o¢nog dna i
komornog ugla staklom sa 3 ogledala po Goldmanu. Pregled o¢nog dna obavljen je u midri-
jazi, postignutoj lokalnim ukapavanjem kapi 2% rastvora homatropina (Sol. Homatropini 2%)
i kapi 10% rastvora fenilnefrina (Sol. Phenilnephrini 10%), po tri puta u konjunktivalni sakus.

Fotodokumentacija promena na o¢nom dnu, u koloru i green modu (crno belom mo-
du), kao i fluoresceinska angiografija, uradene su digitalnom fundus kamerom VisuCam Lite
Carl Zeiss, sa Sirinom polja od 45°.

Fluoresceinska angiografija, invazivna metodom snimanja o¢nog dna, izvodena je
ubrizgavanjem 5 ml 10% rastvora natrijum-fluoreseina u bolusu kao intravenska injekcija
aplikovana u venske krvne sudove dorzuma Sake ili kubitane regije radi verifikacije promena

na o¢nom dnu.
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Pregled je obavljen u prethodno postignutoj midrijazi, lokalnim ukapavanjem kapi, 2%
rastvora homatropina (Sol.Homatropini 2%) i kapi 10% rastvora fenilnefrina (Sol. Phenilne-
phrini 10%), po tri puta u konjunktivalni sakus. Prvi snimak nacinjen je nakon 10 sekundi od
ubrizgavanja fluoresceina, a potom, u pojedina¢nim fazama, u arteriskoj, arterijsko-venskoj i
venskoj fazi, na 1-2 sekunde, koje su zavrSavane u 5., 10. i 15. minutu, od ubrizgavanja kon-
trasta.

Pregled je obavljen u kabinetu za fluoresceinsku angiografiju na Klinici za o¢ne
bolesti u NiSu, od strane istog oftalmologa i u istim uslovima. Dobijene fotografije o¢nog dna
I fluoresceinske angiografije analizirane su, a klasifikacija promena na o¢nom dnu izvrSena je
u skladu sa ETDRS klasifikacijom (Diabetic Retinopathy Guidelines, RCOphth, 2012).

Kod svih ispitanika odredivan je indeks telesne mase (eng. body mass index -BMl), po
formuli telesna masa, izrazena u kilogramima, podeljena sa kvadratom telesne visine, izraze-
nom u metrima na kvadrat, kg/m? (BMI Classification. World Health Organization). Ispitanici
su prema dobijenim vrednostima BMI, a u skladu sa grafikonom BMI Svetske zdravstvene
organizacije, svrstani u grupe BMI<18,5 ili nizak BMI, BMI od 18,5 do 25 kao normalan,
BMI od 25 i viSe do 30 kao prekomerni BMI, i BMI preko 30 su gojazni (BMI Classification.
World Health Organization).

4.3. ODREPIVANJE OPSTIH BIOHEMIJSKIH PARAMETARA KRVI I
BIOMARKERA INFLAMACIJE

Kod svih ispitanika su uradena laboratorijska ispitivanja u Centru za medicinsku
biohemiju Klini¢kog centra u NiSu, koja su obuhvatala odredivanje glikemije, glikoziliranog
hemoglobina (HbA;c), ukupnog holesterola i njegovih lipoproteinskih frakcija lipoproteina
HDL (eng. high density) i LDL (eng. low density), triglicerida, fibrinogen i C-reaktivni pro-
tein (CRP), sedimentaciju u prvom satu, na aparatu Olympus AU680.

Krv je uzimana u jutarnjim ¢asovima, pre obroka i davanja terapije.

Za procenu rizika za razvoj ateroskleroze korisc¢en je aterogeni indeks (API), koji je
izraCunavan po formuli (Hol-HDL)/HDL. Kao grani¢na uzima se vrednost od 2,3 mmol/L
(Dobiasova, 2004).

Produkti lipidne peroksidacije (TBARS), ukupne sulfhidrilne grupe (SH grupe) i pro-
dukti uznapredovale oksidacije u plazmi (AOPP) i hitinaza-3 protein 1(YKL-40) odredivani

su na Institutu za biohemiju Medicinskog fakulteta u NiSu.
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4.3.1. Odredivanje koncentracije YKL-40

Vrednosti YKL-40 su odredivane u serumu obolelih od DMT2 i kontrola. Odredivanje

je vréeno Elisa metodom pomoéu MicroVue YKL-40™

enzyme immunoassay kit, Quidel
Corporation, San Diego, USA. Svaku grupu ¢inilo je po 30 ispitanika. Micro Vue YKL-40
emzyme immunoassay kit je uzorak za eksperimentalnu proceduru detekcije YKL-40. Metoda
koristi monoklonalna antitela na humani YKL-40, alkalna fosfataza (AP)-konjugovana poli-
klonalna zecija antitela na YKL-40 i hromogeni supstrat.

U plejt sa monoklonalnim antitelima na YKL-40 dodati su uzorci plazme ispitanika.
Potom je sledio period inkubacije na temperaturi od 18-28°C, 60 minuta, i ispiranja nevezanih
delova. U drugoj fazi dodavana su AP -konjugovana poliklonalna ze¢ija antitela na YKL-40,
koja se vezuju za imobilizovana YKL-40 iz prve faze. Ponovo sledi inkubacija na 18-28°C, 60
minuta, i1 ispiranje nevezanih delova konjungata. Potom je dodavan p-nitrophenyl phosphate
(pNPP), hromogeni rastvor supstrata. Vezani AP reaguje sa supstratom formiraju¢i Zutu boju.
Nakon perioda inkubacije, od 60 minuta, zaustavlja se hemijska reakcija i intenzitet boje meri
spektrofotometrijom, na 405 nm. Intenzitet boje dobijene miksture je proporcionalan koncen-
traciji YKL-40. Dobijeni rezultati su o€itavani iz generisane standardizovane krivulje korisce-

njem linearne regresione analize, a vrednosti se izrazavaju u ng/L.

4.4. ODREDPIVANJE PARAMETARA OKSIDATIVNOG STRESA | PARAMETRA
ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE

4.4.1. Odredivanje lipidnih peroksida u plazmi ispitanika

Prac¢enje oksidativnog oSteCenja vrSeno je merenjem TBA-reagujucih supstanci
(TBARYS) koji u reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) pri visokoj temperaturi i u Kiseloj
sredini stvaraju hromogen-kondenzacioni produkt. Za njihovo odredivanje u plazmi koris¢ena
je modifikovana TBA metoda (Andreeva i sar., 1988). Koncentracija TBARS je izrazena u

umol/L.

4.4.2. Odredivanje produkata uznapredovale oksidacije proteina u plazmi
(AOPP)

U plazmi ispitanika za odredivanje AOPP koris¢ena je metoda koju su opisali Witko-
Sarsat i sar. (1996). U 200 pL supernatanata, rastvorenog u odnosu 1:5, sa fosfatnim puferom
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(PBS), nakon mikrotitracije dodato je 10 puL 1,16 M kalijum jodida i 20 uL sircetne kiseline.
Apsorbcija dobijene miksture odmah je ocitavana na 340 nm mikroplate ¢itacu u odnosu na
apsorbciju koju je imala mikstura koju su ¢inili 200 uL PBS, 10uL 1,16M kalijum jodidi 20

uL sir¢etne kiseline. Koncentracija AOPP izrazena je u umol/g proteina.

4.4.3. Odredivanje ukupnih sulfhidrilnih grupa (SH)

Ukupne SH grupe u plazmi odredivane su pomoc¢u Ellman-ovog reagensa (5,5 -ditio-
bis-2-nitrobenzoeva kiselina-DTNB) (Ellman, 1952). U reakciji Ellman-ovog reagensa sa ne-
proteinskim SH grupama, nastaje obojeni produkt dianjon 2-nitro-5-tiobenzoeva kiselina.

Vrednost koncentracije SH grupa izrazena je u umol/L.

4.4 .4, Statisticka obrada biohemijskih podataka

Dobijeni rezultati su obradeni statistickim programom, Sigma stat verzija 3.5. KoriS¢e-
ni su Mann-Whitney Rank Sum Test i Studentov t test. Statisticka razlika utvrdivana je sa sta-

tistickom znacajnos¢u od p<0,05. Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno i graficki.

4.5. MORFOMETRIJSKA ANALIZA PROMENA NA OCNOM DNU KOD
ISPITANIKA SA DIJABETESNOM RETINOPATIJOM

Digitalne slike o¢nog dna kod 51 ispitanika, 25 kontrolne grupe, 17 ispitanika sa
RNDP i 9 sa RDPP, nakon morfoloSke analize, dodatno su kvantitativno analizirane uz po-
mo¢ sistema za procesiranje i analizu digitalne slike ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Foto-
dokumentaciju i fluoresceinsku angiografiju obavio je jedan oftalmolog prema unapred defi-
nisanom protokolu. Analizirane su digitalne fotografije desnog i levog oka kod svakog ispita-
nika. Sistem je spacijalno kalibrisan za dato povecanje kamere (1 pixel = 17,7 um). O¢no dno
je podeljeno u pet koncentri¢nih zona sa centrom u optickom disku. Koris¢en je softver za
crtanje koncentri¢nih kruznica ,,concentric circles” (http://rsbweb.nih.gov/ij/ plugins/con-
centric-circles.ntml) sa centroidom na optickom disku. U odnosu na centroid na optickom
disku, upotrebom navedenog softvera, formirano je pet koncentri¢nih zona u odnosu na
opticki disk (slika 8). Zona koja neposredno okruzuje opticki disk je 0znacavana kao prva. U

prvoj fazi analize bile bi odredivane morfometrijske karakteristike optickog diska (area,
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perimeter, Feret-ov dijametar i cirkularnost)(zona I). Sve zone su konstruisane kao jednake i
oznacene uskladu sa porastom distance od optickog diska (zone 11, 11, 1V, V).

Podruc¢je makule lokalizovano je u zoni II ili zoni III, u najve¢em broju digitalnih
fotografija. Na nekim fotografijama podrucje makule se delimi¢no nalazi u zoni IV, §to je
posledica vise medijalno lociranog opti¢kog diska i posledi¢ne redukcije Sirine koncentri¢nih

Zona.

Zone V
Zone il Eone v

Zone ll

Slika 8. Digitalna fotografija o¢nog dna desnog i levog oka sa konstruisanim i oznaenim koncentri¢-
nim zonama od centra optickog diska.

Nakon toga je upotrebom softvera, “cell counter tool” (http://rsbweb.nih.gov/ij/plu-
gins/cell-counter.html) analizirana zastupljenost morfoloskih promena prisutnih na ofnom
dnu. Posebna paznja posvecena je mikroaneurizmama, hemoragijskim promenama (tackastim,
crtastim i mrljastim hemoragijama), ishemijskim (cotton wool), kao i tvrdim eksudatima.
Ispitivana je prvo njihova brojnost u svakoj od navedenih zona, nakon ¢ega Su na reprezenta-
tivnom uzorku, za svaki slu¢aj (10 ishemijskih i 10 hemoragijskih promena), su analizirane
njihove morfometrijske karakteristike (area, perimeter, Feret-ov dijametar, cirkularnost).
Podrucje cotton wool promena oznaceno je kao-A Acws, podrucje tvrdih eksudata - Aye |
podru¢je hemoragicnih lezija - Ay) mereno je ImageJ freehand tool, softverom.

U slucajevima kada su se merene promene preklapale u dve susedne zone merenja,
podrucja ovih delova, lokalizovana inace u razli¢itim zonama, merena su odvojeno.

U poslednjoj fazi kvantitativne analize bila je vrSena analiza karakteristika krvnih
sudova o¢nog dna (arterija i vena) (http://rsbweb.nih.gov/ij/plugins/cell-counter.html) mere-
njem njihovog broja (N) i spoljasnjeg dijametra (Dgw) u svakoj zoni retine na digitalnoj foto-
grafiji o¢nog dna. Brojani su svi krvni sudovi, a u slu¢aju njihovog grananja, dva novoformi-

rana krvna suda racunata su posebno, kao dva odvojena krvna suda.
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Spoljasnji dijametar (Dgw) meren je na tri razlicite lokalizacije krvnih sudova unutar
optickog diska, kao i svih pet zona oko nje. 1z izmerenih vrednosti izracunavana je prosecna
vrednost za krvne sudove (arterije i vene) unutar diska i za krvne sudove (arterije i vene) u
svih pet napred navedenih zona. Prose¢ne vrednosti parametara, dobijenih merenjem struktura

o¢noga dna za svaki od ispitivanih slu¢ajeva, prikazane su tabelarno i statistic¢ki analizirane.

4.5.1. Statisticka obrada morfometrijskih podataka

Statisticki paket SPSS verzija 16 korisc¢en je za statistiCku analizu dobijenih rezultata.
Klasifikaciona analiza je izvrSena pomocu k-means metode. Broj krvnih sudova retine u sva-
koj ispitivanoj zoni i njihov prose¢ni spoljasnji dijametar koris¢eni su kao klasifikacioni
parametar. Razlike izmedu morfometrijskih parametara i analiza Krvi izvrSene su Studentovim
t-testom za nezavisne uzorke.

One Way ANOVA je korisc¢ena kao statistiCka metoda za utvrdivanje statisticke zna-
Cajnosti broja uocenih krvnih sudova i srednje vrednosti spoljasnjeg dijametra ispitivanih zo-
na na digitalnim slikama retine ispitanika.

Dodatne razlike izmedu tri grupe ispitanika analizirane su pomoc¢u Tukey’s and Games
-Howell post hoc testova. Homogenost varijanse za izmerene parametre analizirana je Leve-
ne’s testom. Fischer-ov test egzaktne verovatnoce koriS¢en je za analizu razlika frekvence
izmedu ispitivanih grupa. Efekat veli¢ine (d) za dobijene razlike racunat je po formuli Lipsey
I Willson-a (Lipsey i Willson, 2001).

Rezultati morfometrijske analize, broj krvnih sudova, njihov spoljasnji dijametar u
svakoj od ispitivanih zona kori$¢en je za klaster analizu. Dobijeni rezultati su prikazani tabe-
larno i graficki.

Korelacija biohemijskih parametara (biomarkera inflamacije, antioksidativne zastite i
oksidativnog stresa) medusobno, kao i korelacija ispitivanih biomarkera inflamacije, oksida-
tivnog stresa i antioksidativne zastite, sa dijametrom i brojem krvnih sudova kod ispitivanih
grupa bolesnika, prikazana je tabelarno i graficki. One Way ANOVA je koris¢ena kao statisti-

¢ka metoda.
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S.RezuLTATI

5.1. UZRAST, POL ISPITANIKA | DUZINA TRAJANJA BOLESTI

Ispitivanjem je obuhvaceno 90 ispitanika, podeljenih u tri grupe: prvu, kontrolnu gru-
pu ¢inili su zdravi ispitanici, drugu grupu ¢inili su ispitanici sa dijagnozom DMT2 pocetnim
neproliferativnim, blagim promenama (RDNP), trecu grupu ¢inili su ispitanici sa dijagnozom
DMT2 i promenama na ofnom dnu, koje su odgovarale veoma teSkim preproliferativnim,
promenama (RDPP). Kontrolnu grupu €inili su zdravi ispitanici, sa negativnom anamnezom o
prisustvu dijabetesa, negativnom familijarnom anamnezom o prisustvu ovog oboljenja, bez
sistemskog i drugog akutnog i hroni¢nog inflamatornog procesa u trenutku sprovodenja ispi-
tivanja, kao i bez akutnog i hroni¢nog oénog oboljenja.

U grupi ispitanika sa RDNP prose¢na starost izrazena u godinama Zzivota je 50,6, u
grupi ispitanika sa RDPP 52,6 godina (tabela 1).

Tabela 1. Uzrast ispitanika, pol, duzina trajanja bolesti

Parametar N Uzrf’iSt Pol muski  Pol Zenski Duzmg trajz_ln]a
(godine) bolesti (godine)

Kontrola 30 50,7+6,9 17 (56,7%) 13 (43,3%) 0

RDNP 30 50,6+£7,4 17 (56,7%) 13 (43,3%) 9,40+4,11

RDPP 30 52,6+7,7%° 18 (60%) 12 (40%) 12,43+5,14°

a- p <0,01vs. Kontrola, b- p <0,01vs. RDNP; ¢-p<0,05 vs. RDNP

Prosec¢na starost, izraZzena u godinama, ispitanika kontrolne grupe bila je 50,7 godina.
Uocena je statisticki znacajna razlika u uzrastu izmedu grupe ispitanika sa pocetnim i uzna-
predovalim oblikom dijabetesne retinopatije, RDNP i RDPP (p<0,01).

Grupu ispitanika sa DM i promenama na oénom dnu ¢inilo je ukupno 60 ispitanika, 37
muskog pola ili 61,7% i 23 Zenskog pola ili 38,33%. U grupi ispitanika sa pocetnim promena-
ma RDNP, ukupno 30 ispitanika, bilo je 17 osoba muskog pola ili 56,7% i 13 osoba zenskog
pola ili 43,3%, a u grupi ispitanika sa RDPP 18 osoba muskog pola ili 60% i 12 zenskog pola
ili 40%. Kontrolnu grupu ¢inilo je ukupno 30 ispitanika, 17 muskog ili 56,7% i 13 Zenskog
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pola ili 43,3%. U odnosu na pol ispitanika nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu
Ispitivanih grupa.

Kod ispitanika sa RDNP prose¢na duzina trajanja bolesti iznosila je 9,4 godine, dok u
grupi sa promenama na o¢nom dnu, po tipu uznapredovalih, RDPP, prose¢na duZzina trajanja
oboljenja iznosila je 12,43 godine. Uocena je statisticki znacajna razlika u duzini trajanja obo-
ljenja kod ispitanika grupe sa RDNP u odnosu na grupu ispitanika sa RDPP (p<0,05).

5.2. VREDNOSTI PARAMETARA GLIKOREGULACIJE

Glikemija i vrednosti HbAlc odredivane su kao parametri glikoregulacije u svih ispi-
tanika. Vrednosti glikemije utvrdivane su kod ispitanika razli¢itih grupa uzimanjem uzoraka
krvi u ranim jutarnjim satima naste. Prose¢ne vrednosti glikemije osoba sa RDNP bile su
8,48+2,26 mmol/L, u grupi ispitanika sa RDPP 10,27+4,43 mmol/L i u kontrolnoj grupi bile
su 5,04+0,44 mmol/L (tabela 2).

Tabela 2. Vrednosti glikemije i glikoziliranog hemoglobina u
Krvi ispitanika.

Parametar N Glikoza HbAlc
mmol/L (%)
Kontrola 30 5,04+0,44 5,07+0,49
RDNP 30 8,48+2.26% 7,45+0,95°
RDPP 30 10,27ﬂ:4,43a'b 8,46+1,68%°

a-p<0,001vs. Kontrola, b-p<0,001vs. RDNP; c-p<0,05 vs. RDNP;

NajviSe vrednosti glikemije u krvi uocene su u grupi ispitanika sa RDPP. Uocena je
statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima glikoze u krvi izmedu grupe ispitanika sa dijagno-
zom DMT2 i sa promenama na o¢nom dnu i kontrolne grupe, kao i izmedu grupe ispitanika
RDNP i RDPP (p<0,001).

Procenat glikoziliranog hemoglobina Alc (HbAlc) odredivan je u krvi svih ispitanika
I prikazane su njegove vrednosti (tabela 2). Najvise vrednosti HbAlc bile su u grupi ispita-
nika RDPP (8,46%), nize u grupi ispitanika sa blagim promenama po tipu RDNP (7,45%),
dok su najnize vrednosti dobijene u kontrolnoj grupi (5,07%). Uocena je statisticki znacajna

razlika izmedu dobijenih vrednosti HbAlc u grupi ispitanika sa RDPP u odnosu na kontrolnu
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grupu (p<0,001). Uporedivanjem dobijenih vrednosti HbAlc, uocena je statisticki znacajna
razlika dobijenih vrednosti istog parametra kod ispitanika sa RDPP u odnosu na ispitanike sa
RDNP (p< 0,05).

5.3. VREDNOSTI PARAMETARA AZOTNOG BILANSA | UKUPNIH PROTEINA U
KRVI ISPITANIKA

U krvi svih ispitanika odredivan je nivo uree, Kreatinina i ukupnih proteina plazme
(tabela 3). Vrednosti uree bile su najvise u grupi ispitanika sa RDPP (6,19+2,39 mmol/L), a
najnize u kontrolnoj grupi (4,67+1,14 mmol/L). Izmedu dobijenih vrednosti uree u ispiti-
vanim grupama uoc¢ena je statisticki znacajna razlika, kako izmedu grupa ispitanika sa DMT2
I promenama na o¢nom dnu i kontrolne grupe (p<0,01). Vrednost kreatinina, takode, bila je
najvisa u grupi ispitanika sa RDPP (93,35£58,18 umol/L), a statisti¢ka znacajnost, dobijena
uporedivanjem vrednosti ovog parametra, uocena je izmedu grupe ispitanika sa promenama
na o¢nom dnu po tipu RD i kontrolne grupe, ali ne i izmedu dve grupe ispitanika sa RDNP i
RDPP.

Tabela 3. VVrednosti uree, kreatinina i ukupnih proteina u krvi ispitanika.

