PRACE ORYGINALNE

Summary:

Ocena zwiazku pomigdzy naczyniowym czynnikiem
wzrostu Srodbfonka (VEGF), czynnikiem martwicy
nowotworu (TNF-o.), interleuking 6 (IL-6),
wyrownaniem metaholicznym (HbA1c) a rozwojem
retinopatii cukrzycowej u dzieci z cukrzyca typu 1.

The assessment of the correlation hetween vascular endothelial
growth factor (VEGF), tumor necrosis factor (TNF-c), interleukin 6 (IL-6),
glycaemic control (HhA1c) and the development of the diahetic
retinopathy in children with diahetes mellitus type 1
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The aim of the work is to assess the correlation between HbA1c, VEGF, TNF-., IL-6 and the development of diabetic retinopathy in chil-
dren diagnosed with diabetes mellitus type 1. One hundred fourty nine children with long-standing diabetes mellitus type 1 were enrolled
in the study. The patients were divided into two subgroups: children with retinopathy (Group 1; n=28) and children without retinopathy
(Group 2, n=121). The control group consisted of 62 healthy children. All the examined children had VEGF, TNF-c. and IL-6 measured in
the blood serum using highly sensitive ELISA tests. Statistically significant higher blood serum levels of HbA1c, VEGF, TNF-o. and IL-6 were
found in the group 1 in comparison with the group 2. Children of the group 2 in relation to healthy controls showed statistically significant
higher blood serum levels of VEGF, TNF-a and IL-6. Elevated levels of VEGF, TNF-a, IL-6, HbA1c in blood serum of children with diabetes
mellitus type 1 detected before development of overt signs of diabetic retinopathy might indicate the possibility of the occurrence of

changes in the eye shortly.
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Retinopatia jest jednym z najgrozniejszych przewlektych
powiktan cukrzycy typu 1. (1). Dane z duzego prospektywnego
badania klinicznego Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT) potwierdzajg, ze prawidiowe wyréwnanie metabolicz-
ne w przebiegu cukrzycy typu 1. w istotny sposéb zapobiega
postepowi zmian na dnie oka oraz pojawieniu sie objawéw re-
tinopatii (2). Prowadzone w ciggu ostatnich lat badania coraz
czesciej wskazujg na zwigzek pomiedzy tzw. koficowymi pro-
duktami glikacji (AGE) a rozwojem angiopatii, w tym retinopa-
tii cukrzycowej (3,4). Nadal jednak nie do konca wyjasniony
jest mechanizm uszkodzenia narzgdu wzroku przez AGE u dzie-
ci z cukrzycg typu 1. Nieliczne prace wskazujg na mozliwo$é
udziatu AGE w rozwoju retinopatii cukrzycowej poprzez zwigk-
szenie produkcji VEGF (5). Uwaza sie, ze VEGF przyczynia sie

cukrzyca typu 1., retinopatia cukrzycowa, VEGF, TNF-a, IL-6.
Diabetes Mellitus type 1, retinopathy diabetica, VEGF, TNF-a, IL-6.

do utraty szczelno$ci bariery krew-siatkdwka i stymuluje pro-
ces neowaskularyzacji w zaawansowanej juz retinopatii (6).
Przedmiotem badan pozostaje nadal udziat VEGF w rozwoju
wczesnych zmian w narzadzie wzroku u dzieci, kiedy ogélnie
dostepne parametry funkcji tego narzadu sg jeszcze prawi-
dtowe. Ponadto nadal niejasna jest rola cytokin prozapalnych
z udziatem VEGF we wczesnym rozwoju retinopatii cukrzyco-
wej. Nasze wczesniejsze badania dzieci z nowo rozpoznang
cukrzyca typu 1. (7) oraz z diugotrwatg cukrzyca typu 1. moga
$wiadczy¢ o kluczowej roli TNF-a (8) i IL-6 (9) w rozwoju ne-
fropatii i retinopatii cukrzycowej.

