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Purpose: Neoangiogenesis is a complex process, in which crucial role seems to be played by Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
Tumor Necrosis Factor-o. (TNF-a) and Interleukin-12 (IL-12). Therefore it appeared to be worth of analysis to investigate the relation be-
tween IL-12, VEGF, TNF-c. and the clinical course of the disease in children with Diabetes Mellitus type 1 (DM1).

Material and methods: One hundred and twenty six children in age 14.9+3.2 years diagnosed with DM1 from the Department of Pae-
diatrics, Haematology, Oncology and Endocrinology of the Medical University of Gdansk were enrolled in the study along with 54 healthy
children (as the control). All the children had their daily urine albumin secretion, HbA1c, C-peptide measured; 24 hrs blood pressure moni-
toring and ophthalmologic examination. Additionally, all of them had serum IL-12, VEGF, TNF-o. measured using highly-sensitive ELISA
tests (Quantikine High Sensitivity Human by R&D Systems, Minneapolis, Minn., USA).

Results: The children were divided into 2 groups: with retinopathy and without retinopathy. Between the groups statistically significant
differences in age , duration of the disease, HbA1c serum level, C-reactive protein, daily albumin urine secretion and the systolic and
diastolic blood pressure were found. Besides, statistically significant higher levels of VEGF, TNF-o. and IL-12 were found in the group with

Summary:

retinopathy in comparison without retinopathy and healthy control group.
Conclusions: Our results suggest that VEGF, TNF-c. and IL-12 are engaged in neoangiogenesis regulation of diabetic retinopathy children.
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Badania ostatnich lat dowodzg, iz przewlekie zapalenie
w cukrzycy doprowadza do zaburzen mikrokrgzenia, a w konse-
kwencji do uszkodzen nerek, siatkdwki oka, mézgu, serca (1).
Komérki zapalne — neutrofile, monocyty/ makrofagi, limfocyty T
— uczestniczace w procesie zapalnym wydzielajg pro- i antyza-
palne cytokiny, ktére w petfni uczestnicza w procesie angioge-
nezy (2,3). Angiogeneza jest wieloetapowym procesem powsta-
wania nowych naczyn krwiono$nych na bazie juz istniejgcych
(3). W jej przebiegu dochodzi do aktywacji komérek $rédbtonka
i zwigkszenia jego przepuszczalno$ci, nastepnie obserwuije sie
degradacje btony podstawnej. Ostatecznie powstaje cewka zbu-
dowana z komérek $rédbtonka, ktéra przeksztatca sie w nowe
naczynie krwionosne (3,4). Mechanizmy odpowiedzialne za
rozwoj neowaskularyzacji nie sg do konca poznane. Jednakze
uwaza sig, ze funkcjonalnym podiozem dla tego procesu jest

TNF, VEGF, IL-12, angiogeneza, cukrzyca typu 1., dzieci.
TNF, VEGF, IL-12, angiogenesis, diabetes mellitus type 1, children.

niedotlenienie tkanki, w czasie ktérego dochodzi do zaburzen
pomiedzy pro- i antyangiogennymi mediatorami wywierajgcymi
wplyw stymulujgcy lub hamujacy na réznicowanie, proliferacije,
migracje oraz dojrzewanie komérek $rddbtonka (3,5,6). Do naj-
lepiej scharakteryzowanych oraz stymulujgcych angiogeneze
substancji nalezag naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu
(VEGF), interleukina 8 (IL-8) oraz czynniki wzrostu fibroblastéw
(FGF) (7). Niemniej wydzielanie VEGF, a takze innych cytokin
podlega regulacji, m.in. przez czynnik martwicy nowotworu
(TNF-a) oraz IFN-y (3). Wydaje sie, iz w zalezno$ci od warun-
kéw TNF-o. moze wptywaé hamujaco lub stymulujgco na two-
rzenie nowych naczyn (7). Efekt TNF-o jest najprawdopodob-
niej zalezny od czasu ekspozycji komérek oraz od miejscowego
stezenia (3,7). W ostatnich naszych badaniach wykazali$my, ze
TNF-a. jest istotnym czynnikiem predysponujgcym do rozwoju
retinopatii u dzieci z cukrzyca typu 1. (8-9). Jednakze patogene-
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za retinopatii cukrzycowej nie moze by¢ wyjasniana przez samo
dziatanie TNF-o.. Dlatego tez nasze badania, dotyczace wykrycia
wskaznikéw uszkodzenia narzadu wzroku i nerek we wczesnym
okresie cukrzycy typu 1. u dzieci, rozszerzylimy o inne para-
metry, ktére mogg przyczynia¢ sie do powstawania pdéznych
powiktan naczyniowych. Tak wiec celem naszych badan byto
zbadanie TNF-o,, VEGF oraz IL-12 w odniesieniu do klinicznego
przebiegu choroby u dzieci z cukrzycg typu 1.