Urea Kreatinin Ukupni proteini
Parametar N 011 (umol/L) plazme (g/L)
Kontrola 30 4,67+1,14 69,17+8,10 71,48+4,35
RDNP 30 5,68+1,21° 90,63+20,12° 69,13+5,65
RDPP 30 6,19+2,39° 93,35+58,18° 68,92+6,01

a-p<0,01vs. Kontrola

Ukupni proteini plazme odredivani su u krvi svih ispitanika, izrazeni u mmol/L, a
dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 3. Najnize vrednosti ukupnih proteina bile su u grupi
ispitanika sa RDPP (68,92+6,01 g/L). Dobijene prose¢ne vrednosti za grupe ispitanika, grupe

sa RDNP, RDPP i kontrolne grupe, nisu pokazivale statisticku zna¢ajnost.

5.4. VREDNOSTI BIOMARKERA INFLAMACIJE U KRVI ISPITANIKA

U krvi svih ispitanika odredivani su slede¢i biomarkeri inflamacije: vrednost sedi-
mentacije u prvom satu, vrednosti fibrinogena, C-reaktivnog proteina (CRP) i hitinaza-3 pro-
tein 1 (YKL-40). Dobijene vrednosti navedenih biomarkera inflamacije prikazane su u tabeli

4 i grafikonu 5.
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Tabela 4. Biomarkeri inflamacije u krvi ispitanika.

Parametar N  Sedimentacija (mm/h) Fibrinogen (g/L) CRP (mg/L)

Kontrola 30 7,03+£3,24 3,99+0,40 3,94+0,43
RDNP 30 15,60+8,33% 7,8343,10% 5,62+1,08%
RDPP 30 20,43+12,73% 7,37+2,38% 7,20+2,49 ab

a-p <0,001 vs. Kontrola; b - p < 0,001 vs. RNDP

Najvise prosecne vrednosti sedimentacije bile su u grupi ispitanika sa RDPP (20,43+
12,73 mm/h). Prisutna je statisticki znacajna razlika izmedu grupe ispitanika sa DMT2 i sa
promenama na o¢nom dnu u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001). Medutim, nije uoéena sta-
tisticka znacajnost u vrednostima ovog biomarkera inflamacije izmedu grupa ispitanika sa
RDNP i RDPP.

U krvi ispitanika su odredivane vrednosti fibrinogena, kao biomarkera inflamacije,
koje su prikazane u tabeli 4. Najvise vrednosti fibrinogena uoc¢ene su u grupi ispitanika sa
RDPP (7,37+2,38 g/L), a najnize u kontrolnoj grupi (3,99+0,40 g/L).

Prisutna je statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima fibrinogena obe grupe ispitanika
obolelih od DMT2 sa promenama na o¢nom dnu, u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001).
Nije uoCena statisticki znacajna razlika izmedu vrednosti fibrinogena grupe ispitanika sa
RDNP i RDPP.

Prose¢ne vrednosti CRP-a bile su najvise u grupi ispitanika sa RDPP (7,20+2,49
mg/L), a najnize u kontroloj grupi (3,94+0,43 mg/L). Vrednosti CRP-a u grupi ispitanika sa
RDNP bile su 5,62+1,08 mg/L. Uocena je statisticki znacajna razlika u vrednosti koncentra-
cija CRP-a izmedu grupa ispitanika sa DMT2 i kontrolne grupe (p<0,001).

Takode, uocena je statisticki znacajna razlika u vrednosti ovog parametra izmedu dve
grupe ispitanika sa razli¢itim oblikom RD, u grupi ispitanika sa RDPP, u odnosu na grupu
ispitanika sa RDNP (p<,001).

Prose¢ne vrednosti YKL-40 izrazene su u ng/ml i prikazane u grafikonu 1. U grupi
ispitanika sa pocetnim, blagim promenama, RDNP su bile prisutne vise vrednosti, ovog para-
metra (123,05£15,81 ng/ml), u odnosu na kontrolnu grupu, a najviSe su bile u grupi ispitanika

sa promenama oznacenim kao RDPP (191,79+57,94 ng/mL) (grafikon 1).
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Grafikon 1. YKL-40 u plazmi ispitanika sve tri grupe.

U kontrolnoj grupi vrednosti ovog parametra su bile najnize 66,02+12,21 ng/ml.
Uocena je statisticki znacajna razlika u vrednosti ovog biomarkera inflamacije izmedu grupa
ispitanika sa DMT2 i promenama na o¢nom dnu i grupe kontrola (p<0,001) (grafikon 1).

Izmedu grupe ispitanika sa RDNP i grupe ispitanika sa RDPP uocéena je visoka
statisticka znacajnost u vrednosti koncentracije ovog biomarkera inflamacije (p<0,001)
(grafikon 1).

5.5. VREDNOSTI LIPOPROTEINA, TRIGLICERIDA U SERUMU ISPITANIKA,
ATEROGENI INDEKS | INDEKS TELESNE MASE ISPITANIKA

Kod 90 ispitanika su u serumu odredivane koncentracije ukupnog holesterola, njegove
lipoproteinske frakcije, HDL (eng.-high denisty lipoproteins), LDL (eng.-low denisty lipopro-
teins) i vrednosti triglicerida. Vrednosti koncentracija lipida izrazene su u mmol/L, a dobijeni

rezultati prikazani u tabeli 4.
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Tabela 5. Vrednosti ukupnog holesterola, HDL, LDL i triglicerida u krvi
ispitanika, aterogeni indeks i BMI

Parametar N  Kontrola RDNP RDPP
Holesterol (mmol/L) 30 4,41+0,69 5,92+1,39% 5,514+0,96%
HDL (mmol/L) 30 1,61+0,69  2,00+1,39 1,26+0,26°°
LDL (mmol/L) 30 2,80+0,97  4,03+0,99° 3,88+0,96°
Trigliceridi (mmol/L) 30 1,21+0,31 1,91+0,72° 1,90+0,67°
Aterogeni indeks 30 2,05£0,93  2,57+1,29 3,54+1,09%¢
BMI (kg/m?) 30 24,37+3.87 28,57+4,82%°  27,37+5,65

a-p <0,001 vs. Kontrola; b - p < 0,001 vs. RNDP; c-p<0,05 vs. Kontrola;
d-p<0,01vs. RDNP

Najvece vrednosti koncentracije ukupnog holesterola bile su prisutne u grupi ispita-
nika sa RDNP (5,92+1,39 mmol/L). U kontrolnoj grupi su koncentracije navedenog parametra
bile najnize (4,41+£0,69 mmol/L).

Prisutna je statisticki znaCajna razlika u vrednostima ovog parametra izmedu obe
grupe ispitanika sa DMT2 i promenama na oénom dnu i kontrolne grupe (p<0,001). Vrednosti
HDL frakcije holesterola bile su najviSe u grupi ispitanika sa blagim pocetnim promenama,
RDNP (2,00+1,39 mmol/L), a najnize vrednosti HDL uocene su u grupi ispitanika sa vrlo
teskim preproliferativnim promenama, RDPP (1,26+0,26 mmol/L).

Uocena je statisticki znacajna razlika u vrednosti ispitivanog parametra izmedu
izmedu ispitanika sa RDNP i RDPP (p<0,001). Statisticka razlika u vrednostima ovog para-
metra prisutna je i izmedu grupe ispitanika sa RDPP u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05).

Vrednosti koncentracija LDL bile su najvise u grupi ispitanika sa DMT2 i promenama
na oénom dnu, oznacenim kao RDNP (4,03+£0,99 mmol/L), a najnize u grupi zdravih ispita-
nika (2,80+0,97 mmol/L). U obe grupe ispitanika sa DMT2 i promenama na o¢nom dnu vred-
nosti LDL bile su statisti¢ki znacajno vise nego u kontrolnoj grupi (p<0,001).

Vrednosti triglicerida za sve tri grupe ispitanika prikazane su u tabeli 5. Najvise vred-
nosti triglicerida uocene su u grupi ispitanika sa blagim, pocetnim promenama RDNP
(1,91£0,72 mmol/L), a najnize u kontrolnoj grupi ispitanika (1,21+0,31 mmol/L).

U odnosu na kontrolnu grupu, vrednosti triglicerida bile su povisene u obe grupe
ispitanika sa RD (p<0,001). Nije prisutna statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima ovog
parametra izmedu grupa ispitanika sa razli¢itim stepenom promena na o¢nom dnu, odnosno

grupi sa RDNP i RDPP.
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Kod ispitanika svih grupa izracunavan je aterogeni indeks plazme (AIP)(tabela 5).
Povisene vrednosti AIP u odnosu na referentne vrednosti dobijene su u obe grupe ispitanika
sa dijagnozom DMT?2 i promenama na o¢nom dnu. Najveca vrednost AIP bila je u grupi ispi-
tanika sa RDPP (3,54+1,09). Uocena je statisticki znac¢ajna razlika u vrednostima AIP izmedu
grupe ispitanika sa RDPP, u odnosu na ispitanike kontrolne grupe (p<0,001). Prisutna je
uocena statisticka znac¢ajnost u vrednostima AIP izmedu grupe ispitanika sa RDPP, u odnosu
na grupu ispitanika RDNP (p<0,01).

Kod svih ispitanika izracunavan je BMI (tabela 5). Najvisi BMI bio je prisutan u grupi
ispitanika sa RDNP (28,57+4,82 kg/m?). U odnosu na referentne vrednosti Svetske zdravstve-
ne organizacije, ispitanici kontrolne grupe pripadali su grupi sa idealnom telesnom teZinom
(24,37+3,87 kg/m?).

Uporedivanjem prosecnih vrednosti BMI ispitanika sve tri grupe uocena je statisticki
znacajna razlika izmedu BMI ispitanika sa RDNP, u odnosu na kontrolnu grupu, pri ¢emu je
BMI u grupi ispitanika sa RDNP bio statisti¢ki znac¢ajno veéi (p<0,001).

Izmedu grupa ispitanika sa RDNP i RDPP nije uoc€ena statisticki znacajna razlika u

vrednostima ovog parametra.

5.6. PARAMETRI OKSIDATIVNOG STRESA | PARAMETAR ANTIOKSIDATIVNE
ZASTITE

Kod svih ispitanika odredivane su koncentracije parametara oksidativnog stresa, i to
produkti lipidne peroksidacije (TBARS) u plazmi i produkti uznapredovale oksidacije prote-
ina u plazmi (AOPP) i vrednosti parametra antioksidativne neenzimske zastite, ukupnih sulf-
hidrilnih grupa (SH grupe).

Najvise prosecne vrednosti TBARS dobijene su u grupi ispitanika sa RDPP (22,45+
5,39 pumol/L), a najnize u kontrolnoj grupi (12,19+1,67 pumol/L) (grafikon 2). Vrednosti
TBARS u grupi ispitanika sa RDNP bile su 16,19+1,05 pmol/L.

Uporedivanjem dobijenih vrednosti za ispitanike sve tri grupe uocena je statisti¢ki
znacajna razlika izmedu grupa ispitanika sa DMT2 u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001)
(grafikon 2).
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Grafikon 2. Prose¢ne vrednosti TBARS kod ispitanika razli¢itih grupa.

Kada je re¢ o odnosu dobijenih prose¢nih vrednosti ovog parametra izmedu grupe
ispitanika sa RDNP i RDPP, uoc¢eno je da je vrednost ovog parametra statisticki znac¢ajno visa
kod ispitanika sa RDPP (p<0,001)(grafikon 2).

Najvise vrednosti AOPP bile su u grupi ispitanika sa RDPP (91,45+17,94 umol/g
proteina), a najnize prose¢ne vrednosti u kontrolnoj grupi i dobijene prose¢ne vrednosti u ovoj

grupi iznosile su 30,86+4,06 umol/g proteina.
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Grafikon 3. Prose¢ne vrednosti AOPP kod ispitanika razli¢itih grupa.

Uporedivanjem dobijenih vrednosti za ispitanike sve tri grupe uocena je statisticki
znacajna razlika izmedu grupa ispitanika sa DMT2 u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001)
(grafikon 3). Kada je re¢ o odnosu dobijenih prose¢nih vrednosti ovog parametra izmedu
grupe ispitanika sa RDPP u odnosu na RDNP, uoceno je da je vrednost ovog parametra
statisticki zna¢ajno visa kod ispitanika sa RDPP (p<0,001)(grafikon 3).

Dobijene prosec¢ne vrednosti za ukupne SH grupe plazme iskazane su u umol/L, i bile
su sa najvisSim vrednostima u grupi ispitanika sa pocetnim promenama na o¢nom dnu, RDNP
(383,56+44,67 pumol/L), a njihove najnize vrednosti uocene su kod ispitanika sa RDPP
(270,89+28,81 umol/L)(grafikon 4).
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Grafikon 4. Proseéne vrednosti ukupnih sulfhidrilnih grupa kod ispitanika.

Uporedivanjem dobijenih rezultata vrednosti ovog parametra uoCena je statisticki
znacajna razlika izmedu vrednosti ukupnih SH grupa, grupe ispitanika sa RDNP u odnosu na
kontrolnu grupu, gde je vrednost ukupnih SH grupa bila visa (p<0,001).

Takode, bila je prisutna statisticki znacajna razlika vrednosti SH grupa izmedu ispi-
tanika grupe sa RDPP i kontrolne grupe ispitanika, pri ¢emu su vrednosti SH grupa bile nize u
grupi ispitanika sa RDPP (270,89+28,81 umol/L), u odnosu na kontrolnu grupu
(322,09+33,36 umol/L; p<0,001).

Uporedivanjem vrednosti SH grupa izmedu grupe ispitanika sa RDNP 1 grupe
ispitanika sa RDPP (270,89+28,81 umol/L), uoéeno je da su vrednosti SH grupa bile sta-
tisticki znacajno vise u grupi ispitanika sa RDNP (383,56+44,67 umol/L; p<0,001) (grafikon
4).
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5.7. KORELACIJA BIOHEMIJSKIH PARAMETARA KRVI

Na osnovu dobijenih rezultata uradene su korelacije slede¢ih biohemijskih parametara:

5.7.1. Korelacije glikoze sa glikoziliranim hemoglobinom Alc i glikoziliranog
hemoglobina Alc sa lipoproteinima krvi

Glikoza u Kkrvi i glikozilirani hemoglobin Alc - Na osnovu dobijenih prose¢nih
vrednosti koncentracija glikoze u krvi, izrazene u mmol/L, i glikoziliranog hemoglobina
(HbA1c), izrazenog u procentima, odredena je korelacija navedenih parametara. Uocena je
pozitivna korelacija izmedu nivoa glikoze, HbAlc sa stepenom izraZenosti promena na
ofnom dnu, tj. veéi nivo glikoze u krvi ispitanika i ve¢i procenat nivoa glikoziliranog hemo-
globina potvrden je u grupi ispitanika sa RDPP (p<0,01)(p<0,01; R=0,526). Dakle, nivo gli-
koze u krvi i procenat HbAlc direktno koreliraju sa preproliferativnim promenama na oénom

dnu ispitanika sa RD.
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Grafikon 5. Korelacija dobijenih vrednosti glikoze i HbAlc u tri grupe ispitanika.

Glikozilirani hemoglobin Alc i lipoproteini krvi - Korelacija dobijenih vrednosti

glikoziliranog hemoglobina (HbAlc), izrazenog u procentima, i ukupnog holesterola, kao i
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njegovih frakcija, HDL i LDL, izrazenih u mmol/L, u krvi ispitanika kontrolne grupe i obo-
lelih od DMT2 sa promenama na o¢nom dnu, prikazana je tabelarno (tabela 5). Uocena je
direktna korelacija navedenih parametara krvi u grupi ispitanika sa RDNP i to vrednosti
HbAlc i ukupnog holesterola (p<0,1)(p<0,05; R=0,402) i vrednosti HbAlc i LDL frakcije
holesterola (p<0,01)(p<0,01, R=0,569), tj. u grupi ispitanika sa RDNP porast vrednosti hole-
sterola prati direktno porast vrednosti HbAlc (tabela 8). Korelacijom vrednosti HbAlci LDL
frakcije holesterola takode je uocena direktna povezanost, tj. rast HbAlc u Krvi ispitanika
grupe sa RDNP prati rast vrednosti LDL frakcije holesterola. Za ostale parametre, HDL i

trigliceride, kao i ostale grupe ispitanika, nije potvrdena korelacija (tabela 8).

Tabela 6. Korelacija vrednosti HbAlci lipida u krvi.

HbAlc
Kontrola RDNP  RDPP
0,104 0,402 0,146
Holesterol (mmol/L) 0583 0008 0441
LDL (mmol/L) 0,121 0569 0,024

0,522 0,001 0,900

-0,080 0,005 -0,150

HDL (mmol/L) 0,673 0,980 0,430

0,328 -0,076 0,258

Trigliceridi (mmol/L) 0077 0.689 0,168

5.7.2. Korelacije biomarkera inflamacije, fibrinogena i C-reaktivnog proteina u
krvi ispitanika

Na osnovu dobijenih rezultata, izvrSena je korelacija vrednosti fibrinogena u plazmi i
C-reaktivnog proteina (CRP), kao biomarkera inflamacije, u krvi svih ispitanika, grupe obole-
lih od DMT2 i kontrolne grupe (tabela 7). Koncentracije fibrinogena u plazmi izrazena je u
g/L a CRP-a u mg/L.

Na osnovu korelacije dobijenih vrednosti ovih parametara za ispitivane grupe, uoc¢ena
je pozitivna korelacija izmedu vrednosti fibrinogena i CRP u grupi ispitanika sa RDPP
(p<0,1)(p<0,05; R=0,434).

U grupi ispitanika sa RDPP porast vrednosti fibrinogena u plazmi prati porast CRP-a.

Korelacija ovih biomarkera inflamacije nije uoc¢ena kod ispitanika ostalih grupa.
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Tabela 7. Korelacija vrednosti fibrinogena i CRP-a

Fibrinogen (g/L)

Kontrola RDNP RDPP
0,125 -0,045 0,434
CRP (mg/L) 0,510 0,814 0,017

5.7.3. Korelacije hitinaza-3 proteina 1 u krvi i sedimentacije, fibrinogena i C
reaktivnog proteina
Na osnovu dobijenih rezultata, za biomarker inflamacije krvi u sve tri grupe ispitanika,
grupu ispitanika sa RDNP, grupu ispitanika sa RDPP i kontrolnu grupu, uradena je korelacija
biomarkera inflamacije i to za slede¢e biomarkere: hitinaza-3 protein 1 (YKL-40) sa sedimen-
tacijom, koncentracijom fibrinogena i CRP-a. Dobijene vrednosti za YKL-40 izrazene su u
ng/ml, vrednosti fibrinogena u g/L i CRP-a u mg/L, a vrednosti sedimentacije u mm/h. Rezul-

tati su prikazani u tabeli 8.

Tabela 8. Korelacija vrednosti biomarkera inflamacije YKL-40
sa sedimentacijom, fibrinogenom, CRP-om, BMI, glikozom i
HbAlc

YKL-40 (ng/ml)

Kontrola RDNP RDPP

e (mvh) 00009  -0494 0031
0,996 0005 0871

0,193 0183 0137

CRP (mg/L) 0,306 0334 0470
— 0,137 0239 0,031
Fibrinogen (g/L) 0.471 0203 0731

Na osnovu korelacije ispitivanih biomarkera inflamacije za tri grupe ispitanika uo¢ena
je korelacija izmedu YKL-40, biomarkera inflamacije i sedimentacije u grupi ispitanika sa
RDNP (p<0,01)(p=0,005; R=-0,494) (tabela 8).

5.7.4. Korelacije hitinaza-3 proteina 1 u krvi sa BMI, glikozom i HbAlc

Na osnovu dobijenih rezultata, za biomarker inflamacije krvi u sve tri grupe ispitanika,
grupu ispitanika sa RDNP, grupu ispitanika sa RDPP i kontrolnu grupu, uradena je korelacija
biomarkera inflamacije YKL-40 sa BMI i parametrima glikoregulacije, vrednostima glikoze i

HbAlc (tabela 11).
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Tabela 9. Korelacija vrednosti biomarkera inflamacije

YKL-40 sa BMI, glikozom i HbAlc

YKL-40 (ng/ml)

Kontrola ~ RDNP  RDPP
g 8O O
Glikoza (mmol/L) gﬁgg 8:}128 8%2
oG o

Korelacija ispitivanih biomarkera za ostale grupe ispitanika nije uoc¢ena (tabela 9).

5.7.5. Korelacije hitinaza-3 proteina 1 u krvi i parametara oksidativnog stresa i

antioksidativne zaStite

REZULTATI

Na osnovu dobijenih rezultata, hitinaza-3 protein 1 (YKL-40), biomarkera inflamacije

I vrednosti parametara antioksidativne zastite, ukupnih sulfhidrilnih grupa (SH grupa), i para-

metara oksidativnog stresa, TBARS kao parametra lipidne perokisidacije i AOPP kao produk-

ata uznapredovale oksidacije proteina, odredena je korelacija dobijenih vrednosti (tabeli 10).

Tabela 10. Korelacija vrednosti YKL-40 i parametara oksidativnog

stresa 1 antioksidativne zaStite.