W obecnej pracy podjeliSmy prébe wyjasnienia zwigzku
pomiedzy poziomem wyréwnania metabolicznego, czynnikiem
wzrostu VEGF, cytokinami pozapalnymi TNF-a, IL-6 a rozwojem
retinopatii cukrzycowej u dzieci.
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Materiat i metody

Badania przeprowadzono w grupie 149 dzieci z rozpozna-
niem cukrzycy typu 1. (72 chiopcéw oraz 77 dziewczat) w wieku
12,9 + 3,64 roku, pozostajgcych pod opiekg Oddziaiu Diabeto-
logii Dzieciecej Kliniki Pediatrii, Hematologii, Onkologii i Endokry-
nologii Akademii Medycznej w Gdansku. Cukrzyce typu 1. rozpo-
znano na podstawie kryteriow American Diabetes Association
(10). Grupe kontrolng stanowito 62 zdrowych dzieci w wieku
14,96 = 4,13 roku. Dzieci z cukrzycg typu 1. leczono insulinami
humanizowanymi. Stopiefi wyréwnania metabolicznego cukrzy-
cy oceniono na podstawie stezenia hemoglobiny glikozylowanej
(HbA1c) oznaczonego w surowicy krwi metodg immunoturbidime-
tryczng. Poziom biatka C-reaktywnego (CRP) oznaczono wysokim
czutym testem (HsCRP firmy Dade Behring, USA). U wszystkich
pacjentéw oceniono dobowe wydalanie albumin w moczu metoda
immunoturbidimetryczna przy uzyciu testu Tina-quant® (Boehringer
Mannheim GmbH, Germany). Ponadto wykonano dobowy pomiar
ci$nienia tetniczego. U wszystkich badanych dzieci z przewlekia
cukrzyca typu 1. wykonano badanie okulistyczne zgodnie z obo-
wigzujacg klasyfikacjg (11). Badanie dna oka przeprowadzono po
podaniu kropli 1% Sol. Tropicaid, soczewkg +90 D firmy (Okular
Instruments — USA). Oceny przedniego odcinka gatki ocznej doko-
nano lampa szczelinowa (TOPCON SL-8Z — JAPAN). Natomiast an-
giografie fluresceinowa (FL-A) wykonano kamerg cyfrowg TOPCON
IMAGENET 2000 (JAPAN). Ponadto u wszystkich dzieci oznaczono
poziom VEGF, TNFo oraz IL-6 metodg ELISA przy zastosowaniu ze-
stawéw Human Quantikine HS R&D Systems, Minneapolis, USA.
Na realizacje badan bedacych przedmiotem pracy uzyskano zgode
rodzicow badanych dzieci, a takze zgode Niezaleznej Komisji Bioe-

Parametry Grupa |
Parameters Group 1
N 28
Wiek (lata) 15,11 = 3,35*
Age (years)
Czas trwania cukrzycy (lata) 8,32 = 3,24*
Duration of diabetes (years)
BMI (kg/m2 ) 20,50 + 3,26
HbA1c (%) 9,22+ 1,65*
CRP mg/dl 1,88 = 1,14*
Albuminuria (mg/24) 44,15
Albumin excretion rate (mg/24) (1,15-236,00)*
Kreatynina w surowicy krwi (umol/l) 0,81 £0,14

Creatinine in serum (umol/l)

Cisnienie skurczowe (mm Hg)
Systolic blood pressure (mm Hg)

118,12 + 10,82*

Cisnienie rozkurczowe (mm Hg)
Diastolic blood pressure (mm Hg)

74,35 = 11,21*

Tab. I
Tab. I.

* roznice pomiedzy dzie¢mi z retinopatig i bez retinopatii (p < 0,05)

* differences between children with retinopathy and without retinopathy (p < 0,05)
** réznice pomigdzy dziemi bez retinopatii i grupa dzieci zdrowych (p < 0,05)
statistical significance (p < 0,05)

** differences between children without retinopathy and healthy group (p < 0,05)

tycznej ds. Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdan-
sku (NKEBN/610/2003/2004).

