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POPIS OZNAKA I KRATICA

ACCORD (engl. Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes study)

ADA (engl. American Diabetes Association) - Americko udruzenje za dijabetes

AGEs (engl. advanced glycation end-products) - produkti uznapredovale glikacije

AH - arterijska hipertenzija

Ang-1 - angiopoetin-1

Ang-2 - angiopoetin-2

BCVA (engl. best corrected visual acuity) - najbolje korigirana vidna oStrina

BMI (engl. body mass index) - indeks tjelesne mase

CgA (engl. chromogranin A) - kromogranin A

CI-DME (engl. center-involved diabetic macular edema) - dijabeticki makularni edem koji
zahvaca centralni dio makule

CME (engl. cystoid macular edema)- cistoidni makularni edem

CMT (engl. central macular thickness) - centralna debljina makule

CRP - C-reaktivni peptid

CSME (engl. clinically significant macular edema) - klini¢ki signifikantni makularni edem
CST (engl. catestatin) - katestatin

DCCT (engl. Diabetes Control and Complications Trial)

DME - dijabeticki makularni edem

DR - dijabeticka retinopatija

DRIL (engl. disorganization of retinal inner layers) - dezorganizacija unutra$njih slojeva
mreznice

eGFR (engl. estimated glomerular filtration rate) - procijenjena brzina glomerularne filtracije
ELM (engl. external limiting membrane) — vanjska grani¢na membrana

eNOS (engl. endothelial nitric oxide synthase) — endotelijalna sintaza dusikovog oksida
ERM (engl. epiretinal membrane) - epiretinalna membrana

EZ (engl. ellipsoid zone) - elipsoidna zona

ETDRS (engl. Early Treatment Diabetic Retinopathy Study)

FIELD (engl. Fenofibrate Intervention and Event Lowering in Diabetes Study)

GEE (engl. generalized estimated equations)

GLP-1RA (engl. glucagon-like peptide 1 receptor agonists) - glukagonu slican peptid-1 re-
ceptor agonisti

GUK - glukoza u krvi



HbAlc - hemoglobin Alc

HDL (engl. high density lipoprotein) - lipoprotein visoke gustoce

ICAM-1 (engl. intercellular adhesion molecule-1) - medustani¢na adhezijska molekula-1
IL-1P - interleukin-1p3

IRMA (engl. intraretinal microvascular abnormalities) - intraretinalne mikrovaskularne ab-
normalnosti

LDL (engl. low density lipoprotein) - lipoprotein niske gustoée

LENS (engl. Lowering Events in Non-proliferative retinopathy in Scotland Study)

MLR (engl. monocyte to lymphocyte ratio) - omjer monocita i limfocita

MYV (engl. macular volume) - makularni volumen

NCI- DME (engl. non-center-involved diabetic macular edema) - dijabeticki makularni edem
izvan sredi$njeg 1 mm promjera makule

NF-kB (engl. nuclear factor kappa B) - nuklearni faktor kappa B

NLR (engl. neutrophil to lymphocyte ratio) - omjer neutrofila i limfocita

NPDR - neproliferativna dijabeticka retinopatija

NVD (engl. neovascularization of the disc) - neovaskulati diska

NVE (engl. neovascularization elsewhere) - neovaskulati na mreznici

OCT (engl. optical coherence tomography) - opticka koherentna tomografija

OCTA (engl. optical coherence tomography angiography) - opticka koherentna tomografija
angiografija

PDR - proliferativna dijabeticka retinopatija

PKC - protein-kinaza C

PLR (engl. platelet to lymphocyte ratio) - omjer trombocita i limfocita

PPV - pars plana vitrektomija

ROS (engl. reactive oxygen species) - reaktivni kisikovi spojevi

SE - sedimentacija eritrocita

SII (engl. systemic immune-inflammation index) - sistemski imunoupalni indeks

SLDRT (engl. sponge-like diffuse retinal thickening) - spuzvasto difuzno zadebljanje mrezni-
ce