YKL-40 (ng/ml)

Kontrola RDNP RDPP

-0,182 -0,136 -0,283

TBARS (umol/L) 0,335 0,473 0,130
0,115 0,429 0,213

SH grupe (umol/L) 0,545 0,018 0,258
_ 0,067 -0,003 0,147

AOPP (umol/g proteina) 0.724 0985 0,440

Vrednosti YKL-40 izrazene su u ng/ml, ukupnih SH grupa i TBARS u umol/L,a
AOPP umol/g proteina. Uocena je korelacija izmedu vrednosti YKL-40 i vrednosti ukupnih
SH grupa, (p=0,018, R=0,429) u grupi ispitanika sa RDNP (tabela 10). Porast vrednosti YKL-

40 prati porast vrednosti ukupnih SH grupa u grupi ispitanika sa RDNP (tabela 10).
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5.8. REZULTATI MORFOMETRIJSKE ANALIZE PROMENA NA OCNOM DNU

5.8.1. Broj krvnih sudova na opti¢kom disku

Analiziran je broj krvnih sudova na optickom disku desnog oka (OD-BKS). Dobijeni

rezultati su prikazani u tabeli 11.

Tabela 11. Broj krvnih sudova na optickom disku

desnog oka.

Grupa ispitanika N OD-BKS
Kontrola 25 18,64 +£3,22
RDNP 17 17,76+3,80
RDPP 9 14,00+3,39%"

a-p<0,05vs. Kontrola; b-p<0,05vs. RDNP.

Statisticka znacajnost ustanovljenih razlika izmedu dobijenih vrednosti morfometrij-
skih parametara ispitivana je One Way ANOVA testom. Dodatno, znacajnost razlika ispitiva-
nih parametara izmedu grupa ispitanika odredivana je Tukey-evim post hoc testom, a u slu-
Caju prisustva statisticki znacajne razlike varijansi ispitivanih grupa sa Games-Howell-ovim
post hoc testom. Broj krvnih sudova opti¢kog diska desnog oka statisticki se znacajno razliko-
vao izmedu ispitivanih grupa (F(2,48)=6,029; p=0,005). Tukey post hoc test je dodatno uka-
zao da je proseCan broj krvnih sudova opti¢kog diska desnog oka kod ispitanika sa RDPP
manji u odnosu na ispitanike kontrolne grupe i ispitanike sa RDNP (p<0,05). Vrednosti ovog
parametra kod ispitanika sa RDNP bile su manje u odnosu na kontrolnu grupu, sa statisticki
zacajnom razlikom (p<0,05)(tabela 11).

Tabela 12. Broj krvnih sudova na optickom disku

levog oka.

Grupa ispitanika N OL-BKS
Kontrola 25 18,48+3,15
RDNP 17 16,53+3,86%
RDPP 9 14,56+3,13%

a-p<0,05vs. Kontrola.
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Prosec¢an broj krvnih sudova levog optickog diska levog oka (OL-BKS) ispitanih gru-
pa prikazan je u tabeli 14. Kao i u slu¢aju desnog oka, prosec¢an broj krvnih sudova optickog
diska se je statisticki znacCajno razlikovao izmedu analiziranih grupa (F(2,48); p=4,817,
p=0,012). Tukey post hoc test je dodatno ukazao da su vrednosti ovog parametra bile statis-
ticki znac¢ajno manje obe grupe ispitanika sa RD u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05), dok
su vrednosti RDPP grupe manje u odnosu na RDNP grupu, ali bez statisticki znacajne razlike
(p>0,05)(tabela 12).

5.8.2. Dijametar krvnih sudova na optickom disku

Prosecan dijametar krvnih sudova opti¢kog diska desnog oka (OD-DKS) pokazivao je

suprotan trend, u odnosu na trend broja krvnih sudova na opti¢kom disku (tabela 13).

Tabela 13. Dijametar krvnih sudova na
optic¢kom disku desnog oka.

Grupaispitanika N OD-DKS (um)

Kontrola 25 74,89+10,35
RDNP 17 83,56+6,66°
RDPP 9 94,75+12,28*P

a-p<0,05vs. Kontrola; b-p<0,05vs. RDNP

Prose¢ne vrednosti ovog parametra su se razlikovale izmedu napred navedenih grupa
(F(2,48)=14,532; p<0,0001). Tukey post hoc test je dodatno ukazao da je prosecan dijametar
obe grupe ispitanika sa RD statisticki znacajno veéi u odnosu na ispitanike kontrolne grupe,
(p<0,05)(tabela 14).

Tabela 14. Dijametar krvnih sudova na
optickom disku levog oka.

Grupaispitanika N OL-DKS (um)

Kontrola 25 76,37+8,14
RDNP 17 86,37+9,19°
RDPP 9 91,05+14,46*°

a-p<0,05vs. Kontrola; b-p<0,05vs. RDNP
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Vrednost ovog parametra u RDNP grupi bila je statisti¢ki znacajno visa u odnosu na
kontrolnu, ali statisti¢ki znac¢ajno niza u odnosu na RDPP grupu (p<0,05), ¢iji su se slucajevi
karakterisali najvi§im vrednostima ovog parametra (tabela 14).

Prosean dijametar krvnih sudova optickog diska levog oka (OL-DKS) pratio je trend
odnosa dijametara krvnih sudova i njihovog broja na optickom disku istog oka (tabela 16).
Prosecne vrednosti ovog parametra su se razlikovale izmedu napred navedenih grupa
(F(2,48)=9,621; p<0,0001). Tukey post hoc test je dodatno ukazao da je prosean dijametar
obe grupe ispitanika sa RD statisticki znacajno veéi u odnosu na ispitanike kontrolne grupe,
respektivno (p<0,05). Vrednost ovog parametra u RDNP grupi bila je statisti¢ki znacajno visa
u odnosu na kontrolnu, ali statisticki zna¢ajno niza u odnosu na RDPP grupu (p<0,05), ¢iji

slucajevi su se karakterisali najvi§im vrednostima ovog parametra (tabela 14).

5.8.3. Broj i dijametar krvnih sudova u razli¢itim zonama o¢nog dna

Na digitalnim fotografijama desnog i levog oka kod svakog ispitanika odredivan je
broj (D-BKS i L-BKS) i spoljasnji dijametar krvnih sudova (D-DKS i L-DKS). Prilikom
analize, o¢no dno je podeljeno u pet koncentri¢nih zona sa centrom u optickom disku (slika
8). Zona koja neposredno okruzuje opticki disk oznacavana je kao prva. Sve zone su kons-
truisane kao jednake i oznacene u skladu sa porastom distance od optickog diska (zone ILIII,
IV, V). Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 15 i 16 i u grafikonu 6. Rezultati ovih analiza
pokazali su statisticku znac¢ajnost izmedu tri posmatrane grupe ispitanika.

Prosecan broj krvnih sudova retine (D-BKS) bio je znac¢ajno manji u grupi ispitanika
sa RDPP u odnosu na kontrolnu grupu i grupu ispitanika sa RDNP u svih pet ispitivanih zona
retine na digitalnim fotografijama o¢nog dna desnog oka (tabela 15). Medutim, prosecne
vrednosti D-DKS retine bile su znacajno vise u grupi ispitanika sa RDPP u svih pet posmatra-
nih zona u odnosu na kontrolnu grupu i grupu ispitanika sa RDNP (tabela 15).

Ranije navedeni morfometrijski parametri, proseCan broj krvnih sudova retine (L-
BKS) i vrednosti njihovog prosecnog spoljasnjeg dijametra (L-DKS) pokazuju isti trend kao
na desnom oku. Prose¢an L-BKS bio je znacajno vec¢i u kontrolnoj grupi i grupi ispitanika sa
RDNP u odnosu na grupu ispitanika sa RDPP u svih pet ispitivanih zona retine na digitalnim
fotografijama o¢nog dna levog oka (tabela 16).

One way ANOVA pokazuje da postoji statisticki znacajna razlika u broju krvnih sudo-
va u svih pet zona retine desnog i levog oka, i to u zoni | desnog oka (F(2,48)=220,863,;
p<0,005), u zoni | levog oka (F(2,48)=99,649; p<0,5), u zoni Il desnog oka (F(2,48)=
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1510,067; p<0,0001), zoni Il levog oka (F(2,48)=757,031, p<0,005), zoni Il (F(2,48)=
2217,981; p<0,0001) desnog oka i zoni Il levog oka (F(2,48)=1889,328; p<0,0001). Uop-
Steno, vrednosti ovog parametra rastu od optickog diska do zone III, gde su prisutne najvise
vrednosti, tj. najveca prose¢na vrednost broja krvnih sudova retine, koja postepeno opada na
oba oka u sve tri grupe ispitanika.

Games Howell post hoc test pokazuje da je na desnom oku u grupi ispitanika sa RDNP
prosecan broj krvnih sudova statisticki znacajno vec¢i (p<0,05) u zoni Il, zoni Il i zoni IV
nego na opti¢kom disku, kao i u odnosu na zonu | i zonu V (tabele 15 i 16). Ovaj parametar
bio je veci i u zoni IV u odnosu na zonu I, ali ova razlika nije bila statisticki znacajna. Prose-
¢an broj krvnih sudova u zoni Il, zoni 111 i zoni IV nije pokazivao statisticki znac¢ajnu razliku
primenom ovog testa.

Tukey's post hoc test pokazuje da je u grupi ispitanika sa RDPP prose¢an broj krvnih
sudova znacajno visi (p<0,05) u zoni II i zoni III nego na optickom disku i u zoni V, kao i u
zoni | u odnosu na zonu V (tabela 15 i 16). Vrednosti ovog parametra se nisu zna¢ajno razli-
kovale izmedu ostalih zona na desnom oku u okviru grupe ispitanika sa RDPP. Prose¢an broj
krvnih sudova u svakoj zoni pokazuje sli¢an trend na levom oku u grupi ispitanika sa RDNP,
dok je u grupi ispitanika sa RDPP na levom oku u zonama I, Il i Il prisutan statisticki zna-
¢ajno veci prosecan broj krvnih sudova u odnosu na prosecan broj krvnih sudova na optickom
disku levog oka, kao i u zonama IV i V (tabela 15 i 16).

Prose¢na vrednost spoljasnjeg dijametra povecava se od optickog diska do zone V i to
statisti¢ki znacajnije na desnom oku u grupi ispitanika sa RDNP (F (5, 96)=48,22; p<0,0001,
d=2,78) i u grupi ispitanika sa RDPP (F (5, 48)=6,04; p<0,0001, d=1,26) (tabela 15 i grafikon
6). Tukey's post hoc test dodatno pokazuje da se u grupi ispitanika sa RDNP ovaj parametar
statisti¢ki znacajno razlikuje (p<0,05) u zoni I i zoni II u odnosu na opticki disk. Spoljasnji
dijametar krvnih sudova u zonama IlL, IV i V bio je znacajno (p<0,05) veéi nego na optickom
disku, kao i zonama I i II. Dobijene vrednosti spoljasnjeg dijametra krvnih sudova u zonama
III, IV i V nisu pokazivale statisti¢ki znacajnu razliku. U grupi ispitanika sa RDPP ovaj
parametar je pokazivao sli¢an trend, sa izuzetkom da je ovo povecanje bilo statisticki znacaj-
no (p<0,05) u zonama IIl, IV i V, u odnosu na izmerene vrednosti spoljasnjeg dijametra krv-
nih sudova na optickom disku 1 zoni I. Razlika u izmerenoj vrednosti ovog parametra izmedu
ostalih zona nije pokazivala statisticku znacajnost.

Na digitalnim fotografijama o¢nog dna levog oka, spoljasnji dijametar krvnih sudova
povecavao se od optickog diska do zone V, sli¢no kao na o¢nom dnu desnog oka (tabela 15,

grafikon 6). Tukey s post hoc test pokazao je da vrednosti spoljainjeg dijametra krvnih sudo-
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va znacajno rastu (p<0,05) u zonama I, 11, IV i V, u odnosu na isti parametar na optickom
disku i u zoni I. StatistiCka znacajnost bila je prisutna i u grupi ispitanika sa RDPP. Games
Howell post hoc test pokazao je da je spoljasnji dijametar krvnih sudova statisti¢ki znac¢ajno

veci (p<0,05) u zoni [ u odnosu na zonu IV.

Tabela 15. Broj i dijametar krvnih sudova retine u ispitivanim
zonama o¢nog dna desnog oka.

Zona  Parametar Grupa N X+ SD
Kontrola 25 29,88+6,610
BKS RDNP 17 28,59+5,112°
Zona | RDPP 9 24,11+4,106"

Kontrola 25 74,287+8,317
DKS (um) RDNP 17 79,043+6,660
RDPP 9 93,300+10,643
Kontrola 25 43,760+8,828
BKS RDNP 17 39,294+2,289
RDPP 9 28,667+7,382

Zonalll Kontrola 25  64,194+8,052
DKS (um) RDNP 17  68,537+7,768
RDPP 9  83.859+11,612
Kontrola 25 44,04+7,080
BKS RDNP 17 41,65+11,096
RDPP 9 26,00+11,325
zona Il Kontrola 25  59,389+8,591
DKS (um) RDNP 17  61,994+8231
RDPP 9  77,758+10,064
Kontrola 25 36,44+7,932
BKS RDNP 17 35,888,371
RDPP 9 23,56:11,26
zona lv Kontrola 25 55.6246.683
DKS (um) RDNP 17  56,276+4,519
RDPP 9  75.043+8.860
Kontrola 25 21,40+5,099
BKS RDNP 17 21,655,766
RDPP 9 13.33+4,243
ZonaV

Kontrola 25 56,114+6,466
DKS (um) RDNP 17 56,575+6,722
RDPP 9 75,014+11,394
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Tabela 16. Broj i dijametar krvnih sudova retine u ispitivanim
zonama o¢nog dna levog oka

Zona Parametar  Grupa N X+ SD
Kontrola 25 30,000+4,983
BKS RDNP 17 30,000+6,982
Zona | RDPP 9 26,333+4,472

Kontrola 25 76,579+7,563
DKS (um) RDNP 17 79,435+8,581

RDPP 9 01,894+12,422
Kontrola 25 40,68+8,097
BKS RDNP 17 38,29+8,380
Zona Il RDPP 9 30,00+7,106
Kontrola 25 64,316+7,266
DKS (um) RDNP 17 66,974+8,266
RDPP 9 85,282+14,973
Kontrola 25 42.96+10,826
BKS RDNP 17 39,47+9,362
Zona Il RDPP 9 26,11+9,033
Kontrola 25 60,269+10,146
DKS (um) RDNP 17 59,273+7,568
RDPP 9 75,198+15,229
Kontrola 25 31,367,999
BKS RDNP 17 34,18+10,979
Zona IV RDPP 9 19,00+7,382
Kontrola 25 57,677+11,357
DKS (um) RDNP 17 57,765+10,154
RDPP 9 71,844+14,084
Kontrola 25 16,76+6,023
BKS RDNP 17 15,47+6,135
RDPP 9 10,78+4,764
Zona Vv

Kontrola 25 61,805+15,052
DKS (um)  RDNP 17 59,487+10,324
RDPP 9 74,795+17,345
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Grafikon 6. Prosecan broj krvnih sudova u zonama retine i njihov spoljasnji dijametar u grupi ispita-
nika sa RDNP i RDPP.
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5.8.4. Mikromorfoloske promene u razlic¢itim zonama o¢nog dna

Hemoragije (tackasta, mrljasta i crtasta krvarenja) uocene su u 47,06% zone | retine,
76,47% u zoni 11, 82,35% u zoni I, 64,71% u zoni IV i 23,53% u zoni V, u grupi ispitanika
sa RDNP na o¢nom dnu desnog oka (tabela 17). Frekvenca ovih lezija u grupi ispitanika sa
RDPP, na desnom oku, bila je sli¢na 44,44% u zoni |, 77,78% u zoni 11, 88,89% u zoni I,
66,67% u zoni IV i 66,67% u zoni V (tabela 17). Na o¢nom dnu levog oka, hemoragi¢ne
promene su uocene u 41,17% svih sluc¢ajeva u zoni I, 76,70% u zoni II, 76,70% u zoni III,
64,71% u zoni IV 1 11,77% u zoni V, u grupi ispitanika sa RDNP (tabela 18). U grupi ispi-
tanika sa RDPP uoceno je 66,67% hemorgija u zoni I, 88,89% u zoni 11, 88,89% u zoni 111 i
zoni 1V i 22,22% u zoni V. Hemoragije su bile ¢eS¢e u grupi ispitanika sa RDPP i to na
o¢nom dnu levog oka (tabela 17). Medutim, njihova ukupna povrsina po zonama nije pokazi-
vala statisticki znacajnu razliku, kako izmedu RDNP i RDPP na levom oku tako i u poredenju
sa vrednostima zahvacene povrSine obe grupe ispitanika na desnom oku (tabela 17 i 18).
Samo u zoni III na desnom oku, ova povrsina bila je veca (d=0,59) u grupi ispitanika sa
RDPP nego u grupi ispitanika sa RDNP.

Ucestalost pojave tvrdih eksudata, prisutnih u zonama I-V na o¢nom dnu desnog oka,
u grupi ispitanika sa RDNP bila je 17,65%, 29,42%, 41,18%, 23,53% i 17,65%, po zonama. U
grupi ispitanika sa RDPP na o¢nom dnu desnog oka, ucestalost pojave tvrdih eksudata bila je
22,22%, 55,56%, 55,56%, 44,44%, i 44,44% po zonama od |-V (tabela 17). Najvecéa ucesta-
lost u grupi ispitanika sa RDPP bila je u zonama Il i I1l. Uocena je znacajna razlika u odnosu
na grupu ispitanika sa RDNP. Na o¢nom dnu levog oka, u grupu RDNP, ucestalost tvrdih
eksudata od zone I-V bila je 11,76%, 35,29%, 52,94%, 23,53%, 5,88%. U grupi ispitanika sa
RDPP, ucestalost tvrdih eksudata po zonama od I-V bila je 22,22%, 66,67%, 55,56%, 33,33%
1 22,22% (tabela 17 i 18).

Na osnovu dobijenih rezultata uocava se da je ucestalost tvrdih eksudata znacajno veca
u grupi ispitanika sa RDPP na o¢nom dnu oba oka. Medutim, nasuprot opisanoj razlici, u
ucestalosti eksudativnih promena na desnom i levom o¢nom dnu izmedu dve grupe ispitanika
sa RD nije uocena statisticki znacajna razlika u odnosu na povrSinu zahva¢enu ovim pro-

menama (tabela 17 i 18).
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Tabela 17. Mikromorfoloske promene u razli¢itim zonama o¢nog dna desnog oka.

Zona Parametar Grupa N X +SD t df p d

RDNP 17 0,935+0,025

iy poop g gopsogs 24000 0462 00087 98

S D) ig';'lf 197 ;:?ggigjgg 1,267 24 02170 0,52

% N Eg';'g 197 }Z‘giig? 2489 24 0020 1,03

Dew(ium) Eg';'g 197 92%’7555&62”646708 2508 10,476 00300 -1,03

N e 197 ;i?ﬂ}éé 2263 24 00330 0,93

5 Dewtum ig';f 197 7;&“5&3?& , 4215 24 00000 -174

N Ay (mmd) ig';'g i gﬁig;gg 0367 10 07210 -0,15

Ave (mm?) Eg';'g 2 gjg‘l‘i&ggg 0198 3 0850 -0,08

N Eg';'g 197 ;ggﬁggg 32203 24 00040 1,33

- w2 T TR e e i

S Avmm) ';g';'g 173 8;3&8;22 0440 18 06650 -0,18

Ave (mm?) Eg';'g g gzgggi&ggé 0071 8 09450 0,03

N Eg';'g 197 ‘Z‘égi }ggg 3397 24 00020 1,40

= Dow(m ';g';,'g 197 7671”795995;86’203614 4304 24 00000 -177

S AL(mm) ﬁg';'g 184 8:‘1‘258:?9‘; 1,420 20 01710 -0,59

Ave (Mm?) ﬁg';'g ; ?gigiggﬁ 0589 10 05690 -0,24

N Eg';'g 197 ﬁﬁfffiéo 3099 24 00050 1,28

% Dew (Lm) Eg';'g 197 5765’,20753*;‘581690 5058 10,258 0,0000 -2,46

S Avmm) v 8323%%; 0180 15 08600 -0,07

Ave (mm?) ﬁg';'g j (1)2321(1)2;491 0,542 6 06070 022

N Fég'g'g 197 fg;ij;jg 3343 24 00030 1,38

E Dgw (wm) ';g';'lf 17 5765’,5071642’12339 , 4461 11033 00010 -184
N

2
An(mm?)  Bo00 01050206 109 8 0,3060 -0,45
Age (mm?)  RDNP 0,15240,245 _ -0,536 5 06150 -0,22

9

RDNP 4 0,063+0,084
6
3
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Tabela 18. Mikromorfoloske promene u razli¢itim zonama o¢nog dna levog oka.