Analiza statystyczna

Zgodno$¢ rozktadu badanych zmiennych z rozktadem nor-
malnym badano testem Kofmogorowa-Smirnowa. Do pordw-
nania $rednich stosowano test t-Studenta oraz test U Man-
na-Whitneya. Za poziom istotno$ci statystycznej przyjeto p =
0,05. Analizy danych dokonano za pomocg programu Statistica
7.0 firmy StatSoft Inc. dla AMG.

Wyniki

Charakterystyka kliniczna i hiochemiczna dzieci z cukrzyca

typu 1 w zaleznosci od wystepowania retinopatii cukrzycowej

Dzieci z przewleka cukrzyca typu 1. z rozpoznang retinopatig
cukrzycowa (grupa 1, n = 28) byly starsze, charakteryzowaty sie
statystycznie znamiennym diuzszym czasem trwania choroby,
istotnie nizszym wiekiem zachorowania na cukrzyce typu 1., sta-
tystycznie znamiennym wyzszym poziomem HbA1lc, CRP wyz-
szym cis$nieniem skurczowym i rozkurczowym w poréwnaniu do
grupy dzieci bez retinopatii cukrzycowej (grupa 2, n =121). Po-
ziom wydalania albumin w moczu byt istotnie wyzszy w grupie
pacjentéw z retinopatig niz w grupie dzieci bez retinopatii. Ponad-
to, w grupie dzieci z retinopatig cukrzycowa (n = 28) u 19 pa-
cjentéw rozpoznano mikroalbuminurig, a u 12 dzieci nadci$nienie
tetnicze. Natomiast w grupie dzieci bez udokumentowanej retino-
patii cukrzycowej (n = 121) tylko u 9 dzieci z cukrzycg typu 1.
rozpoznano mikroalbuminurig, u zadnego pacjenta w tej grupie
chorych nie wykryto nadci$nienia tetniczego.

Grupa 2 Grupa kontrolna
Group 2 Control group P
121 62

12,53 + 3,24 14,96 + 4,13 p< 0,001*
p<0,001**
4,10 + 2,55 p<0,001*
19,71 + 2,34 18,23 + 2,4 p=0,068*
p=0,074**
8,35 + 2,02 3,9 +0,21 p=0,015*
p<0,001**
1,63 = 1,35 0,47 + 0,37 p=0,007*
p<0,001**
16,12 22+14 p<0,001*
(0,10-238,00) p=0,016**

0,75 = 0,14 0,58 = 0,12 p=0,1*

p=0,085
111,23+ 11,20 106,07 = 8,25 p<0,001*
p=0,075**
70,56 = 8,39 67,30 = 7,41 P <0,001*
p=0,096**

Kliniczne i biochemiczne parametry dzieci z retinopatia (grupa 1) i bez retinopatii cukrzycowej.
Clinical and biochemical parametrs of children with diabetic retinopathy (group 1) and without diabetic retinopathy (group 2).
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Cytokiny Grupa 1 Grupa 2 Grupa kontrolna P
Cytokines Group 1 Group 2 Control group
N 28 121 62

TNFa (pg/ml) 2,62 0,78 0,025 p<0,001*
(0,00-6,50)* (0,00-3,70)** (0,00-0,60) p<0,001 **

IL-6 (pg/ml) 2,14 1,26 0,23 p<0,001*
(0,00-5,16)* (0,00-7,70)** (0,00-1,10) p<0,001**

VEGF (pg/ml) 316,82 164,14 85,61 p<0,001*
(0,00-745,14)* (0,00-118,00)** (13,85-364,46) p<0,001**

Tab. Il. Poziom cytokin w surowicy krwi u dzieci z retinopatig cukrzycowg (grupa 1), bez retinopatii cukrzycowej (grupa 2) i w grupie kontrolnej.
Tab. Il. Level of cytokines in serum of children with diabetic retinopathy (group 1) and without diabetic retinopathy (group 2) and control group.