Pacjenci i metody

Badania przeprowadzono w grupie 126 dzieci z diugotrwatg
cukrzycg typu 1. w wieku 14,9 = 3,2 pozostajacych pod opie-
kg Oddziatu Diabetologii Kliniki Pediatrii, Hematologii, Onkologii
i Endokrynologii Akademii Medycznej w Gdansku. Cukrzyce
typu 1. rozpoznano na podstawie kryteriow American Diabetes
Association (10). Grupe kontrolng stanowito 54 zdrowych dzie-
ci. Dawka dobowa insuliny humanizowanej, ktérg otrzymywaty
dzieci z cukrzycg typu 1., wynosita 0,87 + 0,21 j/kg wagi ciata.
Stopien wyréwnania metabolicznego cukrzycy oceniono na pod-
stawie stezenia hemoglobiny glikozylowanej (HbA1c), oznaczo-
nego w surowicy krwi metodg immunoturbidimetryczng. Poziom
biatka CRP oznaczono testem wysokiej czutosci (HsCRP) firmy
Beckman Instr. Inc, Ireland. U wszystkich pacjentéw oceniono
dobowe wydalanie albumin w moczu metodg immunoturbidi-
metryczng z uzyciem testu Tina-quant® (Boehringer Mannheim
GmbH, Germany). Jako mikroalbuminurie okres$lono wydalanie
albumin w moczu w granicach 30-299 mg/dobe w dwdch spo-
$rdd trzech prébek jatowego moczu, zebranego w ciggu 6 mie-

Parametry

Dzieci z dtugotrwata cukrzyca typu 1.

siecy od chorych z wyréwnang cukrzycg bez cech klinicznych
i laboratoryjnych kwasicy ketonowej. Srednie wartosci cisnie-
nia tetniczego u dzieci oceniono na podstawie siatek centylo-
wych opracowanych przez Borowskiego. Ponadto u wszystkich
badanych dzieci z przewlekta cukrzyca typu 1. wykonano bada-
nie okulistyczne. Badanie dna oka przeprowadzono po podaniu
kropli 1% Sol. Tropicaid soczewkg +90 D (fir my Okular Instru-
ments — USA). Oceny przedniego odcinka gatki ocznej dokonano
lampa szczelinowg (TOPCON SL-8Z — JAPAN). U dzieci choru-
jacych dituzej niz 5 lat po uprzednim badaniu dana oka wykona-
no angiografie fluresceinowa (FL-A) kamera cyfrowg TOPCON
IMAGENET 2000 (JAPAN). Analize obrazu dna oczu badanych
dzieci przeprowadzono zgodnie z obowigzujaca klasyfikacjg (11).
Dzieci przewlekle chorujgce na cukrzyce typu 1. podzielono na
2 grupy, tj. z retinopatig cukrzycowg (Grupa A) oraz bez retino-
patii cukrzycowej (Grupa B). Parametry kliniczne i biochemiczne
badanych grup przedstawiono w tabeli 1. Stezenie w surowicy
krwi IL-12, TNFo, VEGF oznaczono metodg ELISA, stosujac ze-
stawy Human Quantikine R&D system (R&D; Minneapolis, MN).
Na realizacje badan bedacych przedmiotem pracy uzyskano zgo-
de rodzicow i/ lub opiekunéw oraz Niezaleznej Komisji Bioetycz-
nej ds. Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdarisku
(NKEBN/610/2003/2004).