Zona Parametar Grupa N )_(iS]) t df p d
Circularity RDNP 17 0,932+0,023 -0940 24 0,3570 -0,39
p RDPP 9  0,940+0,019
2 Dr (mm) RDNP 17 2,052+0,151 -0,129 24 0,8980 -0,05
Z RDPP 9  2,060+0,180
2 N RDNP 17 16,543,859 1,319 24 0,2000 0,54
& RDPP 9 14,643,127
b RDNP 17 86,374+3,127 -1011 24 0,3220 -0,42
sw(lM)  popp 9 01,053414.465
N RDNP 17 30,046,982 1,421 24 0,1680 0,59
RDPP 9 26,344,472
_ Doy (um) RDNP 17 79,436+8,582 -3,009 24 0,0060 -1,24
s BW RDPP 9 91,875+12,422
S An (mmd) RDNP 8  0,292+0433 0,937 12 0,3670 0,39
RDPP 6  0,120+0,132
A » RDNP 2  0,466+0,561 0,779 2 05170 0,32
He (MM PDPP 2 0.14640.145
N RDNP 17 38,3+8,830 2,425 24 0,0230 1,00
RDPP 9 30,0+7,106
_ b RDNP 17 6697448267 -4049 24 0,0000 -1,67
= sw(lm)  popp 9 85283414973
é An (mmd) RDNP 13 0,189+0266 -0,325 19 0,7490 -0,13
H RDPP 8  0,226+0,234
A (mm?) RDNP 6  0511+1,011 0,857 10 0,4110 0,35
HE RDPP 6  0,155+0,107
N RDNP 17 39,549,362 3,469 24 0,000 1,43
RDPP 9 26,149,307
- Do (um) RDNP 17 59,273+7,569  -3,757 24 0,0010 -1,55
= RDPP 9  75,918+15,230
S A »  RDNP 13  0,307£0431 -0290 20 0,7750 -0,12
N HMMY)  PDPP 9 035740357
A (mm?) RDNP 9  0443+1,114 0446 12 0,6630 0,18
HE RDPP 5  0,213+0,259
N RDNP 17 342+10,979 3,709 24 0,0010 1,53
RDPP 9 19,047,382
Do (um) RDNP 17 57.766£10,154 -2,941 24 0,0070 -1,21
S Bw it RDPP 9  71,845+14,085
p A (mmd) RDNP 11 0,216+0279 0,617 17 05460 0,25
S H RDPP 8  0,149+0,134
N A » RDNP 4  0,652+1,148 0,450 5 06710 0,19
He (MM popp 3 0,331
Auge (mMm?)  RDPP 4 0,066+0,096
RDNP 1 1,416 82,860 1  0,0080 34,16
N RDNP 17 15,546,135 1,992 24 0,0580 0,82
RDPP 9 10,844,764
> Do (um) RDNP 17 59,487+10,324 -2,837 24 0,000 -1,17
< Bw (K RDPP 9  74,796+17,346
E Ay (mm?) RDNP 2  0,033+0,029 -0,458 4 06710 -0,19
H RDPP 4  0,066+0,096
A (mm?) RDNP 1 1,416 82860 1  0,0080 34,16
HE RDPP 2  0,202+0,012
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5.9. KORELACIJA BROJA | VREDNOSTI SPOLJASNJEG DIJAMETRA KRVNIH
SUDOVA RETINE SA BIOMARKERIMA INFLAMACIJE, C-REAKTIVNIM
PROTEINOM, HITINAZA-3 PROTEIN 1 | UKUPNIM SULFHIDRILNOM
GRUPAMA

Kod ukupno 51 ispitanika, podeljenih u tri grupe: kontrolnu grupu, koju je ¢inilo 25
Ispitanika, grupu ispitanika sa DMT2 i RDNP, koju je ¢inilo 17 ispitanika, grupu ispitanika sa
DMT?2 i RDPP, koju je ¢inilo 9 ispitanika, izvrSena je morfometrijska analiza promena na
o¢nom dnu, odreden dijametar i broj krvnih sudova retine, po ranije objasnjenom protokolu i
u istoj grupi ispitanika odredeni su biomarkeri inflamacije: C-reaktivni protein (CRP), hitina-
za-3 proteinl (YKL-40) i ukupne sulfhidrilne grupe (SH grupe), kao markeri antioksidativne
zastite. Primenjena je One Way ANOVE, statisticka metoda za utvrdivanje statisticke znacaj-
nosti. Dodatne razlike izmedu grupa ispitanika analizirane su Games-Howell posthoc testom.

Rezultati su prikazani u tabeli 19.

Tabela 19. Vrednosti CRP-a, YKL-40 i SH-grupa kod sve tri grupe ispitanika.

Parametar Grupa N X+ SD SE 95% CIDG 95% CI GG
CRP Kontrola 25 2,34d:0,60a 0,12 2,09 2,58
(ma/L) RDNP 17 3,66+1,82 0,44 2,73 4,60
RDPP 9 6,02+4,71 1,57 2,40 9,64
VKL40 Kontrola 25 64,27+12,11 2,42 59,27 69,27
(ng /n;I) RDNP 17 115,91+12,93% 3,14 109,26 122,56
RDPP 9 231,98+73,35%" 24,45 175,60 288,36
Kontrola 25  300,96+63,52 12,70 274,75 327,18
SHgrupe  poNp 17 401.83450.18*° 1217 37603 427,63
(umol/L) ) ’ ’ ' ’
RDPP 9 267,89+27,.04 9,01 247,11 288,68

a-p<0,05 vs. Kontrola; b-p<0,05vs. RDNP

Za dobijene prosecne vrednosti CRP-a, izraZzene u mg/L, uo¢ena je statisticki znacajna
razlika izmedu grupe bolesnika sa RDNP (3,66+1,82 mg/L) u odnosu na kontrolnu grupu
(2,34+0,60 mg/L; p<0,05). Najvise vrednosti YKL-40, parametra inflamacije, uocene su u
grupi ispitanika sa RDPP (231,98+73,35 ng/ml), a najnize u kontrolnoj grupi (64,27+12,11
ng/ml). Kod ispitanika sa RDNP, vrednosti ovog parametra bile su 115,91£12,93 ng/ml.
Uocena je statisticki znacajna razlika izmedu grupa ispitanika sa promenama na o¢nom dnu i
dijagnozom DMT2 u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05), kao i izmedu grupa ispitanika sa
razlicitim stepenom promena na o¢nom dnu, RDNP i RDPP (p<0,05), utvrdenom Games-
Howell posthoc testom (tabela 19). Najveca prose¢na vrednost ukupnih SH-grupa u plazmi

ispitanika bila je u grupi ispitanika sa RDNP (401,83+50,18 umol/L), a najniZza u grupi sa
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RDPP (267,89427,04 umol/L). Uocena je statisticki znacajna razlika p<0,05 (tabela 19), kako
u odnosu na kontrolnu grupu tako i u odnosu na grupu ispitanika sa RDNP.

Za sva tri odredivana parametra odraden je Games-Howell posthoc test za analizu sta-
tistiCke razlike izmedu ispitivanih grupa i utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u
koncentraciji CRP-a izmedu ispitivanih grupa p<0,01), zatim YKL-40 (p<0,001) i ukupnih
SH grupa (p<0,001).

Korelacija vrednosti spoljasnjeg dijametra krvnih sudova retine i broja krvnih sudova
na samom optickom disku 1 u pet koncentricnih zona sa centrom na optickom disku, na
digitalnim fotografijama o¢nog dna desnog i levog oka, 51 ispitanika sa vrednostima CRP-a i
YKL-40 i ukupnih SH grupa sa prikazana je u tabelama 20 i 21.

Dobijeni rezultati korelacija navedenih parametara statisti¢ki su obradeni One Way
ANOVA statistickim programom, a medusobna razlika izmedu grupa testirana je Games-

Howell posthoc testom (tabela 20 i 21).

Tabela 20. Korelacija dijametra i broja krvnih sudova retine desnog oka sa biomarkerima inflamacije YKL-40, CRP i ukupnim SH
grupama .

Parametar ODgks  ODpks Ieks lpks ks Hoks gks Ipks 1Veks 1Vbks Veks Voks
YKL- 40 R -0,34 0,49 -0,29 0,57 -0,45 0,56 -0,45 0,50 -0,34 0,63 -0,47 0,58
(ng/ml) p 0,013 0,000 0,040 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,014 0,000 0,001 0,000
CRP R -0,27 0,48 -0,23 0,30 -0,31 0,39 -0,34 0,36 -0,23 0,26 -0,27 0,34
(mg/L) p 0,028 0,000 0,108 0,031 0,030 0,005 0,013 0,009 0,008 0,050 0,056 0,014
SH R -0,05 0,09 0,15 -0,09 0,06 -0,19 0,16 -0,30 0,22 -0,33 0,16 -0,18
(umol/L) p 0,746 0541 0,291 0546 0,698 0,179 0,254 0,031 0,124 0,017 0,263 0,196

Tabela 21. Korelacija dijametra i broja krvnih sudova retine levog oka sa biomarkerima inflamacije YKL-40, CRP i ukupnim SH
grupama .

Parametar ODgks  ODpks Ieks Ipks leks ks gks Ipks 1Veks 1Vbks Veks Voks

YKL- 40 R -0,29 0,43 -0,23 0,42 -0,40 0,53 -0,47 0,37 -0,37 0,33 -0,30 0,26

(ng/ml) p 0,036 0,001 0,105 0,002 0,004 0,000 0,001 0,008 0,009 0,018 0,033 0,066

CRP R -0,06 0,12 -0,01 0,17 -0,17 0,17 -0,13 0,11 -0,19 0,13 -0,16 0,22

(mg/L) p 0,676 0,004 0,971 0,040 0,042 0,020 0,061 0,030 0,187 0,078 0,277 0,027

SH R -0,06 0,13 -0,01 -0,04 -0,02 -0,19 -0,03 -0,13 0,21 -0,08 0,03 -0,22
p

(pmol/L) 0684 0354 0922 0,783 0902 0,184 0,860 0,365 0,148 0582 0,825 0,113

Korelacijom vrednosti CRP-a i spoljasnjeg dijametra krvnih statisticki znacajna,
pozitivna korelacija u vrednosti tj. veli¢ini dijametra krvnih sudova i to na nivou opti¢kog
diska na desnom oku (p<0.001), u I zoni (p<0,05; R=0,30) u Il zoni (p<0,01; R=0,39), Il zoni
(p<0,01; R=0,36)(tabela 21). Sli¢ni rezultati korelacije ovog parametra dobijeni su i za levo
oko, sa statistickom znacajnos¢u dobijenim za vrednosti dijametra krvnih sudova na optickom
disku (p<0,01; R=0,12), u | zoni (p<0,05; R=0,17) i Il zoni (p<0,05; R=0,17), Il zoni
(p<0,05; R=0,11) (tabela 22). Moze se uociti da je prisutna pozitivna korelacija spoljaSnjeg
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dijametra krvnih sudova na oba oka sa koreliranim parametrom, tj. dijametar krvnih sudova se
povecava u svim zonama. Vrednosti korelacije broja krvnih sudova sa vrednostima CRP-a
pokazuju statisticki znacajnu, negativnu korelaciju. Broj krvnih sudova, po ispitivanim
zonama oba oka i na optickom disku, se redukuje sa povecanjem vrednosti CRP-a (tabela 20 i
21), sa statistickom znac¢ajnost od p<0,005 do p<0,05. Na levom oku u predelu optickog diska
i zone I, kada je rec o broju krvnih sudova, nije prisutna statisti¢ka znacajnost.

Najznacajnija korelacija uocena je za vrednosti biomarkera inflamacije YKL-40 sa
spoljasnjim dijametarom krvnih sudova po zonama i na opti¢kom disku, i sa brojem krvnih
sudova (tabela 20 i 21). Uoceno je da je prisutna pozitivna korelacija, tj. porast koncen-
tracijeYKL-40 pracen je porastom spolja$njeg dijametra krvnih sudova u svim ispitivanim
zonama i na nivou optic¢kog diska oba oka, sa statistickom znacajno$c¢u za desno oko p<0,001.

Prisutna je negativana statisti¢ki znacajna korelacija u odnosu na broj krvnih sudova
na optickom disku oba oka i ispitivanim zonama, tj. dolazi do redukcije broja krvnih sudova
retine (p<0,05 i p=<0,001), za korelaciju navedenih parametara, osim u nivou V zone levog
oka, gde nije prisutna statisticka znac¢ajnost (tabela 20 i 21).

Statisticki znacajna korelacija izmedu spoljasnjeg dijametra krvnih sudova i broja krv-
nih sudova na optickom disku u pet razli¢itih zona retine nije prisutna sa ukupnim sulfhidril-

nim grupama (SH-grupama) (tabela 20 i 21).
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6.1. DEMOGRAFSKI FAKTORI

Dijabetesna retinopatija je mikrovaskularna komplikacija DM koja predstavlja odgo-
vor na sistemski poremecaj, i karakteriSe je oste¢enja krvnih sudova retine, smanjenja per-
fuzije, nastanak ishemije i oSteCenje funkcije retine (Diabetic Retinopathy Guidelines,
RCOphth, 2012). U trenutku postavljanja dijagnoze dijabetes tip 2, ¢esto ve¢ postoje pocetne
promene na onom dnu. U prvih 20 godina, kod 60% obolelih od dijabetesa se razvije neka
forma dijabetesne retinopatije (International Diabetes Federation, 2012).

U 2010. godini je procenjeno da se na teritoriji Srbije, prema uzrastu, broj obolelih
kre¢e u grupi osoba od 20 do 39 godina 11%, od 40 do 59 godina 36% i od 60 do 79 godina
52,8% (Registar za dijabetes u Srbiji, IzveStaj br. 5, 2007; Registar za dijabetes u Srbiji,
Izvestaj br. 5, 2010).

U grupi ispitanika sa RDNP prose¢na starost izrazena u godinama je 50,6 godina, u
grupi ispitanika sa veoma teskim promenama, preproliferativnim RDPP 52,6 godina. Uoc¢ena
je statisticki znacajna razlika u uzrastu grupe ispitanika sa RDNP u odnosu na ispitanike
grupe sa RDPP (p <0,01). Navedenu statisti¢cku razliku moZemo objasniti duZinom trajanja
bolesti, koja je neophodna za razvoj mikrovaskularnih komplikacija. Kod ispitanika sa RDNP,
prosecna duzina trajanja bolesti bila je 9,4 godine, a u grupi ispitanika sa promenama na
o¢nom dnu po tipu RDPP 12,43 godine, sa statisti¢ki zna¢ajnom razlikom (p<0,05).

U odnosu na pol ispitanika, nije uo¢ena statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih
grupa.

Podaci koji su prisutni u literaturi ukazuju da je za razvoj mikrovaskularnih komplika-
cija, kojima pripada i RD, prose¢no potrebno da trajanje bolesti bude 10 godina (Klein i sar.,
1984; Klein i sar., 1994).

Dijabetesna retinopatija sa preproliferativnim promenama je uznapredovali oblik

bolesti, kome po pravilu prethodi RDNP kao blazi oblik oboljenja.
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6.2. BIOHEMIJSKI PARAMETRI KRVI KOD ISPITANIKA SA DIJABETESNOM
RETINOPATIJOM

Biohemijski parametri dobro definisanog patofizioloskog procesa mogu biti znacajni
za predikciju razvoja kako osnovne bolesti tako i mikrovaskularnih promena na retini. Osnov-
ni biohemijski parametri krvi odredivani kod naSih ispitanika bili su vrednost glikemije,
HbAlc, ukupni proteini krvi, urea i kreatinin, holesterol i njegove lipoproteinske frakcije,
HDL, LDL i trigliceridi.

6.2.1. Nivo glikoze u Kkrvi

Dve vece studije The Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) i The United
Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) su potvrdile da je hiperglikemija osnovni
faktorom rizika za nastanak komplikacija u pacijenata sa DM (Lyons i sar., 2004; Stratton i
sar., 2000). Na prolongiranu hiperglikemiju ¢elije organizma razli¢ito reaguju. Stepen zahva-
¢enosti tkiva zavisi i od genetskih determinanti osobe, prisustva ateroskleroze, hipertenzije i
dislipidemija (Stratton i sar., 2000; Al-Kateb i sar., 2007).

Najvise vrednosti glikemije u krvi naSih ispitanika uocene su u grupi ispitanika sa
RDPP. Uocena je statisticki znacajna razlika u vrednostima glikoze u krvi izmedu grupe ispi-
tanika sa dijagnozom DMT2 i promenama na o¢nom dnu, u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,001).

Uocena razlika izmedu grupa ispitanika moze se objasniti mehanizmima dejstava hro-
ni¢ne hiperglikemije na ¢elije krvnih sudova retine i ekstracelularnog matriksa. Endotelne ¢e-
lije krvnih sudova su ciljne Celije hiperglikemi¢nog oStecenja jer nemaju moguénost rever-
zibilnog transporta glikoze i u uslovima hroni¢ne hiperglikemije dolazi do intracelularne

hiperglikemije. Nastala intracelularna hiperglikemija dovodi do:

= aktivacije puta poliola,
= pojacanog formiranja krajnjih produkata uznapredovale glikacije AGE,
= aktivacije protein kinaze C,

= poviSene aktivnosti heksozaminskog puta.

Put poliola dovodi do ostecenja celija intracelularnom toksi¢nos$¢u, povisenom pro-
dukcijom AGEs prekursora i smanjenjem mehanizama antioksidativne zastite. Aldozo reduk-

taza je kljucni enzim na poliol putu, koji redukuje glukozu u sorbitol koriste¢ci NADPH kao
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kofaktor. Smanjena koli¢ina NADPH dovodi do smanjenja glutationa i smanjenja antioksi-
dativne zaStite. Nagomilavanje sorbitola u endotelnim ¢elijama dovodi do osmotskog stresa i
trajnog oStecenja.

U stanju hroni¢ne hiperglikemije jedan od znacajnih metabolickih deSavanja je pove-
¢ana neenzimska glikacija proteina ili karbonilni stres, kao i nastanak AGE produkata. Kod
osoba sa DMT2 je poviSen nivo AGE dokazan u serumu, glomelularnom tkivu, so¢ivu i tkivu
retine (Witko-Sarsat i sar., 1996; Pachydaki i sar., 2006; Araki i Nishikawa, 2010). Krajnji
produkti uznapredovale glikacije na nivou vaskularne mreze retine dovode do: apoptoze peri-
cita i smanjenja replikacije endotelnih ¢elija i poveéane permeabilnost krvnih sudova; uzro-
kuju fibrozu i podsti¢u kompenzatornu inkompletnu neovaskularizaciju.

Aktivacija PKC povecava atheziju leukocita, stimuliSe proces fagocitoze, intenzivira
apoptozu pericita, stimuliSe sintezu komponenata ekstracelularnog matrikasa i AGE produ-
kata, podstice kompenzatornu, inkompletnu, neovaskularizaciju.

Intenziviran heksozaminski put poveéava koagulabilnost krvi, dovodi do okluzije krv-
nih sudova retine. Okluzija krvnih sudova dovodi do redukcije vaskularne mreze retine ishe-
mije i kompenzatorne neovaskularizacije.

Izmene u sastavu zida krvnih sudova retine, smanjenje broja endotelnih celija i
pericita, dovodi do povecanja dijametra krvnog suda. Lokalizovano povecanje dijametra
krvnog suda na malom segmentu oznacava se mikroaneurizmom i karakteriSe blagu, pocetnu
formu, RDNP. Pove¢ana permeabilnost krvnih sudova retine dovodi do nastanka tackastih
hemoragija i tvrdih eksudata, koji odgovaraju izlivanju lipoproteina iz krvnih sudova. Dalje
oSte¢enje vaskularne mreze karakteriSe okluzija krvnih sudova retine i nastanak ishemijskih
promena: crtastih hemoragija i ,,cotton wool* promena. Nastanak intravaskularnih anomalija
IRMA i promena po tipu omcasto izmenjenih krvnih sudova (eng. looping) karakteristika su
teskih, uznapredovalih oblika RD. Opisane promene krvnih sudova nastaju usled oStec¢enja
vec¢ih segmenata krvnih sudova sa gubitkom struktura zida krvnog suda, pericita i endotelnih
¢elija. U daljem toku, usled ishemije i stimulacije neovaskularizacije nastaju novoformirani
krvni sudovi koji su karakteristika RDP. Novonastali krvni sudovi su pove¢ane permeabil-
nosti, nastali usled inkompletne vaskulogeneze i praceni su ¢estim hemoragijama u staklasto
telo. Neovaskularizaciju prati i intenzivna fibroza sa nastankom fibrovaskularnih traka u
staklastom telu-mreze krvnih sudova (lat.,,rete mirabile®).

Odsustvo statisticke znacajnosti izmedu vrednosti glikemije ispitanika sa RDPP u
odnosu na RDNP, ukazuje da vrednosti glikemije nisu adekvatan parametar progresije obolje-

nja. Dnevnim oscilacijama vrednosti glikemije, izrazenim kod osoba sa RD, i to uznapredo-

62



DISKUSLIA =

valim formama kao Sto je RDPP, mozemo objasniti nepostojanje statisticki znacajne razlike u

vrednosti glikemije utvrdene jednim merenjem.

6.2.2. Glikozilirani hemoglobin Alc (HbAlc)

Odredena koli¢ina hemoglobina se u normalnim okolnostima vezuje za glikozu keto-
aminskom reakcijom izmedu glikoze i amino-terminalne aminokiseline oba lanca molekula
hemoglobina. Reakcija je ireverzibilna (Brownlee i Hirsch, 2006; Conway i sar., 2009). Glav-
na forma glikohemoglobina je hemoglobin Alc (HbAlc), koja kod zdravih iznosi do 6,5%
ukupnog hemoglobina. Kod ispitanika sa RD, vrednosti HbAlc su bile statisticki zna¢ajno
viSe u odnosu na vrednosti u kontrolnoj grupi (p<0,001). PoviSene vrednosti ovog parametra u
grupi ispitanika sa RD idu u prilog loSoj glikoregulaciji, Sto objasnjava i pojavu mikrovasku-
larnih komplikacija. Kod naSih ispitanika prisutna je i statisticki znacajna razlika izmedu
vrednost HbALc grupe ispitanika sa RDPP u odnosu na RDNP (p<0,05), Sto se moze objasniti
napredovanjem mikrovaskularnih komplikacija kod osoba sa viSim vrednostima HbALc.
Odnosno, vrednost HbAlc direktno korelira sa nastankom RD i njenom progresijom.