* roznice pomigdzy dzie¢mi z retinopatig i bez retinopatii (p < 0,05)

* differences between children with retinopathy and without retinopathy (p < 0,05)
** réznice pomiedzy dziecmi bez retinopatii | grupa dzieci zdrowych (p < 0,05)

** differences between children without retinopathy and healthy group (p<0.05)
statistical significance (p < 0,05)

Aktywnos¢ hadanych cytokin w zaleznosci od wystepowania

lub niestwierdzenia objawow retinopatii cukrzycowej u dzieci

z cukrzyca typu 1.

W grupie pacjentéw, u ktérych rozpoznano retinopatie cukrzy-
cowg (grupa 1), stwierdzono statystycznie znamiennie wyzszy
poziom TNF-a. (p < 0,001), IL-6 (p < 0,001) oraz VEGF w surowi-
cy krwi (p < 0,001) w poréwnaniu z grupg dzieci, u ktérych nie
rozwinely sie objawy retinopatii cukrzycowej (grupa 2).

Porownanie grupy dzieci z cukrzyca typu 1., ale bez retinopatii

cukrzycowej, z grupa dzieci zdrowych

Dzieci bez objawdw retinopatii cukrzycowej (grupa 2)
w poréwnaniu z dzieémi zdrowymi wykazywaly statystycznie
znamiennie wyzszy poziomem HbA1lc, CRP oraz istotnie wyz-
szy poziom wydalania albumin w moczu. Ponadto w grupie 2.
stwierdzono statystycznie znamienny wyzszy poziom TNF-a (p
< 0,001), IL-6 (p < 0,001) oraz VEGF (p < 0,001) w surowicy
krwi w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Relacja migdzy aktywnoscia VEGF a innymi parametrami

W badanej grupie dzieci z cukrzycg typu 1. stwierdzono
dodatnig statystycznie znamienng korelacje pomiedzy pozio-
mem VEGF w surowicy krwi a poziomem TNF-o. w surowicy
krwi (R = 0,28, p = 0,000), poziomem CRP w surowicy krwi
(R = 0,21, p = 0,003), wielko$cig wydalania albumin w moczu
(R = 0,42, p = 0,000), czasem trwania choroby (R = 0,25,
p = 0,004).

Dyskusja

W przeprowadzonych badaniach wykazali$my statystycznie
znamienny wyzszy poziom HbAlc w grupie dzieci z cukrzyca
typu 1. z objawami retinopatii nieproliferacyjnej w poréwnaniu
do pacjentéw bez zmian w narzadzie wzroku.

Uwaza sig, ze obecno$¢ koncowych produktéw glikozylacii
(AGEs) koreluje z rozwojem pdznych powiktan cukrzycy, w tym
retinopatii cukrzycowej, za§ ich produkcja jest indukowana
przez hiperglikemie (4). Przedmiotem badan pozostaje wciaz pa-
tomechanizm rozwoju retinopatii cukrzycowej z udziatem AGEs.
Murata i wsp. (12) wykazali w swoich badaniach, ze zwigkszo-
nemu stezeniu AGEs w siatkéwce u pacjentéw z cukrzyca typu
1 z objawami retinopatii cukrzycowej nieproliferacyjnej towarzy-

szyta zwigkszona produkcja VEGF. Natomiast Lu i wsp. (13) wy-
jasniaja, ze podwyzszone stezenie VEGF u pacjentéw z cukrzycg
typu 1. jest wynikiem zwigkszonej produkcji reaktywnych form
tlenu (ROl-reactive oxygen intermediates) po potaczeniu sie
AGEs z receptorami na komérkach $rédbtonka.

Ostatnio badacze zwracajag uwage na kwestie VEGF jako
czynnika odgrywajacego istotng role w patogenezie proliferacii
naczyn. VEGF wzmaga przepuszczalno$¢ naczyn, moduluje an-
giogeneze, a takze stymuluje proliferacje oraz migracje komérek
$rédbtonka (14).