SRT - subretinalna tekuc¢ina

T1DM (engl. type I diabetes mellitus) - Seerna bolest tipa 1

T2DM (engl. type 2 diabetes mellitus) - Se¢erna bolest tipa 2

TNF-a (engl. tumor necrosis factor o) - tumorski faktor nekroze o

UKPDS (engl. United Kingdom Prospective Diabetes Study)



VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) - vaskularni endotelni ¢cimbenik rasta

VLDL (engl. very low density lipoprotein) - lipoprotein vrlo niske gustoce

VTDR (engl. vision-threatening diabetic retinopathy) - vidno ugrozavajuca dijabeticka

retinopatija

WESDR (engl. Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy)



1. UVOD



1.1. Secerna bolest tipa 2

Prema Americkom dijabetoloskom drustvu (engl. American Diabetes Association,
ADA), secerna bolest tipa 2 (engl. type 2 diabetes mellitus, T2DM) predstavlja heterogen
poremecaj metabolizma ugljikohidrata, masti 1 proteina, obiljezen progresivnim
neautoimunim gubitkom adekvantne sekrecije inzulina iz B-stanica gusteracCe, najCesce u
podlozi inzulinske rezistencije, Sto rezultira hiperglikemijom (1). Dijagnoza Secerne bolesti
postavlja se na temelju sljede¢ih biokemijskih kriterija: hemoglobin Alc (HbAlc) >6,5%,
glukoza u krvi (GUK) nataste >7,0 mmol/L, GUK 2 sata nakon oralnog preoptere¢enja sa 75¢g
glukoze >11,1 mmol/L ili nasumi¢na koncentracija GUK >11,1 mmol/L u osobe s klasi¢nim
simptomima hiperglikemije ili hiperglikemijskom krizom (1). Patogeneza T2DM je
multifaktorijalan proces koji ukljucuje genetsku predispoziciju, okoliSne ¢imbenike, pretilost,
sedentarni naCin zivota te kroni¢nu upalu (1, 2). Zbog rastu¢e prevalencije 1 znatnog
opterecenja povezanog s komplikacijama T2DM predstavlja vazan globalni javnozdravstveni
problem (1, 3). Prema podacima istrazivacke skupine Non-Communicable Diseases Risk
Factor Collaboration (NCD-RisC) iz 2022. godine priblizno 828 milijuna odraslih osoba u
dobi od 18 ili vise godina zivjelo je sa SeCernom boles¢u (3), dok Svjetska zdravstvena
organizacija navodi da tip 2 ¢ini viSe od 95% svih slucajeva Secerne bolesti (4). Medu
kroni¢nim posljedicama Secerne bolesti razlikujemo makrovaskularne i1 mikrovaskularne
komplikacije. Zahvacenost velikih krvnih zila moze se ocitovati koronarnom i
cerebrovaskularnom bolesc¢u te perifernom arterijskom boles¢u. Promjene mikrocirkulacije se

manifestiraju kao dijabeticka retinopatija, nefropatija i neuropatija (1, 5).