Glikozilacija hemoglobina zavisi od koncentracije glikoze i u uslovima povisenih vre-
dnosti glikoze u krvi visa je i vrednost HbAlc (McCarter i sar., 2006; Klipatric i sar., 2007;
Conway i sar., 2009). Nivo glikoziliranog hemoglobina predstavlja najbolji parametar za pra-
¢enje glikoregulacije u prethodnih 8-12 nedelja i moZze biti sprovedeno bilo kada u toku dana i
ne zahteva posebne pripreme ukljucujuci i stanje gladovanja (Kitada i sar., 2010). Smatra se
da smanjenje nivoa HbAlc smanjuje i rizik od nastanka komplikacija. Svako smanjenje vred-
nosti HbAlc za 1% smanjuje rizik za razvoj mikrovaskularnih komplikacija za 21-37%
(Stratton i sar., 2000).

Medunarodni ekspertski komitet, Americke asocijacije za dijabetes (ADA), Evropske
asocijacije za studije u dijabetesu (EASD) i Medunarodne federacije za dijabetes (IDF) izdao
je konsenzus preporuka i uvrstio HbAlc kao kriterijum za postavljanje dijagnoze DM (Ameri-
can Diabetes Association, 2010; International Diabetes Federation, 2012; European AssocCi-
ation for the Study of Diabetes 2012). Prema ovim preporukama, predloZena vrednost HbAlc
od 6,5% kao dovoljno senzitivna i specifi¢na da identifikuje osobe sa znacajno povisenim
rizikom za pojavu retinopatije, moze predstaviti grani¢nu vrednost za postavljanje dijagnoze
dijabetesa. Dijagnozu dijabetesa treba postaviti kada je HbAlc > 6,5% i potvrditi je ponav-

ljanjem nalaza HbAlc. Americka asocijacija za dijabetes je usvojila ovu preporuku i od
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2010.godine uvrstila je u standardne dijagnosticke kriterijume (American Diabetes Associa-
tion, 2010).

Kod nasih ispitanika je utvrdena pozitivna korelacija nivoa glikoze u krvi i vrednosti
glikoziliranog HbALlc. Pozitivna korelacija uoéena je i korelacijom vrednosti HbAlc i ukup-
nih vrednosti holesterola (p<0,05) i LDL frakcijom holesterola (p<0,01). Dobijene korelacije
moguce je objasniti procesom glikooksidacije hemoglobina odnosno lipoproteina plazme.
Glikozilacijom modifikovani LDL deluje proinflamatorno, uti¢e na permeabilnost krvnih

sudova retine, direktno oste¢uje endotelne i glatkomi$iéne celije krvnih sudova.

6.2.3. Parametri azotnog bilansa

Urea je netoksi¢no, dobro rastvorljivo jedinjenje, ¢ije je osnovno mesto sinteze jetra.
Lako difunduje i brzo prelazi u krvotok sa mesta sinteze i glavni je put detoksikacije azota i
katabolizma proteina. Koncentracija uree u plazmi se koristi kao indikator renalne glomerul-
ske filtracije. Kreatinin je anhidrid kreatina, preko kojeg se kreatin izluCuje iz organizma
odraslih putem bubrega. Koncentracija kreatinina u plazmi odreduje se naSte, i mozZe u
fizioloskim uslovima biti povecana kod intenzivnog fizickog rada i kod osoba sa velikom
miSi¢cnom masom (Koraéevic i sar., 1996).

Kod svih ispitanika kontrolne grupe, kao i kod ispitanika sa RDNP i RDPP, odredi-
vane su vrednosti uree i kreatinina u krvi. Uocena je statisti¢ki znac¢ajna razlika izmedu dobi-
jenih prosec¢nih vrednosti uree u obe grupe ispitanika sa RD u odnosu na kontrolnu grupu, (p<
0,01). U obe grupe ispitanika sa DMT2 i RD vrednosti ovog parametra bile su veée u odnosu
na kontrolnu grupu. NajviSe vrednosti ovog parametra bile su u grupi ispitanika sa RDPP,
Medutim, uporedivanjem prosecnih vrednosti uree izmedu grupe ispitanika sa RDNP 1 RDPP
nije uocena statisticka znacajnosti.

Uocena je statisticki znacajna razlika izmedu dobijenih prosec¢nih vrednosti keatinina
grupe ispitanika sa RDNP i RDPP, u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001). Nije uoc¢ena
statisticki znacajna razlika izmedu prosecnih vrednosti kreatinina izmedu grupe ispitanika sa
RDNP i RDPP. Najvise vrednosti ovog parametra bile su u grupi ispitanika sa RDPP, ali
uporedivanjem ovih vrednosti sa prose¢nim vrednostima u grupi ispitanika sa RDNP nije
uocena statistiCka znacajnost.

Dijabetesna nefropatija i retinopatija predstavljaju hroni¢ne mikrovaskularne kompli-
kacije osnovne bolesti. OStecenje bubrega kod bolesnika sa DMT2 nastaje kao posledica kapi-

larne mikroangiopatije na nivou glomerula bubrega. Oboljenje se manifestuje povisenjem
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vrednosti uree i kreatinina. Medutim, porast koncentracije navedenih parametra u plazmi je
posledica, a ne uzrok samog oboljenja. PoviSene vrednosti ovih parametara kod naSih ispita-
nika sa RD u odnosu na kontrolnu grupu najverovatnije ukazuju na prisustvo mikroangio-
patije, koja je osnovni i zajednicki patoloski supstrat kod bolesnika sa RD i nefropatijom
(Hultberg i sar., 1991). Vrednosti uree i kreatinina nisu validan marker prac¢enja promena na
ofnom dnu ispitanika sa RD. Novije studije upucuju na adekvatnije parametre pracenja oba
oboljenja, kao Sto je pentozidin i homocistein (Chiarelli i sar., 2000; Hofmann i sar., 1998,
Kerkeni i sar., 2012).

6.2.4. Lipoproteini i trigliceridi u serumu ispitanika sa dijabetesnom
retinopatijom

Novije studije ukazuju da stanje akutne i sistemske inflamacije u organizmu prati disli-
pidemija, porast ukupnog holesterola, smanjenje HDL frakcije i porast triglicerida (Gruber i
sar., 2009; Fitrolaki i sar., 2013.) Dislipidemija, prisutna u osoba sa DM, je povezana sa
nastankom i progresijom makro i mikrovaskularnih osteé¢enja (Leung i sar., 2005).

Kod nasih ispitanika odredivana je koncentracija ukupnog holesterola, njegovih frak-
cijaHDL i LDL, kao i triglicerida.

Vrednosti ukupnog holesterola bile sustatisticki zna¢ajno viSe u grupi ispitanika sa RD
u odnosu na kontrolnu grupu. Uloga holesterola u nastanku RD moZe se objasniti toksi¢nim
delovanjem produkata njegove oksidativne modifikacije. Produkti oksidativne modifikacije
holesterola (25-hidroksiholesterol, holestan 33, 6B-triol, 7 ketoholesterol) interferiraju u pro-
cesu esterifikacije holesterola poveéavajuci kolicinu esterifikovanog holesterola. Ovi produkti
aktiviraju gene za 3-hiroksi-3metilglutaril-koenzim A reduktazu (HMG-KoA reduktazu), sup-
rimiraju gene za receptore LDL i povecavaju koli¢inu cirkuliSu¢eg LDL. Povecana koli¢ina
esterifikovanog holesterola i cirkuliSu¢eg LDL intenzivira njihovu fagocitozu od strane
makrofaga i endotelnih ¢elija pretvaraju¢i ih u penusave celije, i time doprin0si procesu
ateroskleroze. Peroksidi holesterola imaju protrombogena dejstva.

Uocena je statisticki znacajna razlika u prosecnim vrednostima HDL grupe ispitanika
sa RDPP u odnosu na kontrolnu grupu, kao i grupe ispitanika sa RDNP u odnosu na RDPP.
Vrednosti HDL frakcije holesterola bile su najvise u grupi ispitanika sa RDNP, a najnize
vrednosti uocene su u grupi ispitanika sa RDPP.

Vrednosti koncentracija LDL bile su najviSe u grupi ispitanika sa RDNP. U obe grupe

ispitanika sa RD vrednosti LDL bile su statisti¢ki zna¢ajno vise u odnosu na kontrolnu grupu.
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Na osnovu dobijenih rezultata uocava se da su vrednosti ukupnog holesterola, kao i vrednosti
LDL frakcije, poviSene kod ispitanika sa RD, a vrednosti HDL frakcije napredovanjem pro-
cesa pokazuju tendenciju smanjenja.

Ulogu lipoproteinskih frakcija holesterola HDL i LDL u nastanku i razvoju RD moze-
mo objasniti u¢es¢em ovih lipoproteina u procesima: inflamacije, oksidativnom stresu i proce-
su ateroskleroze (Jain, 2006; Liew i sar., 2008, Yin i sar., 2010).

Lipoproteinska frakcija HDL se normalno nalazi u plazmi i malim delom, jedna petina
ukupnih vrednosti, u subendotelnom prostoru arterija, dok su apolipoproteini LDL pretezno
deponovani u ekstracelularnom matriksu mnogih tkiva, posebno arterijskih krvnih sudova.
Uloge HDL lipoproteinske frakcije su: uklanja visak holesterola iz ekstrahepati¢nih tkiva,
reverzibilni transport holesterola, sistemsko antioksidativno i antiinflamativno dejstvo (Yin i
sar., 2010; Biasucci i sar., 2010). U uslovima akutnih i hroni¢nih inflamatornih procesa dolazi
do promene uloge HDL (Marsche i sar., 2006). Dokazano je smanjenje HDL frakcije holeste-
rola, praceno porastom vrednosti triglicerida i CRP-a (Fitrolaki i sar., 2013).

Na nivou krvnih sudova retine u osoba sa DM i prisuthom RD dokazana je leukostaza,
a u sistemskoj cirkulaciji poviSen broj elemenata bele loze krvi, pre svega neutrofila.
Futrolaki i sar. (2013) ukazuju na pozitivnu korelaciju sa vrednostima triglicerida i glikemije i
negativnu korelaciju sa vrednostima HDL na intenzitet inflamatornog procesa. CD64 je gliko-
protein membrane i ucestvuje u procesu endocitoze, fagocitoze, antitelo-nezavisne citotoksic-
nosti, oslobadjanju citokina i produkciji RVK. Njegova ekspresija na nivou leukocita je
potvrdena i znacajniji je marker inflamatornog procesa.

Vrednosti HDL se smatraju negativnim markerom inflamatornog procesa, tj. u procesu
inflamacije dolazi do smanjenja vrednosti HDL. Najnize prose¢ne vrednosti HDL bile su u
grupi ispitanika sa RDPP, $to se moZe objasniti najverovatnije veé¢im intenzitetom inflamacije
prisutnim u ovoj grupi ispitanika.

U grupi ispitanika sa RDNP vrednosti HDL frakcije holesterola bile su najviSe, Sto se
moze objasniti uoCenom pojavom porasta iste frakcije holesterola u pocetnim stadijumima
formiranja ateroskeroti¢nih plakova i njegovim protektivnim, antiinflamatornim dejstvom
(Navab isar., 2009). Smanjenje ove frakcije holesterola dovodi do progresije promena na
o¢nom dnu i nastanka RDPP. Uoceno smanjenje vrednosti novoa HDL frakcije holesterola
dovodi do smanjenja njegovog protektivnog, antiinflamatornog dejstva.

Nagomilavanje LDL u ekstracelularnom matriksu subendotelnog prostora predisponira
njegovu oksidaciju (Song i sar., 2005). Najodgovorniji za aterogenost LDL-a su: povecana

sinteza i sekrecija MCP-1, inhibicija migracije makrofaga iz krvnog suda, delovanje na speci-
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ficne receptore i citotoksi¢na svojstva, kao i ekspresija adhezivnih molekula. Zarobljeni
monociti trpe niz promena i od njih nastaju makrofagi, a zatim penusave ¢elije. Oksidativno
modifikovane LDL ¢estice dovode do akumulacije holesterola u glatkomiSi¢nim ¢elijama
transformisuci ih u penusave celije. Glikooksidacijom LDL, prisutnom kod osoba sa DM,
nastaju AGE-LDL forme, koje se vezuju za RAGE na nivou endotelnih ¢elija i generisu
superoksid radikale i endotelno oStecenje. AGE-LDL oStecuje i zidove mitohondrija, inhibira
proces fibrinolize, remeti signalne puteve, aktivira sintezu PKC i desetostruko povecéava nivo
kalcijuma na nivou endotelnih ¢éelija. Porast nivoa kalcijuma dovodi do o$te¢enja mikrofila-
menata i citoskeleta ¢elije, uzrokujuéi ireverzibilno oStecenje endotelnih celija.

U normalnim uslovima HDL sprec¢ava oksidaciju LDL i inflamatornu reakciju indu-
kovanu LDL (Navab i sar., 2009). U akutnoj fazi inflamacije, HDL gubi moguénost inhibicije
LDL oksidacije usled smanjenja aktivnosti dva HDL-povezana (zavisna) enzima paraoxo-
naze-1 (PON1) i trombocit aktivirajuceg faktora acetilhidrolaze (PAF-AH) (Navab i sar.,
2009). Po prestanku akutnog inflamatornog procesa, antiinflamatorna funkcija HDL, PONL1 i
PAF-AH se vrac¢a (Navaratna i sar., 2007; Navaratna i sar., 2007a). U uslovima dugotrajne
hiperglikemije, kao kod bolesnika sa DMT2, dolazi do glikozilacije HDL, ¢ime on gubi spo-
sobnost inhibicije adhezije monocita na zid krvnih sudova izlozenih oksidovanoj formi LDL
(Navab i sar., 2009). Nastaje glikozilacija i dva HDL-povezana (zavisna) enzima, PON1 i
PAF-AH, gube antiinflamatornu ulogu (Lyons i sar., 2004). Glikozilacijom modifikovani
LDL, takode, deluje proinflamatorno, uti¢e na permeabilnost endotelnih ¢elija, deluje prokoa-
gulantno, stimuliSe fibroblastnu proliferaciju i T ¢elijsku aktivaciju, aktivira T ¢elije na nivou
ateromatoznih plakova (Kinscher i sar., 2008, Kumaru i sar., 2008). Proinflamatorno svojstvo
modifikovanog LDL velikim delom odredeno je njegovim imunogenim svojstvom (Li i sar.,
2009). Modifikovane LDL indukuje nastanak antitela. Nastali imuni kompleksi (Oxi-LDL-
IgG, rede Oxi-LDL-IgM ili Oxi-LDL-IgA), pokazuju veliku prijem¢ivost za endotelne Celije,
a nesto manju za glatkomisiéne celije krvnih sudova. Imuni kompleksi se taloze subendotelno.
Vezivanjem za endotelne celije dovode do aktivacije signalnih puteva (tirozin kinaze) i
povecanja intracelularnog kalcijuma. Aktivacija signalnih puteva stimuliSe ekspresiju LDL
receptora u priliv holesterola u ¢elije, nastanak penuSavih ¢elija i inicijaciju procesa atero-
skleroze. Nagomilavanje kalcijuma u ¢elijama endotela oStecuje ¢elije procesom apoptoze. Na
mestu apoptoti¢nih Celija dolazi do nakupljanja makrofaga i monocita i pokretanja procesa

inflamacije.
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Kod nasih ispitanika, vrednosti trigicerida bile su poviSene u obe grupe ispitanika sa
RD u odnosu na kontrolnu grupu. Nije prisutna statisticki znacajna razlika u vrednostima
ovog parametra izmedu grupa ispitanika sa RDNP i RDPP.

PoviSen nivo triglicerida pokazuje direktnu povezanost vrednosti triglicerida sa
nastankom mikrovaskularnih komplikacija DM i u skladu su sa podacima studije sprovedene
u severnoj Indiji (Enas i sar., 1994). U studiji sprovedenoj u Koreji ispitanici sa RDP su imali
viSe vrednosti lipida u plazmi u odnosu na grupu ispitanika sa RDNP (Kim i sar., 1998).
Singh i autori (2009), medutim, isti¢u da je nivo ukupnih lipida poviSen, pre svega, kod ispita-
nika sa RDNP. Medutim, obe studije prate ukupni nivo holesterola, ne i njegovih frakcija, kao
i nivo triglicerida (Kim i sar., 1998, Singh i sar., 2009). Fitrolaki i sar. (2013) takode dokazuju
poviSen nivo triglicerida u stanjima inflamacije kako u odraslih tako i dece.

Povisen nivo triglicerida dovodi do:

= alteracije strukture plazme membrane i aktivacije adenil ciklazne reakcije, pracene
respiratornom eksplozijom (eng. repiratory burst) u mononuklearnim ¢elijama
(Pordevi¢ i sar., 2000). Posledi¢no nastaje agregacija i adhezija trombocita i povecana
proliferacija glatkomiSi¢nih ¢elija krvnih sudova, ¢ime se pocinje ili nastavlja zapocet
proces ateroskeroze, znacajan za nastanak RD.

= Hipertrigliceridemija kod osoba sa DM povezana je sa disfunkcijom lipoprotein lipaze.
Lipoprotein lipaze je klju¢ni enzima hidrolize triglicerida, koji deluje na male krvne
sudove retine i bubrega. Disfunkcija ovog enzima generiSe ligande za endogene perok-
sozomalne proliferator-aktivisane receptore (PPAR) (Orasanu i Plutzky, 2009). Perok-
sozomalni proliferator aktivator receptori su grupa nuklearnih proteina, koji regulisu
ekspresiju gena i uti¢u na diferencijaciju ¢elija, razvoj, metabolizam ugljenih hidrata,
proteina i lipida. Agonisti PPAR mogu biti endogeni ili farmakoloski, kao $to su
fibrati. Dokazano je da PPAR agonisti inhibiSu neovaskularizaciju indukovanu VEGF-
om i ograni¢avaju proces apoptoze. Prisutna disfunkcija lipoproteinske lipaze preko
gubitka endogenog PPAR agonista omoguéava neovaskularizaciju i aktivira proces

apoptoze.

Na osnovu dobijenih rezultata, vrednosti triglicerida mozemo smatrati znacajnim za
nastanak, ali ne i za progresiju oboljenja.
Uocena je pozitivna korelacija izmedu HbAlc i ukupnog holesterola, kao i HbAlc i

LDL. Navedena pozitivna korelacija ukazuje da se posmatrani parametri mogu sagledati kao
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faktori rizika za nastanak i progresiju RD i da je u osnovi nastanka kako glikoziliranog hemo-
globina tako i izmenjene uloge holesterola i LDL, njihova modifikacija, odnosno prisutnu

inflamaciju i intenzivan proces oksidativnog stresa.

6.2.5. Aterogeni indeks

Aterogeni indeks plazme (AIP) je parametar pracenja makrovaskularnih komplikacija,
dislipidemije i nastanka metabolickog sindroma. On je direktno povezan sa fenotipom B LDL
holesterola, povisenim vrednostima apoproteina B i povisenim vrednostima LDL.

Kod nasih ispitanika su poviSene vrednosti AIP dobijene u obe grupe ispitanika sa
dijagnozom RD u odnosu na kontrolnu grupu. Najveca vrednost ovog indeksa bila je u grupi
ispitanika sa RDPP. Takode je prisutna statistiCka znacajnost u vrednosti AIP izmedu grupe
ispitanika sa RDNP u odnosu na grupu ispitanika RDPP. Dakle, aterogeni indeks moze biti
parametar pracenja nastanka i progresije RD.

Jedna od dve centralne hipoteze o nastanku ateroskleroze je hipoteza o aterosklerozi
indukovanoj lipoproteinima, koja istice lipoproteine i dislipidemijiu kao glavne pokretace ate-
roskleroze (Giacco i Brownlee, 2010). Prema navedenoj hipotezi, prvi korak ka razvoju atero-
skleroze je oksidativna modifikacija LDL, dok je oStecenje endotelnih ¢elija jedna od sekven-
ci ovog kompleksnog procesa. Nastanak penusavih celija pokre¢e inflamatorni odgovor, Koji
sledstveno oStecuje dublje slojeve zida arterijskih krvnih sudova i dovodi do prerastanja
medije slojem glatkomiSi¢nih ¢elija. Rezultat tkivne remodelacije je nastanak vezivno-tkivnog
plaka sa lipidnim sadrzajem. Monociti su najbrojnije ¢elije plaka, adherirane na disfunkcio-
nalnu povrsinu endotelnih ¢elija, ¢ine lipidni sadrzaj ispunjen oksidovanom formom LDL.

U pocetnim stadijumima, formiranje ateroskleroti¢nih plakova je reverzibilno, dok
nivo HDL raste, §to zna¢i da HDL ima u poc¢etnim stadijumima, pre svega, protektivo dejstvo
(Navab i sar., 2009). Nakon ovog stadijuma, promene ostaju trajne.