Analiza statystyczna

Analizy danych dokonano za pomoca pakietu komputerowe-
go Statistica 7.0 firmy StatSoft dla AM w Gdansku. Zgodno$¢
rozktadu badanych zmiennych z rozktadem normalnym badano

Dzieci zdrowe — kontrola

Parameters Children with type 1 DM Healthy control group P

n 126 54
XV'EK' lat 14,9 + 3,2 13,31 = 3,66 NS

ge, year
C_zas trwania c_ukrzycy, lat 89+35
Diabetes duration, years
HbAlc, % 9,6 +1,7 4,2 +0,3 p = 0,04
HEl Db me, (] 23+ 1,01 07 %03 p = 0,003
C-reactive protein, mg/dI
Dobowe wydalanie albumin, mg/24 p = 0,01
Albumin extraction rate, mg/24 h S & 2 2812
Kreatyn_lna, mg/dl 0,82 = 0,13 0501 p = 0,002
Creatinine, mg/dI
Clsnler_ue skurczowe krwi, mmHg 1210 = 8.1 105,85 + 8,9 p = 0,002
Systolic blood pressure, mmHg
Cl_snlen_le rozkurczowe krwi, mmHg 73,33 + 8,2 65,5 = 6.5 b = 0,001
Diastolic blood pressure, mmHg
IL-12, pg/ml 7,2 + 2,35 0,43 + 0,26 p = 0,002
TNF-o., pg/ml 4.3 +32 0,0 p = 0,00001
VEGF, pg/ml 272,49 + 211,2 126,1 + 82,1 p = 0,001
Tab. l. Charakterystyka kliniczna dzieci z cukrzycg typu 1. oraz grupy dzieci zdrowych.

Tab. I

Wyniki przedstawione jako =+ SD, znamienno$¢ (p < 0,05)
Data are presented as = SD, statistically significant (p < 0,05)

Clinical characteristics of children with type 1 diabetes mellitus and control group.
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testem Shapiro-Wilka. Do poréwnania $rednich stosowano test
t-Studenta oraz test U Manna-Whitneya. Za poziom istotno$ci
statystycznej w pracy przyjeto p < 0,05.

Wyniki

Charakterystyka kliniczna dzieci z cukrzyca typu 1.

oraz kontrolnej grupy dzieci zdrowych

Dzieci z diugotrwatg cukrzyca typu 1. réznity sie znamiennie
statystycznie od dzieci zdrowych w badanej grupie poziomem
HbA1c, biatka C-reaktywnego, dobowym wydalaniem albumin,
poziomem kreatyniny oraz ci$nieniem skurczowym i rozkur-
czowym. Ponadto wykazano znamiennie statystycznie wyzszy
poziom TNF, VEGF oraz IL-12 w poréwnaniu z kontrolng grupg
dzieci zdrowych (tab. I).

Zmiany na dnie oczu u dzieci z rozpoznang retinopatia

W przeprowadzonym badaniu okulistycznym u 21 dzieci wy-
kazano poszerzenie naczyn zylnych siatkéwki (flebopatia) oraz
pojedyncze mikrowtfo$niaki lub wybroczyny punktowe w okolicy

plamki. Objawy te sklasyfikowano jako poczatkowa retinopatie
nieproliferacyjng (ryc.1).

Poréwnanie dzieci z retinoptia z grupa dzieci bez retinopatii oraz

grupa dzieci zdrowych

Dzieci z retinopatig roznity sie znamiennie statystycznie od
dzieci z cukrzyca, ale bez retinopatii, wiekiem, dtuzszym czasem
trwania choroby, poziomem HbA1lc, biatkiem-CRP, dobowym
wydalaniem albumin oraz ci$nieniem skurczowym i rozkurczo-
wym krwi. Ponadto wykazano u nich wyzszy poziom TNF-o
i VEGF, a takze nizszy IL-12 w poréwnaniu do grupy dzieci bez
retinopatii cukrzycowe;j (tab. Il).

Korelacje pomigdzy poziomem badanych cytokin a bada-
nymi parametrami klinicznymi

Whykazano statystycznie znamienng korelacje pomigdzy
poziomem VEGF a dobowym wydalaniem albumin z moczem,
czasem trwania choroby oraz TNF-o.. Natomiast ujemna staty-
stycznie znamienna korelacje zaobserwowano pomiedzy VEGF
a IL-12 (Tab. IlI).