W naszych badaniach poziom VEGF w surowicy krwi byt
istotnie podwyzszony nie tylko w grupie dzieci z cukrzyca typu 1.
i z retinopatig nieproliferacyjng (grupa 1), ale réwniez u pacjentéw
bez zmian w narzadzie wzroku (grupa 2) w odniesieniu do grupy
dzieci zdrowych. Dane z literatury wskazujg, ze poziom VEGF
w surowicy krwi moze odzwierciedla¢ jego poziom w obregbie na-
rzadu wzroku. Hermandez i wsp. (15) wykazali w swojej pracy,
iz podwyzszony poziom VEGF w cieczy wodnistej oka u pacjen-
téw z retinopatig cukrzycowsg istotnie korelowat z podwyzszonym
poziomem VEGF w surowicy krwi i byt statystycznie znamiennie
wyzszy w poréwnaniu z grupa oséb zdrowych.

Poréwnanie $rednich warto$ci poziomu VEGF w surowi-
cy krwi w poszczegdlnych grupach badanych przez nas dzieci
wskazuje na istnienie istotnych réznic w zalezno$ci od stopnia
zaawansowania choroby. Najwyzsze poziomy VEGF w surowi-
cy krwi odnotowano u dzieci z objawami retinopatii nieprolife-
racyjnej, nizsze u pacjentéw bez objawéw w narzadzie wzroku,
a najnizsze u dzieci zdrowych. Istnieje zatem mozliwos$¢ $ledze-
nia poziomu tego czynnika u dzieci z cukrzycg typu 1. od poczat-
ku choroby i opracowanie odpowiednich przedziatow wartosci
poziomu VEGF w zalezno$ci od stopnia zawansowania rozwoju
zmian w narzadzie wzroku. Pomiar poziomu VEGF u dzieci z cu-
krzyca typu 1 moze stac¢ si¢ dodatkowym markerem w przewi-
dywaniu retinopatii cukrzycowej oraz wyprzedzi¢ pojawienie si¢
nieodwracalnych zmian w narzadzie wzroku

Uwaza sig, ze jednym z mechanizméw, w wyniku ktérych
VEGF prowadzi do rozwoju retinopatii cukrzycowej, jest stymu-
lacja syntezy biatka chemotaktycznego dla monocytéw MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1) (16). Oddziatujgce na
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siebie kolejno AGE, VEGF i MCP-1 majg wptyw nie tylko na mi-
gracje leukocytdw do naczyn siatkéwki, ale réwniez dziatajg che-
motaktycznie na komérki NK, limfocyty T. Ostatecznie dochodzi
do obliteracji $wiatfa tych naczyn, niedotlenienia i niedokrwienia
siatkdwki. Niedotlenienie z kolei w krétkim czasie zwigksza nawet
30-krotnie ekspresje VEGF mRNA (17). Pomimo licznych badan,
w patomechanizmie neowaskularyzacji wcigz istnieje wiele nie-
wyjasnionych zjawisk. Z jednej strony udowodniono, iz podanie
egzogennego VEGF byto wystarczajgce do rozwoju nowych na-
czyh w obrebie siatkéwki (18). Z drugiej za$§ wykazano na mo-
delach zwierzecych, ze obecno$¢ endo- lub egzogennego VEGF
zawsze wywiera wpltyw na przepuszczalno$¢ naczyniowa, nie
zawsze jednak jest zwigzana z powstaniem nowych naczyn (19).
Ponadto w tej samej pracy zauwazono, ze istnieje pewna grupa
chorych z objawami neowaskularyzacii siatkéwki, u ktérych VEGF
w ciele szklistym byt niewykrywalny. Fakty te sugerujg istot-
ng role — obok VEGF — innych czynnikéw zapalnych w procesie
angiogenezy. W publikacjach z ostatnich lat coraz wigcej uwagi
poswieca sie analizie markeréw reakcji zapalnej w surowicy krwi
u chorych na cukrzyce typu 1. w kontek$cie mikroangiopatii cu-
krzycowej (20). W dotychczas przeprowadzonych badaniach oraz
w obecnej pracy wykazali§my znamiennie wyzsze wartosci CRP,
TNF-a. oraz IL-6 u dzieci chorych na cukrzyce typu 1. powiktang
nefropatig i retinopatig cukrzycowa w poréwnaniu do grupy dzie-
ci, u ktérych nie wykazano zmian w narzadzie wzroku (8,9). Do-
datkowo w obecnej pracy stwierdzili$my istotng korelacje pomie-
dzy poziomem TNF-a a VEGF. Wynik ten potwierdza wczesniejsze
spostrzezenia autoréw, ktérzy zasygnalizowali, iz ekspresje VEGF
obok hipoksji wzmagaja cytokiny prozapalne, w tym TNF-a. (21).