Kod nasih ispitanika, nastanak pocetnih promena na o¢nom dnu po tipu RDNP prac¢en
je porastom nivoa HDL frakcije holesterola, Sto se moze objasniti uo¢enom pojavom porasta
iste frakcije holesterola u pocetnim stadijumima formiranja ateroskeroti¢nih plakova i njego-
vim protektivnim, antiinflamatornim dejstvom, koje objasnjava i Navab (2009). Uo¢eno sma-
njenje vrednosti novoa HDL frakcije holesterola dovodi do smanjenja njegovog protektivnog,
antiinflamatornog dejstva. Smanjenje ove frakcije holesterola dovodi do progresije promena
na o¢nom dnu i nastanka RDPP. PoviSene vrednosti AIP u ispitanika sa RD u odnosu na

kontrolnu grupu ukazuju na intenzivan proces inflamacije i ateroskleroze, koji je
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karakteristiCan za ispitanike sa DMT2. Dokazano je da je kod osoba sa DMT2 proces
angiogeneze udruzen sa rupturom ateroskleroti¢nih plakova. Rupturu ateroskleroti¢nih plako-
va prati pokretanje procesa koagulacije i dodatne redukcije lumena krvnog suda. Aterosklero-
tiéne promene kod dijabeti¢nih osoba pretezno su difuzne, imaju tendenciju brze akumulacije
i vulnerabilnije su (Virella i Lopes-Virella, 2012). Mesto rupturiranog plaka ispunjavaju
apoptoti¢cni makrofagi i nekroti¢ni sadrzaj plaka, koje ingestijom otklanjaju funkcionalni
makrofagi, delimi¢no suprimiraju¢i inflamaciju. Istovremeno, kod uznapredovalih lezija
dolazi do nakupljanja nekroti¢nog materijala, Sto dalje aktivira proces inflamacije. Okluzija
lumena krvnog suda dovodi do nastanka hipoksije, koja posledi¢no dovodi do poveéanja
aktivnosti VEGF. Vaskularni endotelni faktor rasta povecava vaskularnu permeabilnost i
deluje hemotaksi¢no na monocite i makrofage, pa dodatno aktivira proces inflamacije.

Moura i saradnici (2013) dokazuju povezanost vrednosti APl sa mikroalbuminurijom.
Naime, isti autori opisuju pozitivnu korelaciju biomarkera inflamacije CRP, cistatina C i AIP
u osoba sa mikroalbiminurijom. Mikroalbuminurija predstavlja marker endotelnog osStecenja,
a vrednosti API direktno koreliraju sa stepenom ostecenja endotelnih Celija.

Vrednosti AIP kod naSih ispitanika rastu sa progresijom promena na ofnom dnu
ispitanika sa RD. Najvece vrednosti prisutne Su u grupi ispitanika sa najizrazenijim prome-
nama, preproliferativnim. Preproliferativhu formu RD karakteriSe prisustvo crtastin hemora-
gija, pojava omcastih formacija krvnih sudova (eng. looping), IRMA, i “cotton wool” prome-
na. Navedene promene su posledica ishemije i prisutne su na nivou retine. Mogu se objasniti
promenama u sastavu zida, tj. redukcijom endotelnih ¢elija, usled direktnog oste¢enja endo-
telnih ¢elija. Promene u sastavu zida vaskularne mreze retine remete permeabilnost krvnih
sudova i pokrecu proces inflamacije. Opisane promene dovode do okluzije i redukcijom
lumena krvnih sudova, kao i nastanka ishemije.

HDL-Atherosclerosis Treatment Study (HATYS) i istraZzivanje DobiaSove i Frohlich -a
potvrduju da se AIP moze Kkoristiti kao biomarker procesa atreoskleroze (DobiaSova i sar.,
2011; Williams i sar., 2013). Moura i sar. (2013) navode da se AIP moze smatrati markerom
ranog mikrovaskularnog oSte¢enja, 1 parametrom direktnog oStecanja endotelnih celija.
Naime, upotreba terapije za smanjenje nivoa lipida u krvi snizava i vrednosti AIP (Lyons i
sar., 2004). Prema istrazivanju DobiaSove, kombinacija terapije somatostatina i nijacina sma-
njuje koncentraciju ukupnog holesterola, frakcija i triglicerida, a povecava koncentraciju
HDL, ¢ime smanjuje AIP (DobiaSova, 2004). Navedeni rezultati otvaraju moguénost uvode-

nja terapije somatostatina ili kombinacije somatostatina i antioksidanasa, kao Sto je nijacin u
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prevenciji nastanka i daljeg napredovanja mikrovaskularnih komplikacija (Brown i sar., 1990;
Dandona, 2008).

6.2.6. Indeks telesne mase

Indeks telesne mase (BMI) je visinsko-tezinski pokazatelj uhranjenosti pojedinca i
validan je za sve osobe starije od 20 godina. Ovaj parametar se Cesto Koristi za procenu
gojaznosti osobe, tj. prisustva masnog tkiva u organizmu, u najve¢em broju studija (Riberio i
sar., 2011; Rizvi, 2007). U odnosu na predlozene referentne vrednosti Svetske zdravstvene
organizacije, ispitanici kontrolne grupe pripadali su grupi osoba sa idealnom telesnom tezi-
nom, dok su ispitanici obe grupe sa RD pripadali grupi osoba sa prekomernom tezinom (BMI
Classification. World Health Organization).

Uporedivanjem prose¢nih vrednosti BMI ispitanika uocena je statisticki znacajna
razlika izmedu BMI ispitanika sa RDNP, u odnosu na kontrolnu grupu. Dobijene rezultate
poviSenih vrednosti BMI i njihov znacaj za nastanak RD mozZemo objasniti ulogom masnog
tkiva u nastanku mikrovaskularnih komplikacija. Povecana koli¢ina masnog tkiva i rezisten-
cija na insulin dovodi do povecanja slobodnih masnih kiselina, koje direktno oste¢uju male
krvne sudove i dovode do nastanka RD. Masno tkivo je izvor medijatora inflamacije, kao Sto
su TNF o, interleukin, i to IL-6 i IL-8 i PAI-1, koji direktno pokrecu proces inflamacije,
dovode do oste¢enja endotelnih ¢elija krvnih sudova, uzrokuju leukocitnu adheziju i opstruk-
ciju malih krvnih sudova retine. Plazminogen aktivator inhibitor -1 utice na proces koagulaci-
je i dodatne opstrukcije lumena krvnih sudova retine.

Uocena poviSena vrednost ovog parametra kod obe grupe ispitanika sa RD i odsustvo
statisticke znacajnosti izmedu prose¢nih vrednosti BMI kod ispitanika sa RDNP i RDPP,
moZe se objasniti time da je BMI faktor rizika za razvoj mikrovaskularnih komplikacija
DMT?2, ali ne i parametar za pracenje njihove progresije, Sto je u skladu i sa rezultatima istra-

zivanja drugih studija (Schneider i sar., 2010, Zeyda i sar., 2010).

6.3. BIOMARKERI INFLAMACIJE U KRVI ISPITANIKA SA DIJABETESNOM
RETINOPATIJOM

Inflamacija je nespecifi¢ni odgovor na oste¢enje u kome ucestvuje veliki broj funkcio-
nalnih molekula i medijatora, uz ucesée i aktivaciju leukocita. Dugo vremena RD nije bila

prepoznata kao inflamatorna bolest, jer se retina smatrala imunoprivilegovanim tkivom. Nove
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studije, medutim, dokazuju da je sistemska inflamacija moguci pokretacki mehanizam DM i
nastanka mikro i makrovaskularnih komplikacija. Bioloski parametri inflamacije, tzv. biomar-
keri inflamacije su lako dostupni iz krvi, pouzdan relativno lako detektabilni te bi se njima
mogao pratiti intenzitet procesa, proceniti rizik za nastanak dijabetesne retinopatije i njenu
progresiju. Pracenje sistemskih parametara inflamacije u krvi opravdava i ¢injenica da reti-
nalno tkivo nije izvor inflamacije, ve¢ parametri inflamacije dospevaju do retine sistemskom

cirkulacijom, ostecujuci vaskularnu mrezu retine (Joussen i sar., 2004, Streja i sar., 2003).

6.3.1. Sedimentacija

Sedimentacija (Se) je parametar prisutne akutne inflamacije (Kaysen, 2009). Ona je
jednostavan laboratorijski test koji se odnosi na brzinu talozenja eritrocita in vivo, uzetih iz
pune venske ili kapilarne krvi.

Kod nasih ispitanika uocena je povisena vrednost ovog biomarkera inflamacije u obe
grupe ispitanika sa RD u odnosu na kontrolnu grupu. Nije uocena statisti¢ni zna¢ajna razlika
u sedimentaciji izmedu grupe ispitanika sa RDPP u odnosu na RDNP.

Brzina Se zavisi od plazmatskih faktora proteina, fibrinogena, glikoproteina, i to naro-
¢ito od njihovog medusobnog odnosa, od povrsinskog napona krvi, koncentracije jona, volu-
men-procenta krvnih celija, od veliCine 1 oblika samih eritrocita, od koli¢ine lipida, od pH
vrednosti itd.

Sa porastom koncentracije proteina plazme, fibrinogena, imunoproteina i drugih prote-
ina, u akutnoj fazi, smanjuje se elektronegativni naboj na membrani eritrocita i kao posledica
toga nastaje njihovo ubrzano taloZzenje. Woo i sar. (2011) u svojoj klini¢koj studiji preseka
pokazuju direktnu povezanost sedimentacije kod bolesnika sa DMT2 sa ukupnim brojem
neutrofila i leukocita, kao i njihov medusobni odnos.

Kod ispitanika sa RD prisutno je, pre svega, stanje hroni¢ne hiperglikemije, dokazan
je porast proteina, biomarkera inflamacije, zatim porast lipoproteina i triglicerida, poviSene
vrednosti glikoziliranog hemoglobina, kojima se moze objasniti porast sedimentacije.

Sedimentacija nije specifi¢ni marker inflamatornog procesa i biomarker je akutne, a ne
hroni¢ne inflamacije, koja je prisutna kod ispitanika sa DM. Ne moze se smatrati specifi¢nim
markerom inflamacije znac¢ajnim za nastanak 1 progresiju RD, na §ta ukazuje i ¢injenica da ne
postoji statisticki zanacajna razlika u vrednosti sedimentacije izmedu dve grupe ispitanika sa

razli¢itim stadijumom RD.
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Izrazito poviSene vrednosti Se, 100 mm/h, dijagnosticki mogu biti znacajne u slucaje-
vima pokretanja autoimunih procesa, kao Sto su lupus, arteritis temporalis, dakle sistemskih
vaskulita (Woo i sar., 2011). Veza autoimunog procesa i dijabetesa potvrdena je savremenim
studijama patogeneze DMT2. Inflamatorni proces, prac¢en lezijom krvnih sudova, eventualno
moze biti osnova za dalja proucavanja veze Se i mikrovaskularnih komplikacija kao Sto je
RD.

Sprovedenom univarijantnom statistickom analizom uoc¢ena je obrnuta povezanost Se,
HbAlc i glikemije. Rezultati dobijeni naSom studijom, pri korelaciji Se sa novim biomarke-
rom inflamacije YKL-40, uocena je negativna korelacija, tj. porast vrednosti YKL-40 prati
smanjenje Se u grupi ispitanika sa RDNP.

6.3.2. Fibrinogen

Fibrinogen spada u najproucavanije bioloske parametre, pre svega, koagulacije. Poznat
i kao faktor | procesa koagulacije, a potom proucavan i kao faktor inflamacije. Pripada protei-
nima akutne faze inflamacije, sintetiSe se na nivou hepatocita, a u krvi se nalazi u formi pro-
enzima. Ovaj biomarker, kao i CRP, smatra se prediktorom letalne i neletalne koronarne
bolesti, mozdanog udara i periferne vaskularne bolesti (Ernst i Resch, 1993; Klein i sar.,
2003; Le Duc Son i sar., 2008).

Najvise vrednosti fibrinogena u krvi ispitanika u nasoj studiji uoc¢ene su u grupi ispi-
tanika sa RDPP, a najnize u kontrolnoj grupi. Na osnovu dobijenih rezultata, uocena je
statisticki znacajna razlika u vrednostima ovog parametra kod obe grupe sa RD u odnosu na
kontrolnu grupu. U toku razvoja RD uoc¢eno je i dokazano stanje hiperkoagulabilnosti, koje se
smatra odgovornim za okluzivne promene na krvnim sudovima retine, koje dalje dovode do
ishemije, pokretanja procesa neovaskularizacije i oksidativnog stresa, uslovljenog kapilarnom
hipoperfuzijom. Hipoperfuzija dovodi do ishemije, koja aktivira inflamaciju i proces oksida-
tivnog stresa, koji naknadno dovode do ostecenja tkiva. U postkapilarnim venulama tkiva koje
je izlozeno hipoksiji dolazi do akumulacije leukocita usled pojac¢ane sinteze celijskih i ekstra-

¢elijskih adhezivnih molekula i to:

= |CAM - koji ostvaruje interakciju sa E i P selektinom endotelnih ¢éelija
= na nivou ekstracelularnog prostora nastaje interakcija fibronektina sa lamininom

= integrini reaguju sa leukocitima.
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Najverovatnije da superoksid posreduje u leukocitno-endotelnoj interakciji. Udruze-
nim delovanjem ksantin oksidaze (OX) i NADPH oksidaze leukocita dolazi do ostecenja
endotelnih ¢elija. Leukostaza uzrokuje dodatnu okluziju krvnih sudova, aktivacijom NADPH
oksidaze dovodi do produkcije RVK, produkuje hipohlornu kiselinu i aktivira proteaze
uzrokujuci dalja oStecenja retinalnog tkiva.

Nije uocena statisticki znacajna razlika u vrednostima ovog parametra kod ispitanika
sa RDPP u odnosu na RDNP. Najverovatije da se fibrinogen moze smatrati povezanim sa nas-
tankom RD, ali ne i biomarkerom progresije promena.

Folsom (2002) i Schram (2005) u svojim studijama potvrduju snaznu korelaciju izme-
du vrednosti fibrinogena i CRP-a sa nastankom i razvojem mikrovaskularnih komplikacija
DM. Medutim, kao i ovi autori, tako i druge studije fibrinogen smatraju povezanim sa CRP-

om u procesu inflamacije.

6.3.3. C-reaktivni protein

C-reaktivni protein je jedan od proteina akutne faze upale i sintetiSe se u hepatocitima.
Ekstra hepati¢na sinteza CRP-a opisana je u neuronima, ateroskleroti¢nim plakovima, mono-
citima i limfocitima (Lippi i sar., 2010). Na koncentraciju CRP-a uti¢u: BMI, DM, hiperten-
zija, puSenje, supstituciona terapija estrogenom, kao i postojanje reumatoidnog artritisa,
hroni¢nih bolesti pluc¢a, akutnih virusnih infekcija, terapija statinima i aspirinom (Lim i sar.,
2010; Lippi i sar., 2010, Dandona, 2008).

Kod nasih ispitanika je uocena statisticki zanacajna razlika u vrednostima ovog para-
metra za obe grupe sa RD u odnosu na kontrolnu grupu. Takode, prisutna je statisti¢ki znacaj-
na razlika u vrednostima CRP-a kod ispitanika sa RDNP u odnosu na RDPP. Vise prose¢ne
vrednosti bile su zastupljene u grupi ispitanika sa RDPP, tj. u grupi ispitanika sa izrazenijim
promenama. Dobijeni rezultati mogu ukazivati na to da je CRP biomarker inflamacije pove-
zan sa nastankom RD i progresijom promena od blage RDNP ka nastanku RDPP. Mehanizam
dejstava CRP-a u nastanku i progresiji RD mozZemo objasniti njegovom ulogom u imuno-
loSkom sistemu, pre svega u procesu inflamacije.

U imunoloSkom sistemu CRP ima veci broj uloga: vezivanjem za fosfoholin na povr-
Sini mrtvih ili umiruéih ¢éelija i vezivanjem za nuklearne antigene i odredene patogene orga-
nizme, aktivira sistem komplemenata ili aktivira Fc-receptora (kojeg sadrze odredene celije
imunog sistema, npr. makrofag), ili tako sluzi kao opsonin, uti¢e na aktivnost trombocita,

reguliSe i ekspesiju adhezionih molekula za endotelne celije, inhibira NOS na novou endo-
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telnih Celija u aorti, stimuliSe oslobadanje IL-8, povecava aktivaciju PAI-1, povecava osloba-
danje IL-1, IL-6, IL-18 i TNF-a. Proinflamatorna uloga CRP-a objasSnjena je ubrzanom fago-
citozom i gubitkom uloge u Kklirensu ¢elijskog debrija nekroti¢nih i apoptoti¢nih ¢éelija, koja
dovodi do nastanka antitela prema o$te¢enom tkivu i deluje proinflamatorno. U procesu fago-
citoze dokazana je produkcija RVK koja dovodi do izmene strukture CRP-a. Denaturisani i
agregacioni oblici CRP-a (neo CRP ili modifikovane forme) imaju snazno proinflamatorno
dejstvo (Eisenhardt i sar., 2009).

Nedavno je opisano da modifikovani oblici povecavaju oslobadanje inflamatornih
markera, MPC- 1 i IL-8 i regulisu ekspresiju ICAM-1 na nivou endotelnih ¢elija krvnih sudo-
va retine (Nagaoka i sar., 2008). C-reaktivni protein je direktni proinflamatorni medijator
proaterogenog dejstva na celije krvnih sudova (Black i sar., 2004, Lemieux i sar., 2009).
Smatra se da se CRP vezuje za fosfoholin oksidovanih oblika LDL-a, pove¢ava unos LDL-a u
makrofage i time dovodi do formiranja takozvanih penusavih ¢elija, inhibira iNOS na novou
endotelnih ¢elija, povecava ekspresiju i aktivaciju PAI-1 i time ucestvuje u procesu formi-
ranja ateroskleroti¢ne ploce, ali reguliSe i njenu stabilnost. Poveéan sadrzaj penuSavih ¢elija u
plaku ¢ini ateroskleroti¢ni plak vulnerabilnijim. Rupturom ateroskleroti¢nog plaka i oslobada-
njem materijala iz samih plakova, dolazi do aktivacije procesa inflamacije i oksidativnog stre-
sa, kao i okluzije krvnih sudova.

Streja (2003) je utvrdio snaznu povezanost fibrinogena sa mikrovaskularnim kompli-
kacijama DM, ali ne i CRP-a, Sto objasSnjava ¢injenicama da se CRP smatra prediktorom
budu¢ih dogadaja, tj. nestabilnih plakova, a ne markerom stepena ateroskleroze, da je udruzen
sa komponentama sindroma insulinske rezistencije, dok je fibrinogen udruzen sa faktorima
pracenja procesa ateroskleroze.

U naSem ispitivanju, korelacijom dobijenih rezultata prose¢nih vrednosti fibrinogena i
CRP-a kod ispitanika svih grupa, uo¢ena je pozitivna korelacija izmedu vrednosti fibrinogena
I CRP-a kod ispitanika sa RDPP. Dakle, evoluciju mikrovaskularne komplikacije prati pove-
zanost, tj. korelacija ova dva biomarkera inflamacije. Folsom (2000) i Schram (2005) potvr-
duju snaznu korelaciju izmedu vrednosti fibrinogena i CRP-a sa nastankom i razvojem mikro-
vaskularnih komplikacija DM.

Korelacijom vrednosti CRP-a i spoljasnjeg dijametra krvnih sudova retine kod nasih
ispitanika uocena je statisticki znacajna, pozitivna korelacija. Vrednosti korelacije za broj
krvnih sudova, medutim, pokazuju statisticki zna¢ajnu, ali negativnu korelaciju, odnosno broj
krvih sudova se redukuje sa povec¢anjem vrednosti CRP-a. Kod ispitanika sa RDPP uocene su

I najvise vrednosti CRP-a, $to moze objasniti i najizraZenije promene na o¢nom dnu, pojavu
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IRMA i looping-a na krvnim sudovima, kao i znakova ishemije usled redukcije vaskularne
mreze. Beaver Dam Eye Study, studija preseka, pokazala je pozitivnu korelaciju povecanja
dijametra venula i koncentracije CRP-a kod ispitanika sa DM, $to je u skladu sa rezultatima
naSeg ispitivanja (Klein i sar., 2006).

Na osnovu podataka iz literature i dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da su 1 fibri-
nogen i CRP svakako parametri inflamatornog procesa, da je fibrinogen parametar same bole-
sti, dok je CRP parametar evolucije komplikacija bolesti i moguéeg razvoja metabolickog

sindroma i marker bolesti manjih krvnih sudova.

6.3.4. Hitinaza-3 protein 1 (YKL-40)

Hitinaza-3-proteinl, YKL-40 je nov biomarker inflamacije (Johansen i sar. 2006;
Kozakova i Sarafin, 2009). Nema enzimske sposobnosti. Bioloska uloga YKL-40 i postojanje
speci¢nog receptora nisu poznati. Hitinaza-3-proteinl ima sklonost vezivanja za heparin i
histidin.

U naSem ispitivanju kod obe grupe ispitanika sa RD vrednosti YKL-40 bile su statis-
ticki znacajno vise u odnosu na kontrolnu grupu. Poznato je da koncentracija YKL-40 raste u
procesima akutne i hroni¢ne inflamacije (Johansen i sar. 2008; Kozakova i Sarafin, 2009).
Kod ispitanika sa RDPP bile su prisutne najvise vrednosti ovog parametra. UoCena je statis-
ti¢ki znacajna razlika u odnosu na grupu ispitanika sa RDNP.

Dobijene rezultate mozemo objasniti ulogom YKL-40 u inflamaciji, remodelaciji
ekstracelularnog matriksa i vaskularne mreze retine i aterosklerozi.

Poznato je da YKL-40 eksprimiraju i lu¢e makrofage, neutrofili, glatkomi$i¢ne celije
krvnih sudova (Johansen 2006; Johansen i sar.; 2006; Kim i sar., 2007). Ekspresija YKL-40
detektovana je u podru¢ju makule, ostalih delova retine i kompleksa RPE-horoidea.