Dzieci z diugotrwata cukrzyca typu 1.

Parametry Diabetes mellitus type 1children Dzieci zdrowe -
Parameters Grupa z retinopatia Grupa bez retinopatii Healthy group
With retinopathy Without retinopathy
n 21 105 54
DU (1) 14,9 + 3,2 12,8 = 3,67 13,31 + 3,66 £ =l
Age, years P=03
C.zas trwania C.IJkI'ZyCV, lata 8,45 -+ 3,66 4'47 -+ 2,8 ____________ P — 0'002*
Diabetes duration, years
P = 0,04*
V) ’
HbAlc, % 9,67 =19 8,05+ 1,8 4,2+0,3 P — 0,0009**
Biatko C-reaktywne p =0,03*
CRP mg/dl 2,35 = 0,97 1,42 = 0,83 0,7 =0,3 b = 0,001*
Dobowe wydalanie albumin, mg/24 p=001*
Albumin extraction rate, mg/24 h D 2 916 = 7,6 2812 p = 0,02**
Kreatynina, mg/dl p = 0,02*
Creatinine, mg/dl 0,85 = 0,13 0,79 = 0,13 05 =+01 p = 0,04**
Cisnienie skurczowe krwi, mmHg p = 0,02*
St it [T, T 122,20 = 11,3 112,96 = 11,7 105,85+8,9 b = 0,03**
Cisnienie rozkurczowe krwi, mmHg p = 0,04*
Diastolic blood pressure, mmHg U = U = Bine 182 p = 0,02**
Microalbuminuria 17 ) ) )
>30 mg/24 (n)
Nadcisnienie tetnicze 9 i i i
Blood pressure (n)
- p = 0,02*
IL-12, pg/ml 1,74 = 1,31 56 + 1,38 0,43+0,26 D = 0,003**
L p = 0,02*
TNF-o, pg/ml 329+ 15 09+06 0.0 p = 0,00001**
p = 0,03*
VEGF, pg/ml 225,26 + 201,3 163,5 = 122,4 126,1 = 82,1 D = 0,04%*
Tab. Il. Poréwnanie parametréw klinicznych i biochemicznych dzieci z retinopatia i bez retinopatii dzie¢mi zdrowymi z badanej grupy.

Tab. Il. The comparision of clinical and biochemical parameters of children with and without diabetic retinopathy and control group.

Wyniki przedstawione jako + SD, znamienno$¢ (p < 0,05); * rdznice pomiedzy grupa dzieci z retinopatig oraz bez retinopatii; ** réznice pomiedzy grupg dzieci bez retinopatii i kontrolng
Data are presented as + SD, statistically significant (p < 0,05); * differences between children with and without retinopathy; ** differences between children without retinopathy and healthy control group
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Ryc. 1. Retinopatia nieproliferacyjna u dziecka z DM 1, OL — flebopatia; OP — flebopatia.

Fig. 1. Nonproliferative retinopathy in child with DM 1, LE — flebopathy; RE — flebopathy.
Albuminy czas trwania choroby TNF IL-12
mg/24h pg/ml pg/mi
VEGF pg/ml Rs = 0,41 Rs = 0,37 Rs = 0,31 Rs = -0,26
p = 0,045 p =0,016 p =0,022 p =0,05

Tab. lll. Korelacje VEGF z innymi badanymi parametrami.
Tab. lll. Correlation between VEGF and other studies parameters.