Sygnalizowany w pis$miennictwie (22) udziat IL-6 w progre-
sji retinopatii cukrzycowej znalazt potwierdzenie w wynikach
naszych badan. WykazaliSmy istotng gradacje wzrostu poziomu
IL-6 poréwnujac dzieci zdrowe, dzieci z cukrzyca typu 1., ale bez
zmian w narzadzie wzroku oraz grupe chorych dzieci z objawami
retinopatii cukrzycowej nieproliferacyjnej. Podwyzszony poziom
IL-6 oraz TNF-a. w surowicy krwi u dzieci z cukrzyca typu 1. ttu-
maczony jest jako wynik nieprawidiowego wyréwnania meta-
bolicznego i hiperglikemii (23). Koficowe produkty glikacji bia-
tek poprzez swoiste receptory aktywuja monocyty, makrofagi,
komdrki srodbtonka, ktdre stajg sig¢ wdéwczas zrédtem nie tylko
prozapalnych cytokin, ale réwniez czynnikéw wzrostu, w tym
VEGF. IL-6 podobnie jak TNF-o. jest rozwazana jako pos$redni in-
duktor angiogenezy, ktéra zwigksza ekspresje VEGF (18).

Juz na obecnym etapie badan nalezy przypuszczaé, ze po-
wstanie i rozwdj zmian naczyniowych w obrebie narzadu wzro-
ku w przebiegu cukrzycy typu 1. u dzieci nie jest wynikiem
dziatania jednego czynnika, ale zespotu czynnikdéw wspoétdziata-
jacych ze sobg. Wyniki badan wtasnych oraz doniesienia innych
autordw pozwalajg spojrze¢ szerzej na patogeneze retinopatii
cukrzycowej. Zatozenie, ze jest ona konsekwencjg toczacego sie
przewlektego procesu zapalnego daje nowe mozliwosci terapeu-
tyczne. Obecnie podejmowane sg préby majgce na celu niedo-
puszczenie do tworzenia sie AGE, zmniejszenie ich wptywu na
komérki docelowe oraz rozrywanie wigzan krzyzowych pomig-
dzy juz istniejagcymi AGEs (24). Ponadto w fazie badan klinicz-
nych jest zastosowanie przeciwciat neutralizujgcych VEGF, in-
hibitoréw receptora dla VEGF (VEGFR1) (25) oraz antagonistéw
TNF-o (26). By¢ moze zahamowanie reakcji zapalnej powstalej

w wyniku wspdtdziatania AGEs, VEGF, TNF-a pozwoli ograni-
czy¢ rozwoj retinopatii cukrzycowe;.

Whioski

Podwyzszone poziomy VEGF, TNF-a, IL-6, HbA1c w surowi-
cy krwi u dzieci z cukrzycg typu 1., ale jeszcze bez objawdw re-
tinopatii cukrzycowej, mogg sygnalizowaé mozliwo$¢ ujawnie-
nia sie wkrétce zmian w obrebie narzadu wzroku.
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