1.2. Dijabeticka retinopatija
1.2.1. Definicija i epidemiologija dijabetic¢ke retinopatije

Dijabeticka retinopatija (DR) je progresivna neurovaskularna bolest mreznice koja
nastaje uslijed kroni¢ne hiperglikemije i1 predstavlja najées¢u mikrovaskularnu komplikaciju
Secerne bolesti (6). Njezin razvoj ukljuCuje poremecaj retinalne mikrocirkulacije 1
neurodegenerativne promjene. Vaskularna komponenta bolesti ocituje se poveéanom
propusnoscu krvnih Zila, kapilarnom neperfuzijom te, u uznapredovalom stadiju, patoloskom
neovaskularizacijom (6). DR predstavlja vazan uzrok ostec¢enja vida medu odraslim osobama
radne dobi 1 po najnovijim studijama predstavlja glavni uzrok sljepoce u populaciji od 20 do
74 godine u zemljama s visokim prihodima (1, 6). U sustavnom pregledu i metaanalizi 59
populacijskih istrazivanja globalna prevalencija bilo kojeg oblika DR medu osobama sa
Se¢ernom bolesc¢u procijenjena je na 22,27%, a prevalencija vidno ugrozavajuce dijabeticke
retinopatije (engl. vision-threatening diabetic retinopathy, VTDR) na 6,17%. U 2020. godini
DR je imalo 103,12 milijuna odraslih osoba, dok se procjenjuje da bi do 2045. godine taj broj
mogao porasti na 160,5 milijuna (5). Oc¢ekivano povecanje broja oboljelih od DR dodatno ¢e
povecati potrebu za dostupnim programima probira i lijeenja. Procjenjuje se da priblizno
jedna tre¢ina osoba sa Secernom boleSc¢u razvije neki stupanj DR, dok se VTDR javlja u oko
5-10% bolesnika (7-9). Prevalencija DR u osoba s novodijagnosticiranim T2DM iznosi oko
13% (9). Prevalencija DR snazno ovisi o trajanju bolesti i stupnju metabolicke kontrole, pri
¢emu se ucestalost 1 tezina bolesti znacajno povecavaju s duljim trajanjem Secerne bolesti (1,

6, 10).



1.2.2. Cimbenici rizika za razvoj i progresiju dijabeti¢ke retinopatije

Na razvoj i progresiju DR utjecu medusobno povezani nepromjenjivi i promjenjivi
sistemski Cimbenici, pridruzene bolesti te pojedine terapijske intervencije. Medu
nepromjenjivim ¢imbenicima posebno se istiCe trajanje dijabetesa, kao jedan od najvaznijih
¢imbenika rizika za razvoj DR. Ranija populacijska istrazivanja pokazala su da se
prevalencija i tezina DR povecavaju s duljinom trajanja dijabetesa, neovisno o tome je li
dijabetes dijagnosticiran prije ili nakon 30. godine zivota (10, 11). U suvremenim kohortama
bolesnika sa Secernom bolescu tipa 1 (engl. type I diabetes mellitus, TIDM) zabiljezena je
manja ucestalost tezih oblika retinopatije nego u ranijim istrazivanjima, Sto se povezuje s
poboljsanom regulacijom glikemije, krvnog tlaka i drugih sistemskih ¢imbenika (12). Prema
podatcima saZetima u aktualnim smjernicama, DR javlja se u priblizno 25% bolesnika s
T1DM nakon pet godina, u oko 60% nakon deset godina 1 u priblizno 80% nakon petnaest
godina trajanja bolesti (13). Proliferativna dijabeticka retinopatija (PDR) moZze se razviti u do
50% bolesnika s TIDM nakon dvadeset godina, dok je u bolesnika s T2DM nakon najmanje
25 godina trajanja bolesti zabiljezena u priblizno 25% bolesnika (13).

Kroni¢na hiperglikemija je, uz trajanje Secerne bolesti, najvazniji promjenjivi
¢imbenik rizika za razvoj 1 progresiju DR (1). Istrazivanje Diabetes Control and
Complications Trial (DCCT) pokazalo je da intenzivna regulacija glikemije u bolesnika s
T1DM znacajno smanjuje rizik nastanka i napredovanja retinopatije (14). Slican zaStitni
ucinak bolje glikemijske kontrole u bolesnika s T2DM potvrden je u istrazivanju UKPDS
(engl. United Kingdom Prospective Diabetes Study) (15). Za odrasle osobe preporucuje se
ciljna vrijednost HbAlc manja od 7%, ali cilj treba individualizirati prema dobi, trajanju
bolesti, komorbiditetima, riziku hipoglikemije i ofekivanom trajanju zivota (16). Nakon
nastanka DR, razina i dugotrajnost izlozenosti hiperglikemiji imaju vecu prognosticku
vrijednost za njezino napredovanje nego samo trajanje dijabetesa (13).