Korelacja Spearmana
Spearman'’s correlation

Omowienie

Whyniki naszych badan wskazuja, ze dzieci z dtugotrwatg cuk-
rzyca réznity sie od dzieci z grupy zdrowych: poziomem HbAlc,
biatka C-reaktywnego, dobowym wydalaniem albumin, poziomem
kreatyniny oraz ci$nieniem skurczowym i rozkurczowym. Ponadto
w grupie dzieci zdrowych nie wykryto TNF-o, natomiast poziom
VEGF oraz IL-12 byt nizszy w poréwnaniu z dzieémi z diugotrwatg
cukrzyca typu 1. Poza tym w naszej badanej grupie dzieci z cuk-
rzyca w 21 przypadkach rozpoznano retinopatie nieprolifreacyjna,
w 17 przypadkach mikroalbuminurie oraz w 9 nadci$nienie tetni-
cze. Ta grupa dzieci z powiktaniami réznita sie wiekiem, czasem
trwania choroby, poziomem CRP. HbAlc, dobowym wydalaniem
albumin, a takze ci$nieniem skurczowym i rozkurczowym od grupy
bez powiktan, tj. retinopatii, nefropatii oraz nadcinienia tetniczego.
Wykazano tez wyzszy poziom TNF-o oraz VEGF oraz nizszy IL-12
w poréwnaniu do grupy dzieci bez retinopatii cukrzycowej. W do-
stepnej literaturze nie ma badan dotyczacych tych trzech mediato-
réw jednocze$nie w procesie neonaczynienia u dzieci z retinoptig
cukrzycowa. Dotychczas najwiecej doniesien dotyczyto roli VEGF
w retinopatii proliferacyjnej (12,13), a wigc w pdznym etapie cho-
roby. Seckin i wsp., Peczyfiska i wsp. oraz Chiarelli i wsp. badali
VEGF u dzieci z cukrzyca typu 1. (14-16). Autorzy uwazajg, ze na
wzrost produkcji naczyniowego czynnika wazrostu $rédbfonka
majg wptyw: niedokrwienie, obecno$¢ produktéw utleniania oraz
konicowe produkty glikacji biatek, ktére przyczyniajg sie do utraty
szczelno$ci bariery krew-siatkéwka i stymulujg proces neoangioge-
nezy (13,14). Niemniej, badania in vivo oraz nasze wyniki in vitro
wskazujg, iz na wzrost produkcji i/ lub spadek VEGF wptywaja inne
czynniki modulujgce proces angiogenezy. Ujemna korelacja VEGF
z IL12 u dzieci z retinopatig cukrzycowg potwierdza te hipoteze.
Dais i wsp. (15) na komérkach raka piersi dowiodt, iz IL-12 hamuije
VEGF i reguluje reakcje komdrek zrebowych, prowadzac do zmniej-

szenia produkcji metaloproteinaz (MIMP)-1. Wydaje sig, ze w ba-
danej przez nas grupie dzieci z cukrzyca wolng od powikian duzg
role odgrywa wyzszy poziom interleukiny 12, a nizszy poziom VEGF
oraz TNF-o niz w grupie dzieci z retinopatig cukrzycowa. Jestesmy
zatem skionni sadzi¢, ze wysoki poziom interleukiny 12 w grupie
z retinopatig cukrzycowa jest najprawdopodobniej jednym z czyn-
nikéw dziatajacych korzystnie poprzez hamowanie nowych naczyn.
Rola IL12 jako cytokiny prozapalnej w patogenezie cukrzycy insuli-
nozaleznej byta dotychczas wykazana na modelu NOD (16,17) oraz
w nielicznych badaniach u ludzi (18,19). W badaniach in vivo wy-
kazano, ze IL 12 jest antyangiogenng cytoking (20-21).

Nasze wyniki sugerujg, ze interleukina 12 moze hamowac
reakcje TNF-o. oraz VEGF, a tym samym moze nie dopuszczaé
do rozwoju formowania nowych naczyn krwiono$nych u dzieci
z cukrzyca typu 1. Poza tym wydaje sie, ze lepsze zrozumienie
mechanizméw dziatania wszystkich czynnikéw pro- i antyan-
giogennych, zaréwno na komdrki $rddbtonka, jak i inne komérki
regulujgce proces neoangiogenezy, moze pozwoli¢ na szersze
wprowadzenie protokotdw terapeutycznych wykorzystujacych
kombinacje réznych czynnikéw angiogenezy.

Whioski:

1. Wyzszy poziom TNF-a oraz VEGF u dzieci z retinopatig cu-
krzycowa dowodzi, ze obie cytokiny sg uwiktane w patoge-
neze retinopatii cukrzycowe;.

2. Z kolei obecno$é IL-12 i podwyzszony poziom IL-12 u dzieci
bez objawéw powiktan cukrzycowych petni — jak sie wydaje
— antyangiogenng role u dzieci z cukrzyca typu 1.
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