Smatra se da ucestvuje u imunom odgovoru omogucavajuéi maturaciju i diferencija-
ciju monocita u makrofage i njihovo direktno pristizanje do mesta infekcije kao odgovor na
inflamaciju. Na neutrofile YKL-40 ne deluje hemotakti¢no, ali je kod osoba sa DMT2 doka-
zan porast broja neutrofila u krvi, infiltracija retine neutrofilima u ranim stadijumima razvoja
RD, kao i da se u granulama neutrofila nalazi YKL-40, koji se oslobada tokom inflamacije
(Joussen i sar., 2004; Woo i sar. 2011). Dakle, makrofage i neutrofili produkuju YKL-40 na
mestu inflamacije.

Proces remodelacije retinalnog tkiva, pre svega vaskularne mreze, prisutan je u toku

nastanka i progresije RD. Hitinaza-3-protein 1 remodelaciju ostvaruje dejstvom na endotelne
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¢elije krvnih sudova retine, glatkomi$i¢ne celije, ali i fibroblaste i aktivnost matriks metalo-
proteinaza.

Hitinaza-3 protein 1 je marker disfunkcije endotelnih ¢elija. Naime, on deluje direktno
hemotakti¢no na endotelne ¢elije, omogucava njihovu migraciju i proliferaciju, meducelijski
kontakt endotelnih ¢elija. Proliferacijom endotelnih ¢elija dolazi do zadebljanja endotelnog
sloja zida krvnog suda, §to posledi¢no remeti tok krvi, uzrokuje stenozu krvnog suda, na
nivou zahvacenog tkiva dovodi do ishemije i zapo¢injanja procesa ateroskleroze. Ishemija na
nivou tkiva aktivira inflamatorne faktore i hemotaksi¢ne faktore, ostec¢uje endotel, potencira
proces ateroskleroze i oksidativne modifikacije. Hitinaza-3-protein 1 dovodi do formiranja
razgranatih struktura nalik krvnim sudovima, usled proliferacije endotelnih ¢elija i stimulaci-
jom migracije glatkomiSi¢nih ¢elija krvnih sudova, $to ukazuje na ulogu YKL-40 u angioge-
nezi (Rathcke i sar., 2009a). On se najverovatnije vezuje za vimentin remeteéi unutra$nji
citoskelet i ucestvuje u aktivaciji signalnih puteva. Aktivacijom mitogen protein kinaze/eks-
tracelularnog signalnog puta (MAPK) YKL-40 ostaruje svoj proliferativni efekat na nivou
endotelnih ¢elija. Hitinaza-3-protein 1 deluje putem fosfatidil inozitol 1,3 signalnih puteva i
povecava nivo kalcijuma na nivou endotelnih ¢elija. Porast nivoa kalcijuma dovodi do akti-
vacije kalcijim zavisne fosfolipaze A2, generisanja toksi¢nih lizofosfolipida i oStec¢enja
mikrofilamenata i citoskeleta celije, uzrokuju¢i ireverzibilno osteCenje endotelnih celija.
PoviSena aktivnost PKC 1 p38a mitogen aktivirajue protein kinaze (MAPK) povecava
ekspresiju signalnog puta i putem protein tirozin fosfataze, koji dovodi do defosforilacije 3
receptora trombocitnog faktora rasta (PDGF), uzrokuje apoptozu pericita. Isti signalni put
povecava oksidaciju masnih kiselina na nivou endotelnih ¢elija i ima zanacajnu ulogu u atero-
sklerozi (Giacco i Brownlee, 2010). Na nivou glijalnih ¢elija YKL-40 se najverovatnije
vezuje za GFAP, intermedijerni mikrofilament odgovoran za odrZavanje strukture, mitoze i
funkcije glijalnih ¢elija, dovode¢i do aktivacije navedenih signalnih puteva, nakupljanja
GFAP i oStecenja glijalnih ¢elija retine.

Remodelaciju tkiva YKL-40 ostvaruje i intenziviranjem proliferacije fibroblasta,
posredstvom mitogen protein kinaze/ekstracelularnog signalnog puta (MAPK) i fosfatidil
inozitol 1,3 signalnog puta. Proliferacija vezivnog tkiva je takode jedna od karakteristika
nastanka i razvoja RD. Na nivou fibroblasta YKL-40 smanjuje aktivaciju signalnog puta p38 i
tkz. stresom aktiviranih signalnih puteva (SAPK/INK), koji su podgrupa MAPK, koja
smanjuje koncentraciju matriks metaloproteinaza, uticu na proces apoptoze, mitoze endotel-

nih ¢elija i fibroblasta, i reparacije DNA.
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Korelacijom vrednosti biomarkera inflamacije YKL-40 i vrednosti spoljasnjeg dija-
metra krvnih sudova i broja krvnih sudova na oba oka, uocena je statisticka znacajnost.
Prisutna je pozitivna korelacija, tj. porast koncentracije YKL-40 praéen je porastom spoljas-
njeg dijametra krvnih sudova u svim ispitivanim zonama i na nivou opti¢kog diska. Dokazana
Je statisticki znacajna negativna korelacija u odnosu na broj krvnih sudova na optickom disku
oba oka i ispitivanim zonama, tj. dolazi do redukcije broja krvnih sudova retine. Hitinaza-3-
protein 1 stimuliSe proliferaciju endotelnih ¢elija, stimuli$e proliferaciju VSMCs i dovodi do
povecanja spoljasnjeg dijametra krvnog suda. Izmenjeni krvni sudovi uzrokuju ishemiju i
redukciju vaskularne mreze.

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da je YKL-40 biomarker koji moze
sluZiti u pracenju nastanka i progresije RD. Korelacijom sa biomarkerima inflamacije utvrde-
no je da je YKL-40 nezavisan parametar od CRP-a, BMI, glikemije i fibrinogena. Navedene
¢injenice govore u prilog vecoj specificnosti YKL kao parametra inflamacije i njegovoj
manjoj zavisnosti od sinteze drugih markera inflamacije, kao i lokalne sinteze YKL-40 na
nivou samih tkiva u kojima se proces odigrava. Nielsen i autori oznacavaju YKL-40 nezavis-
nim markerom DMT2 (Nelsen i sar., 2008).

Korelacijom dobijenih vrednosti uoc¢ena je negativna korelacija YKL-40 sa sedimenta-
cijom, i pozitivna korelacija sa ukupnim SH grupama. Porastom vrednosti YKL-40 raste i
vrednost SH grupa kod bolesnika sa DMT2 i po¢etnim promenama na o¢nom dnu. Hitinaza-3
protein-1 ucestvuje u procesu inflamacije koja dovodi do produkcije RVK. Povec¢ana produk-
cija RVK aktivira mehanizme antioksidativne zastite, kao Sto su ukupne SH grupe. Usled
meduorganske preraspodele glutationa, u ranim stadijumima RD moze se objasniti porast

vrednosti ukupnih SH grupa u perifernoj krvi ispitanika sa RDNP.

6.4. PARAMETRI OKSIDATIVNOG STRESA | ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE

Rezultati brojnih studija pokazuju da oksidativni stres ima znacajnu ulogu u nastanku
kako mikrovaskularnih tako i makrovaskularnih komplikacija DMT2.

Retinalno tkivo ima visok procenat polinezasi¢enih masnih kiselina, veéu potro$nju
kiseonika i intenzivniji proces oksidacije glikoze u poredenju sa bilo kojim drugim tkivom u
organizmu, Sto ga ¢ini podloznijim oksidativnom stresu (Song i sar., 2005).

Hroni¢na hiperglikemija dovodi do aktivacije alternativnih puteva metabolizma gli-

koze, puta poliola, formiranja produkata ubrzane glikozilacije AGE i ekspresije RAGE i
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njegovih aktivnih ligandi, aktivacije PKC izoformi i poviSene aktivnosti heksozaminskog puta
i nastanka RVK. U uslovima hroni¢ne hiperglikemije prisutna je poviSena produkcija RVK na
nivou mitohondrija. Hroni¢na inflamacija dokazana kod osoba sa DMT2 pracena je, takode,
pojacanom produkcijom RVK.

Kao parametre oksidativnog stresa pratili smo koncentracije TBA-reagujucih supstanci
(TBARYS) i produkte uznapredovale oksidacije proteina (AOPP) u serumu svih ispitanika.

6.4.1. Parametri oksidativnog stresa

Pracenje oksidativnog ostecenja lipida kod nasSih ispitanika vrSeno je merenjem TBA-
reagujucih supstanci (Andreeva i sar., 1988). NajviSe prose¢ne vrednosti TBARS dobijene su
u grupi ispitanika sa RDPP, a najniZze u kontrolnoj grupi. Uporedivanjem vrednosti TBARS
bile su znacajno vise kod obe grupe ispitanika sa RD u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika.
Uporedivanjem dobijenih prose¢nih vrednosti ovog parametra izmedu grupe ispitanika sa
RDNP i RDPP, uoc¢eno je da je vrednost ovog parametra statisti¢ki znac¢ajno visa kod ispitani-
ka sa RDPP. Dobijeni rezultati ukazuju na intenzivni proces lipidne peroksidacije u grupi
ispitanika sa uznapredovalom RD preproliferativnog tipa.

Lipidna peroksidacija je oksidativno oStecenje koje zahvata celijske membrane, lipo-
proteine i druge molekule koji sadrze lipide u uslovima postojanja oksidativnog stresa. Celije
tkiva retine imaju visok procenat polinezasi¢enih masnih kiselina, $to ih ¢ini posebno osetlji-
vim na proces lipidne peroksidacije. Kod ispitanika sa RD uocena je veca koncentracija
ukupnog holesterola, kao i LDL lipoproteinske frakcije u plazmi ispitanika. Prisutna hroni¢na
hiperglikemija i inflamacija predstavljalju izvor RVK i dovode do intenziviranja procesa
lipidne peroksidacije. Lipidna peroksidacija smanjuje fluidnost ¢elijskih membrana i dovodi
do inaktivacije membranskih enzima. Fragmentacija lanaca membranskih enzima dovodi do
gubitka integriteta membrana i inaktivacije membranskih enzima, a ruptura lizozomskih
membrana dovodi do oslobadanja hidrolitickih enzima koji dalje oStecuju celiju. Ostecene
¢elije pokrecu proces apoptoze 1 fagocitoze, uz nastanak novog izvora RVK.

Lipidna peroksidacija lipoproteina plazme menja njihove fizioloSke uloge i smatra se
da je direktno povezana sa nastankom ateroskleroze. Direktno oStecenje celija retine, kao i
stimulacija procesa ateroskleroze mogu objasniti oSte¢enje vaskularne mreze retine i tkiva
retine kod osoba sa DM. Jednom pokrenuta reakcija peroksidacije nastavlja se autokataliticki,

ima progresivan tok i dovodi do strukturno-funkcionalne promene supstrata. Ovom ¢injeni-
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com je mogucée objasniti i prisutnu statisticki znacajnu razliku izmedu grupa ispitanika sa
RDNP i RDPP.

Proteini pokazuju visoku osetljivost na delovanje slobodnih radikala. Oksidacija pro-
teina je brza, linearna i senzitivniji je parametar oksidativnog o$tecenja celije. Ona menja
strukturu i dovodi do izmene funkcionalne aktivnosti proteina. Jedan od znacajnih tipova
oksidativne modifikacije proteina je karbonilni stres. U pitanju je reakcija glikoze sa proteini-
ma, uz istovremeno ucéesée slobodnih radikala. Karbonilni stres je oblik modifikacije proteina
prisutan kod osoba sa DM.

Kod nasih ispitanika pratili smo oksidativnu modifikaciju proteina odredivanjem
koncentracije AOPP. Produkti uznapredovale oksidacije proteina smatraju se slicnim AGEs
produktima i pripisuju im se slicne bioloSke aktivnosti. NajviSe vrednosti AOPP bile su u
grupi ispitanika sa RDPP. Uporedivanjem dobijenih vrednosti AOPP bile su znacajno vise u
obe grupe ispitanika sa RD u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika i to sa statistiCkom
znacajnoséu. Uoceno je da je vrednost ovog parametra statisticki znacajno visa kod ispitanika
sa RDPP u odnosu na grupu ispitanika sa RDNP.

Produkti uznapredovale oksidacije proteina nastaju intenzivnom glikooksidacijom,
odnosno procesom karbonilnog stresa, u uslovima poremecene ravnoteze oksidanasa i antiok-
sidanasa i istovremeno prisutne inflamacije. Kod osoba sa DM dolazi do njihovog nakupljanja
| agregacije.

Proces glikacije je u prvoj fazi reverzibilan, kada nastaje kovalentna veza izmedu
amino grupe proteina i karbonilne grupe glukoze i nastaje Sifova baza. Zatim, nastaje frukto-
zolizin, prvi stabilni produkt. Njegova koncentracija zavisi od koncentracije glikoze i glikozi-
liranog hemoglobina. Kod nasih ispitanika najvise vrednosti AOPP uoc¢ene su kod onih sa
uznapredovalom formom RD, RDPP, kod kojih je uo¢ena i najvisa vrednost glikoze i gliko-
ziliranog hemoglobina. Uslov za kasniju fazu je postojanje stabilnih ketoamin derivata ili
produkata njegove razgradnje, usled delovanja slobodnih radikala, tzv. Milardovih produkata,
odnosno N-karboksimetcilina, pentozidina i piralina. Kriticna patogenetska konsekvenca je
deficit detoksikacije reaktivnih karbonilnih komponenti. U detoksikaciji reaktivnih karbonil-
nih komponenti ucestvuju glutation (GSH), NADPH-zavisna redukcija putem aldozo reduk-
taze i NAD-zavisne oksidacije.

Tokom serije lan¢anih intereakcija Milardovih produkata sa proteinima i uz prisustvo
slobodnih radikala nastaju AGE produkti. Produkti uznapredovale glikooksidacije su visoko-
oksidisane forme i mocan generator superoksid anjona. Uti¢u na permeabilnost krvnih sudova

poveéavajuci je, sprecavaju dejstvo NO, direktno oStecuju endotelne ¢elije krvnih sudova,

80



DISKUSLIA =

dovode do neadekvatne vaskulogeneze, uti¢u na produkciju proinflamatornih citokina, aktivi-
raju neutrofile, monocite i adhezivne molekule.

Marsh i sar. (2009) dokaziju da nivo AOPP direktno korelira sa koncentracijom MPO
u plazmi i AOPP nastaje MPO aktivno$¢u, odnosno u procesu inflamacije. Analizom
molekularnih vrsta 1 spektralnih karakteristika AOPP uoceno je da sadrze karbonilne i
ditirozinske grupe vezane za albumina. Isti autori navode da AOPP —albumin stimuliSe proces
oksidativnog sagorevanja, i sintezu proinflamatornih citokina u neutrofilima i monocitima. U
in vivo uslovima oksidovane forme albumina mogu biti znacajni medijatori inflamacije.

Kod nasih ispitanika vrednosti AOPP prate progresiju promena, tj. njihova koncen-
tracija raste sa napredovanjem pomena na o¢nom dnu ispitanika. Naime, staza leukocita na
nivou vaskularne mreze retine, dokazana u pacijenta sa DM 1 RD, omogucava nastanak AOPP
MPO aktivnos¢u neutrofila (Marsh i sar., 2009, Woo i sar., 2011). Nastali AOPP su biomar-
keri inflamacije i koreliraju sa progresijom promena na o¢nom dnu. Ng i sar. (2013) u svojoj
studiji takode potvrduju povezanost nastanka AOPP i napredovanja RD. Isti autori ulogu
AOPP presvega razmatraju kroz proces inflamacije.

Akumulacija AOPP uocena je kod bolesnika sa hroni¢nom bubreznom insuficijen-
cijom (Moore i sar., 2003). Jakus i saradnici, u svojoj studiji sprovedenoj na ispitanicima sa
tip 1 DM, uocili su povisene vrednosti AOPP i njegovu korelaciju sa produktima rane gli-
kacije - fruktozamin (FAM), HbAlc i AGEs, §to je uskladu sa naSim rezultatima (Jakus i sar.,
2012). Najverovatnije je da AOPP nastaje relativno rano, povezuje proces oksidativnog stresa
I inflamacije i njegove vrednosti koreliraju sa tezinom samog oboljenja, tj. najvise su kod
ispitanika sa RDPP.

6.4.2. Antioksidativni status

Organizam je dobro zaSti¢en antioksidativnim sistemom. Ovaj sistem ¢ine endogeni
antioksidansi (albumini, bilirubin, glutation), egzogeni antioksidansi (tokoferol, vitamin C,
karotenoidi) i sistem antioksidativnih enzima (katalaza, superoksid dismutaza (SOD), gluta-
tion perokidaza (GPx). Dokazano je da je kod osoba sa DM smanjen kapacitet antioksidativne
zastite.

Proteini, pre svega albumini, i tio aminokiseline (cistein, tirozin, homocistein) su
osnovni antioksidativni zastitni parametri plazme. Kod osoba sa DM, dolazi da vezivanja
AGE produkata i AOPP produkata za albumine i time dolazi do zna¢ajnog smanjenja njihovih

toksi¢nih efekata.
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Bilirubin sprecava oksidaciju LDL molekula. On ima i antiinflamatornu ulogu jer
inhibira TNF-a, ICAM-1, and VCAM-1. Kod osoba sa DM i ovaj sistem pokazuje smanjenje
svog kapaciteta.

Glutation (L-y-glutamil-L-cistenil-glicin) je niskomolekulsko tiolno jedinjenje koje
¢ini 90% ukupnih neproteinskih sulthidrilnih jedinjenja. U ¢eliji se najve¢im delom nalazi kao
tiol, u redukovanom obliku (GSH), a manje kao disulfid (GSSG) u oksidovanom obliku. Glu-
tation S transferaza, glutation transhidrogenaza glutation peroksidaza, transferaza, glutation
reduktaza i NADPH obrazuju antioksidativni sistem glutationa u kome su glutation reduktaza
I NADPH neophodni za redukciju oksidisanog glutationa i reoksidaciju glutationa koja se
ostvaruje u glutation redoks ciklusu.

U normalnim uslovima nastale vece koli¢ine RVK, pre svega superoksida podlezu
procesu detoksikacije putem SOD do nastanka H,O, a potom dejstvom katalaze i glutation
peroksidaze u molekul vode. Za ove reakcije neophodno je prisustvo glutationa.

Antioksidativni status ispitanika sa RD pratili smo odredivanjem ukupnih SH grupa i
proteina u plazmi ispitanika. Dobijene prose¢ne vrednosti za ukupne SH grupe plazme bile su
najvise u grupi ispitanika sa pofetnim promenama na oénom dnu, RDNP, a njihove najnize
vrednosti uocene su kod ispitanika sa uznapredovalim osSte¢enjima o¢nog dna, RDPP. Upore-
divanjem dobijenih rezultata vrednosti ovog parametra uocena je statisticki znacajna razlika
grupe ispitanika sa RDNP u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika. Uoc¢ena je statisticki zna-
Cajna razlika u vrednostima istog parametra u grupi ispitanika sa RDPP u odnosu na RDNP.

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo uociti da u pocetnim stadijumima RD dolazi
do povecanja koncentracije SH grupa u perifernoj krvi, kao pokuSaj organizma da odgovori
na povecéanu produkciju RVK. Medutim, u uznapredovalim formama RD, ko $to RDPP dolazi
do smanjenja ovog vida antioksidativne zastite.

Na nivou krvnih sudova retine dokazana je leukostaza, presvega akumulacija neutro-
fila. Nagomilani neutrofili i endotelne celije produkuju superoksid anjon i NO. Superoksid
anjon i NO u Fentonovoj reakciji generiSu hidroksilni radikal i peroksinitrit anjon. Peroksini-
trit anjon ima afinitet za SH grupe 1 aromaticna jezgra amino kiselina, ¢ime se smanjuje
ukupna koli¢ina SH grupa u intenzivnom procesu inflamacije, prisutnom u ispitanika sa
RDPP.
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6.5. MORFOMETRIJA PROMENA NA OCNOM DNU KOD ISPITANIKA SA
DIJABETESNOM RETINOPATIJOM

.....

mogucénost istrazivanja povezanosti strukture i karakteristika mikrocirkulacije u sistemskim
oboljenjima i bolestima oka, kao Sto su glaukom, kardiovaskularne bolesti, mozdani udar,
gojaznost i dislipidemija (Kisilevsky i sar., 2008; Klein i sar., 2007; Mitchell i sar., 2005).
Dokazano je da je suzenje retinalnih arteriola znak dugotrajne sistemske hipertenzije (Wong i
sar., 2004a; Wong i sar., 2005; Wong i sar., 2006).

Proucavanje broja 1 spoljasnjeg dijametra krvnih sudova retine kao 1 mikromorfoloskih
promena, koje nastaju kod osoba sa RD, moglo bi omoguéiti adekvatnije pra¢enje napredo-

vanja RD i blagovremeno uvodenje adekvatne terapije.

6.5.1. Broj i dijametar kvnih sudova retine

ARIC studija i Beaver Dam Eye Study prouc¢avajuci retinalnu cirkulaciju, dokazuju da
je smanjenje dijametra malih arteriola u povezano sa DMT2 i ne zavisi od visine krvnog pri-
tiska (Wong i sar., 2004a; Klein i sar., 2006).