Arterijska hipertenzija takoder je prepoznata kao rizicni Cimbenik koji dodatno
doprinosi oSte¢enju retinalne mikrocirkulacije. U istrazivanju UKPDS stroza regulacija
krvnog tlaka bila je povezana sa smanjenjem rizika progresije DR i gubitka vidne oStrine u
bolesnika s T2DM (17). Medutim, rezultati sustavnog pregleda pokazuju da je ucinak
postojece bolesti (18). Regulacija krvnog tlaka stoga predstavlja vazan dio cjelovitog lije¢enja

bolesnika s T2DM, ali se ne moze smatrati samostalnom terapijom DR.



Poremecaji metabolizma lipida takoder mogu pridonijeti retinalnom oStecenju.
Povisene koncentracije ukupnog i LDL (engl. low density lipoprotein) kolesterola povezane
su s ve¢om ucestalos¢u tvrdih eksudata u retini i povecanim rizikom osStecenja vida (19). U
istrazivanju FIELD (engl. Fenofibrate Intervention and Event Lowering in Diabetes Study),
primjena fenofibrata smanjila je potrebu za laserskom fotokoagulacijom zbog DR (20), dok je
u istrazivanju ACCORD (engl. Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes study)
kombinacija fenofibrata i simvastatina bila povezana sa smanjenjem progresije DR u
bolesnika s T2DM (21). Cochraneov sustavni pregled pokazao je da fenofibrat vjerojatno
smanjuje progresiju bolesti u bolesnika s ve¢ razvijenom DR, dok su dokazi o njegovu ucinku
na sprjecavanje njezina nastanka manje sigurni (22). U istrazivanju LENS (engl. Lowering
Events in Non-proliferative retinopathy in Scotland Study) fenofibrat je u bolesnika s ranom
neproliferativnom DR doveo do relativnog smanjenja rizika progresije retinopatije ili potrebe
za njezinim lije¢enjem za 27% u odnosu na placebo (23).

S razvojem i progresijom DR povezuju se i brojni drugi ¢cimbenici. Trudnoc¢a predstav-
lja razdoblje povecanog rizika za razvoj i progresiju DR u Zena s prethodno postoje¢om
T1DM ili T2DM, dok gestacijski dijabetes sam po sebi nije povezan s povecanim rizikom ra-
zvoja DR tijekom trudnoce (1). Rizik progresije osobito je izrazen u Zena koje prije zaceca
imaju DR, pri ¢emu tezina retinopatije na pocetku trudnoce predstavlja jedan od najvaznijih
prediktora njezina daljnjeg napredovanja (1). Sustavni pregled prognostickih istrazivanja po-
kazao je da su uznapredovali poCetni stupanj DR 1 prisutnost nefropatije, uz ve¢ ranije spome-
nutu visu vrijednost HbAlc te dulje trajanje Secerne bolesti, povezani s povec¢anim rizikom
razvoja PDR (24). U istrazivanju ETDRS (engl. Early Treatment Diabetic Retinopathy Study)
kao prediktori visokorizicnog PDR i teskoga gubitka vida uz uznapredovali pocetni stupanj
DR, izdvojeni su 1 slabija vidna oStrina, poviSeni HbAlc, neuropatija i nizi hematokrit (25).
Istrazuje se 1 uloga sistemske upale; vise koncentracije visokosenzitivnog C-reaktivnog prote-
ina (CRP) i pojedinih adhezijskih molekula povezane su s nekim retinalnim ishodima, osobito
klini¢ki znacajnim makularnim edemom i tvrdim eksudatima, ali trenutacno nisu dio rutinske
procjene rizika (26).