Druge studije, medutim, dokazuju povecanje dijametra krvnih sudova retine kod osoba
sa DMT2 (Wong i sar., 2002; Wong i sar., 2004; Klein i sar., 2007). Rezultati navedenih istra-
Zivanja objasnjeni su prisutnom hiperglikemijom i hipoksijom kod osoba sa DM i RD. Hiper-
glikemija, inflamacija i oksidativni stres dovode do oSteCenja vaskularne mreze retine i
smanjenja broja krvnih sudova. Usled hipoperfuzije tkiva retine redukcije vaskularne mreze
retine, vazoregresije, dolazi do hipoksije tkiva retine (Hammes i sar., 2011; Wong i sar., 2002;
Klein i sar., 2007). Hipoperfuzija u skladu sa autoregulacionim mehanizmom dovodi do dalje
vazodilatacije (Hammes i sar., 2011; Wong i sar., 2002).

Inflamacija prisutna na nivou retinalnih krvnih sudova i remodelacija, pra¢ena sma-
njenjem ukupnog broja krvnih sudova retine i izmenama u sastavu zidova krvnih sudova
retine, predstavljaju osnovnu okosnicu novijih teorija nastanka RD (Wong i sar., 2006;
Joussen i sar., 2004). Regresija vaskularne mreze, okluzija i remodelacija krvnih sudova tipi-
¢ne su karakteristike mikrovaskularnih promena kod bolesnika sa DMT2 i uzrok su daljeg
napredovanja RD. Dijabetesna retinopatija pocinje gubitkom celularnih komponenata retinal-

nih kapilara, pericita i endotelnih celija (Joussen i sar. 2004). Tacan redosled gubitka celija
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nije poznat. Nakon gubitka celularnih komponenata zida slede promene u sastavu ekstracelu-
larnog matriksa na nivou krvnih sudova retine.

Kod nasih ispitanika sa RD analiziran je broj krvnih sudova na optickom disku oba
oka (OD-BKS i OL-BKS). Najvise krvnih sudova na optickom disku oba oka bilo je u
kontrolnoj grupi. Tukey post hoc test je dodatno ukazao da je prosec¢an broj krvnih sudova u
kontrolnoj grupi i grupi ispitanika sa RDNP statisticki znacajno visi u odnosu na RDPP
grupu, na optickom disku desnog oka. Kod ispitivanih grupa, na nivou opti¢kog diska levog
oka, prisutna je statisticki zna¢ajna razlika u broju krvnih sudova grupe sa RDPP u odnosu na
kontrolnu grupu i kod ispitanika sa RDNP. Na optickom disku oba oka dolazi do smanjenja
broja krvnih sudova sa napredovanjem RD.

Kod svih ispitanika odredivan je i prosecan spoljasnji dijametar krvnih sudova oba oka
na optickom disku (OD-DKS i OL-DKS). Prose¢an OD-DKS je pokazivao suprotan trend, u
odnosu na trend broja krvnih sudova na optickom disku oba oka. Dijametar krvnih sudova bio
je veci kod ispitanika sa RD u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika. Najveci dijametar krvnih
sudova na opti¢kom disku uocen je u grupi ispitanika sa RDPP. Prisutna je statisticki znacajna
razlika u vrednosti ovog parametra izmedu grupe ispitanika sa RDPP u odnosu na grupu ispi-
tanika sa RDNP. Na optickom disku oba oka dolazi do povecanja spoljasnjeg dijametra krv-
nih sudova sa napredovanjem RD.

Kod svih ispitanika pratili smo spoljasnji dijametar i broj krvnih sudova na digitalnim
fotografijama o¢nog dna u pet koncentri¢nih zona sa centrom u optickom disku (slika 8).
Rezultati ovih analiza pokazali su statisticku znacajnost izmedu tri posmatrane grupe ispita-
nika. Prosecan broj krvnih sudova retine bio je najmanji u grupi ispitanika sa RDPP u svih pet
ispitivanih zona retine na digitalnim fotografijama o¢nog dna oba oka.

One way ANOVA pokazuje da postoji statisticki znacajna razlika u broju krvnih sudo-
va 1 svih pet zona retine desnog i levog oka. Vrednosti ovog parametra rastu od optickog
diska do zone 111, gde su prisutne najviSe vrednosti, tj. najveca prosecna vrednost broja krvnih
sudova retine, koja postepeno opada na oba oka u sve tri grupe ispitanika. Games Howell post
hoc test pokazuje da je na desnom oku u grupi ispitanika sa RDNP prosecan broj krvnih
sudova statisticki znacajno veéi (p<0,05) u zoni II, zoni III i zoni IV nego na optickom disku,
kao i u odnosu na zonu I i zonu V. Tukey's post hoc test pokazuje da je u grupi ispitanika sa
RDPP prosecan broj krvnih sudova znacajno visi (p<0,05) u zoni II i zoni III, nego na optic-
kom disku i u zoni V, kao i u zoni | u odnosu na zonu V. Vrednosti ovog parametra se nisu
znacajno razlikovale izmedu ostalih zona na desnom oku u okviru grupe ispitanika sa RDPP.

Prosecan broj krvnih sudova u svakoj zoni pokazuje sli¢an trend na levom oku.
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Ovi podaci mogu sugerisati da je redukcija prokrvljenosti u sluc¢aju grupe ispitanika sa
RDPP izrazenija u podru¢ju makule kao i u zoni V, u odnosu na ostale zone, i to na oba oka.
Podruc¢je makule lokalizovano je u zoni II ili zoni III, u najve¢em broju digitalnih fotografija.
Na nekim fotografijama podrucje makule se delimi¢no nalazi u zoni IV, §to je posledica vise
medijalno lociranog optickog diska i1 posledi¢ne redukcije Sirine koncentri¢nih zona. Zona V
odgovara periferiji same retine.

Prosecna vrednost spoljasnjeg dijametra povecava se od optickog diska do zone V i to
statisti¢ki znacajnije na desnom oku u grupi ispitanika sa RDNP (p<0,001) i u grupi ispitanika
sa RDPP (p<0,001) u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika.

Uoceno je da prosecan broj krvnih sudova raste od optickog diska do zone Il i I, a
potom se smanjuje, a najveéi je u kontrolnoj grupi. Dijametar krvnih sudova raste od optickog
diska ka zoni V i najveci je u grupi bolesnika sa RDPP.

Korelacijom vrednosti CRP-a i YKL-40, kao biomarkera inflamacije, sa dobijenim
vrednostima spoljasnjeg dijametra krvnih sudova retine, uocena je pozitivna korelacija,
odnosno veli¢ina krvnih sudova na optickom disku, kao i u svih 5 zona u kojima je vrSeno
merenje dijametra krvnih sudova na oba oka, raste sa porastom vrednosti navedenih parame-
tara. Medutim, korelacija CRP-a i YKL-40 sa brojem krvnih sudova je takode prisutna, ali
kao negativna, odnosno broj krvnih sudova se smanjuje sa porastom vrednosti ova dva bio-
markera inflamacije u krvi ispitanika, Sto ide u prilog ¢injenicama iznetim u teoriji vazore-
gresije uzrokovane inflamacijom u RD (Joussen i sar., 2004)

Statisticki znaCajna korelacija izmedu spoljaSnjeg dijametra krvnih sudova i broja
krvnih sudova na optickom disku i u pet razli¢itih zona retine nije prisutna sa ukupnim sulfhi-
drilnim grupama.

Mehanizam koji dovodi do povecanja spoljasnjeg dijametra malih krvnih sudova
retine najverovatnije ukljucuje inflamaciju koji dovodi do apoptoze endotelnih celija i
pericita, i izmena ekstracelularnog matriksa. Povecanje spoljasSnjeg dijametra krvnih sudova
moze se objasniti gubitkom celijskih elemenata zida krvnih sudova i povecanjem ekstracelu-
larnog matriksa. Povecanje dijametra krvnih sudova u morfolskom pogledu podrazumeva pri-
sustvo mikroaneurizmi, pre svega kod ispitanika sa RDNP i RDPP, i IRMA i “looping” pro-
mena kod ispitanika sa RDPP. Intravaskularne anomalije i om¢asto izmenjeni krvni sudovi
karakteriSu uznapredovalu formu RDPP. Dobijeni rezultati su u skladu sa prisutnim podacima
u literaturi o ulozi inflamacije u nastanku RD (Joussen i sar., 2004; Klein i sar., 2006).

Kod ispitanika sa RD u odnosu na kontrolnu grupu parametri inflamacije, fibrinogen,
sedimentacija, CRP i YKL-40, kao i parametri oksidativnog stresa, AOPP i TBARS i anti-
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oksidativne zastite (SH grupe) bili su visi u odnosu na kontrolnu grupu, i to sa statistiCkom
zna€ajnoS¢u. Najvece vrednosti ovih parametra bile su u grupi ispitanika sa RDPP. Uocena
statisti¢ki znacajna razlika u ovim parametrima izmedu grupe ispitanika sa RDNP i RDPP.

Broj krvnih sudova na nivou optickog diska kao 1 na nivou svih pet ispitivanih zona
pokazuje tendenciju smanjenja. Smanjenje vrednosti ovog parametra uoceno je po zonama
kao i sa napredovanjem samog oboljenja, odnosno u grupi ispitanika sa RDPP. Dobijeni
rezultati su u sladu sa teorijom vazoregresije vaskularne mreze u osoba sa RD. Tokom razvoja
RD, usled gubitka ¢elijskih elemenata zida, zadebljanja ekstracelularnog matriksa i prisutne
okluzije krvnih sudova nastaju acelularne fibroze trake koje odgovaraju okludiranim krvnim
sudovima. Ovako nastali krvni sudovi upotpunosti gube svoju funkciju, a istovremeno nastaje
i gubitak dela vaskularne mreze. Nastale promene se mogu objasniti prisutnom inflamacijom i
oksidativnim stresom prisutnim na nivou vaskularne mreze retine.

Merenje dijametra retinalnih krvnih sudova nam moze pruziti informaciju o progresiji
RD (Wong i sar., 2002; Klein i sar., 2006; Abramoff i sar., 2008; Apelov, 2011). Pra¢enje RD
bi mogao biti zasnovan na prac¢enju broja i dijametra krvnih sudova retine ispitanika sa RD u
midrijazi uz fotodokumentaciju i adekvatnu morfometrijsku analizu i korelaciju sa biomarke-
rima inflamacije CRP i YKL-40.

6.5.2. Morfometrijska analiza promena na o¢nom dnu

Uradena je i morfometrijska analiza promena na o¢nom dnu kod osoba sa RD i to:
hemoragija (tackasta, mrljasta i crtasta krvarenja) i tvrdih eksudata. Hemoragije su bile ¢esce
u grupi ispitanika sa RDPP i to na o¢nom dnu levog oka. Medutim, njihova ukupna povrsina
po zonama nije pokazivala statisti¢ki znacajnu razliku izmedu RDPP u odnosu na RDNP, ni
po ispitivnim zonama oba oka.

Hemoragije retine, tackaste, mrljaste i crtaste, Su morfoloiSke promene sa tendencijom
povlacenja i totalne resopcije. Ove karakteristike retinalih hemoragija mogu objasniti ne
postojanje statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa kao i ukazati da prisustvo
hemoragija nije od znacaja za pra¢enje napredovanja RD.

Zastupljenost tvrdih eksudata u osoba sa RDPP bila je veéa u odnosu na grupu
ispitanika sa RDNP. Medutim uporedivanjem povrSina zahvadenih ovim promenama nije
uocena statisticki znacajna razlika izmedu grupa sa RDPP i RDNP. Najvec¢i procenat tvrdih
eksudata bio je zastupljen u zoni II 1 III koja odgovara podrucju makule u obe grupe ispitanika

kao i na oba oka.
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Tvrdi eksudati nastaju kao posledica osSteCenja krvnih sudova retine i povecanja
njihove premeabilosti. Oni su zapravo depoziti lipida plazme i naj¢e$¢a 1 najznacajnija po
oStrinu vida je njihova lokalizacija u podru¢ju makule. Ove promene se ne smatraju zna-
¢ajnim za napredovanje RD.

Duker i sar. (2004) takode potvrduju da hemoragije kao i prisustvo tvrdih eksudata
nisu parametri prac¢enja napredovanja RD.

Navedene ¢injenice podrzavaju teznje da se mikrocirkulatorne komplikacije sprece ili
umanje primenom sistemske terapije. lzvesni autori sugeriSu da bi farmakoloski agensi, kao
Sto su antikoagulaciona terapija, glikokortikoidi, inhibitori aldoso reduktaze, inhibitori protein
kinaze C, AOPP inhibitori, statini, kanabinoidi, antioksidansi, mogli imati pozitivan terapijski
efekat na smanjenje dijametra krvnih sudova i vazoregresiju (The ACCORD Study Group and
ACCORD Eye Study Group, 2010).
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7. ZARLyuCCt

Na osnovu dobijenih rezultata sprovedenog ispitivanja, mozemo zakljuciti:

Duzina trajanja bolesti je znaCajna za nastanak i progresiju dijabetesne retinopatije.
Vrednost glikemije zna¢ajan je parametar za nastanak dijabetesne retinopatije, ali ne i
za progresiju oboljenja.

Glikozilirani hemoglobin Alc, parametar glikoregulacije u prethodnih 8 do 12 nedelja,
je znacajnim parametar za nastanak dijabetesne retinopatije i moze se smatrati znacaj-
nim za progresiju oboljenja.

Smanjenje vrednosti HDL frakcije holesterola i povecanje vrednosti triglicerida zna-
Cajni Su parametri za nastanak i progresiju dijabetesne retinopatije. Vrednosti lipida,
posebno HDL frakcije kao negativnog biomarkera inflamacije, koreliraju sa intenzite-
tom inflamacije i oksidativnog oSte¢enja vaskularne mreze retine.

Aterogeni indeks plazme je znaCajan parametar nastanka ali i progresije oStecenja
endotelnih ¢elija krvnih sudova, i moze se smatrati markerom nastanka i pracenja pro-
gresije dijabetesne retinopatije.

Indeks telesne mase nije direktno povezan sa nastankom i progresijom oboljenja.
Sedimentacija i fibrinogen su biomarkeri inflamacije znacajni za nastanak dijabetesne
retinopatije, ali ne i parametari pracenja progresije promena.

C-reaktivni protein je znacajan biomarker inflamacije ¢ije vrednosti direktno koreliraju
sa nastankom i progresijom mikrovaskularnih promena kod osoba sa DMT2 i
mogucim nastankom metaboli¢kog sindroma.

Vrednosti hitinaza-3 protein 1, novog biomarkera inflamacije, direktno koreliraju sa
stepenom napredovanja promena na o¢nom dnu ispitanika sa dijabetesnom retinopa-
tijom. Metodama korelacije je utvrdeno da je nezavisan parametar u odnosu na indeks
telesne mase i C-reaktivni protein, i potvrdena je njegova pozitivna korelacija sa vred-
nostima ukupnih sulfhidrilnih grupa.

Parametri oksidativnog stresa TBA-reaktivne supstance i produkti ubrzane oksidacije
proteina prate nastanak i progresiju dijabetesne retinopatije.
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Ukupne sulfhidrilne grupe, kao parametri antioksidativne zastite, znacajne su za prace-
nje nastanka i progresije dijabetesne retinopatije.

U osnovi nastanka i progresije dijabetesne retinopatije nalaze se dva procesa: inflama-
cija 1 oksidativni stres, koji se medusobno preplicu i tesko je re¢i koji od njih je inici-
jalni proces u pokretanju ove mikrovaskularne komplikacije.

Dijametar i broj krvnih sudova retine i optickog diska mogu se smatrati znacajnim pa-
rametrom za pracenje nastanka i progresije dijabetesne retinopatije.

Broj krvnih sudova retine i optickog diska pokazuje tendenciju smanjenja napredova-
njem procesa, Sto je ide u prilog teoriji vazoregresije.

Dijametar krvnih sudova retine i optickog diska pokazuje tendenciju povecanja i prati
progresiju dijabetesne retinopatije, odnosno napredovanje samog procesa.

Korelacija vrednosti biomarkera inflamacije, C-reaktivni protein i hitinaza-3 protein 1
sa brojem i dijametrom krvnih sudova retine, ukazuje na direktnu povezanost intenzite-
ta inflamacije i promena na o¢nom dnu, odnosno povecanje vrednosti navedenih bio-

markera inflamacije prati povecanje dijametra i redukciju broja krvnih sudova retine.
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ucesnik Beogradskog oftalmolo$kog simpozijuma 2012 godine, Kongresa EURETINA 2012,
Milano, Italija. Ucestvovala je na 32 Balkanskoj medicinskoj nedelji, u organizaciji Balkan-
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venskih krvnih sudova retine.

Ucesnik je Weill Cornell Medical College Seminar of Ophthalmology 20-26. Aprila
2008. koji je uspesno zavrsila.
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Ipuor 1.

H3JABA O AYTOPCTBY

UsjaBibyjeM Ja je JOKTOpCKa JUCEPTaLHja, 10 HaclloBOM

MopdoMeTpHjcka aHANH32 POMEHA HA OYHOM JAHY 0c00a ca qujaGeTecHOM PETHHONATH]OM
M BbHX0Ba KopeJalHja ca GuomMapkepuma nndaamanuje

® pesyJTaT CONMCTBEHOT HCTPaXUBAUKOr paja,
Jia MpeJioKeHa ANcepTalyja, HA Y LIeNHHH, HU Y JIeJIOBMMA, HHje Ouia mpe/ioxkeHa 3a
nobujame OO Koje JMIUIOME, MpeMa CTYAMjCKMM MporpammMa JApYrux
BHCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,

Ja Cy pe3yiaTaTd KOPEKTHO HaBEACHH H

Jia HECaM KpIIHO/Ja ayTopCKa IpaBa, HUTH 3/10yNoTpe61o/Na HHTENEKTyalHy CBOjUHY
ApYTHX JULA.

Y Humy,

Aytop auceprauyje: Coma Ilexnh

[Tornuc gokropania:

0 Vet
| d




IIpuaor 2.

HU3JABA O HCTOBETHOCTHU HITAMIIAHE H EJIEKTPOHCKE BEP3UJE
JAOKTOPCKE JUCEPTAIIMJE

Hme u npe3ume aytopa: Coma Ilekuh

Crynujcku nporpam: _MeauuuHa

Hacnos paga:_MopdomeTpujcka aHaIH3a NpOMEHAa HA OYHOM JHY 0co0a ca aHjabGeTecHOM

DeTHHOHaTl_!iOM H IbHX0BA Koge.rlaguia ca 6uomapxepuMa ﬂﬂghﬂamaugie

Mentop: IIpod ap Ilpeapar JoBanoBuh

MsjaBpyjeM Jfa je ITamMmaHa Bep3dja Moje JOKTOPCKE OHCEpTalldjeé HCTOBETHa
€IEKTPOHCKO] BEP3WjU, KOjy caM Mpeiao/Na 3a yHoLIewe y JIUrMTaiHH PENO3UTOPHjyM
VHuBep3urera y Humy.

Hosso/paBam 1ga ce ofjaBe MOjU JMYHM MOJALM, KOjU Cy y Be3d ca AoGHjameM
aKaJIEMCKOT 3Bamba [OKTOpa HayKa, Kao INTO Cy MM€ M Mpe3uMe, roJuHa W MecTo pohema u
naTym ona0paHe paja, M TO Yy Karanory bubnauorexe, JIUurutaiHoM penosMTOpHjyMy
VHusepsurera y Huiy, kao v y ny6aukanujama YHuBep3utera y Humy.

Y Humy,

Aytop nucepraunje: Coma Ileknh

[lotnuc noxropanna:

C bewdtr,
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IIpuaor 3.

N3JABA O KOPMIIREBDY

Osnamhyjem VYHupepsutercky O6u6Gmuoreky ,Hukona Tecna“ na, y [ururanHu
penosuTopujyM YHuBep3utera y Huury, yHece MOjy IOKTOPCKY AMCEPTALH]y, MO HAaCJIOBOM :

MopdomeTpHjcka ananu3a NIpoMeHa HA OYHOM JHY 0co6a ca AnjabeTecHOM peTHHONATH OM
H_HHX0BA KopeJauuja ca Guomapkepuma nndaamanuje

KOja je Moje ayTOpCKO AeNo.

JlucepTaumjy ca CBUM MpPUJIO3MMa MpeJao/na caM y eJeKTPOHCKOM (opmary, moroJHoM
3a TPajHO apXUBUPAE.

Mojy HOKTOpCKY aucepTaudjy, yHeTy Yy JIMTMTaIHH PEMO3MTOPUjyM YHHBEp3WTeTa Yy
Humy, Mory KOpUCTHTH CBH KOjU MOLITYjy oApeale caapykaHe y onaOpaHOM THUIY JULCHLE
KpearusHe 3ajequuue (Creative Commons), 3a Kojy caM C€ OUTy4HO/a.

1. AyropctBO
2. AyTOpCTBO- HEKOMEPLIHjATHO
3. AyTopcTBO- HEKOMepLHjaaHo- 6e3 npepane
4. AyTOpCTBO- HEKOMEPLIMjATHO- JEJIUTH MO KCTHM yCIIOBUMA
5. AyrtopcTBo- 6€3 npepane
6. AyTOpCTBO- JEIUTH MOJ HCTHM YCJIOBUMA
(MoauMo Jia OABYHUETE CaMo jeIHy O LIECT NOHyl)eHHX JIMLICHLM, KPaTaK ONKC JHIIEHIH j€ Y HACTaBKy TEKCTa).

Y Huwy,

Ayrop muceptaiyje: Coma Ilexuh

ITornuc nokropanaa:

C Ve
d
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