Posebnu klini¢ku vaznost ima prolazno rano pogorsanje DR nakon naglog poboljsanja
glikemijske kontrole. Ovaj je fenomen opisan tijekom intenzivnog lijeCenja inzulinom, osobi-
to u bolesnika s dugotrajno loSe reguliranom Se¢ernom bolesc¢u i ve¢ postoje¢om DR (27, 28).
Rano pogorSanje ne umanjuje dugorocnu korist dobre glikemijske kontrole, ali opravdava
pravodobni oftalmoloski pregled 1 pazljivije prac¢enje bolesnika u kojih se ocekuje veliko 1 br-

zo smanjenje vrijednosti HbAlc. Povecana ucestalost pogorsanja DR zabiljezena u pojedinim



istrazivanjima semaglutida i drugih lijekova iz iste skupine vjerojatno je povezana s veli¢inom
i brzinom smanjenja vrijednosti HbAlc u visokorizi¢nih bolesnika (29). Metaanaliza i meta-
regresija kardiovaskularnih istrazivanja agonista receptora glukagonu slicnog peptida 1 (engl.
glucagon-like peptide 1 receptor agonists, GLP-1RA) su pokazale povezanost izmedu intenzi-
teta smanjenja HbAlc i rizika pogorSanja DR (30). Dostupni rezultati ne dokazuju izravan to-
ksi¢ni ucinak cijele skupine agonista GLP-1R na mreZnicu, nego naglasavaju potrebu za proc-
jenom pocetnog stupnja retinopatije i odgovaraju¢im oftalmoloskim prac¢enjem tijekom inten-

ziviranja lijecenja Secerne bolesti.



1.2.3. Klasifikacija dijabeticke retinopatije

U klini¢koj procjeni DR osobito je vazna prisutnost patoloske neovaskularizacije. Na
temelju toga razlikuju se neproliferativna dijabeticka retinopatija (NPDR), bez prisutnosti ne-
ovaskularizacija, i PDR, obiljeZena njihovim razvojem (13, 31, 32, 33). NPDR obuhvaca raz-
licite stupnjeve oStecenja retinalne mikrocirkulacije. Mikroaneurizme su u pravilu prvi klini-
¢ki vidljiv znak, dok se s napredovanjem bolesti mogu pojaviti i intraretinalna krvarenja, tvrdi
1 meki eksudati, promjene kalibra i oblika retinalnih vena te intraretinalne mikrovaskularne
abnormalnosti (engl. intraretinal microvascular abnormalities, IRMA). Istodobna okluzija
kapilara povecava podrucja retinalne neperfuzije i ishemije. Prema medunarodnoj klinickoj
klasifikaciji razlikuju se blaga, umjerena i teSka NPDR (33). Blaga NPDR podrazumijeva pri-
sutnost mikroaneurizmi bez drugih retinalnih lezija. U umjerenom stadiju mikroaneurizmama
se pridruzuju druge vaskularne promjene (intraretinalne hemoragije i/ili meki eksudati, prom-
jene vena tipa perlanja, IRMA), ali njihov opseg jos ne zadovoljava kriterije teSke NPDR (13,
33). Teska NPDR odreduje se pravilom 4-2-1, uz uvjet da nisu prisutni znakovi proliferativne
bolesti. Za postavljanje ove dijagnoze dovoljan je najmanje jedan od sljede¢ih nalaza: vise od
20 intraretinalnih krvarenja u svakom od cetiri retinalna kvadranta, izrazene promjene vena
tipa perlanja (engl. venous beading) u najmanje dva kvadranta ili jasno izrazene IRMA u naj-
manje jednom kvadrantu. Ispunjenje kriterija upucuje na uznapredovalu retinalnu ishemiju i
povecanu vjerojatnost razvoja PDR (13, 33). Pojava neovaskularizacija na papili vidnog zivca
(engl. neovascularization of the disc, NVD) ili neovaskularizacija na drugim dijelovima mre-
znice (engl. neovascularization elsewhere, NVE) oznacava razvoj PDR. Zbog nedovoljno ra-
zvijene stijenke neovaskularni kompleksi podlozni su propustanju i krvarenju u preretinalni
prostor ili staklovinu. Neovaskularno tkivo moze biti praceno proliferacijom vezivne kompo-
nente 1 nastankom fibrovaskularnih membrana. Njihova kontrakcija stvara trakciju na mrezni-
cu te u uznapredovalim slucajevima moze prouzrociti trakcijsku ablaciju mreznice 1 teSko oS-
tecenje vida (13, 34).

Sustavni probir predstavlja vaznu mjeru sekundarne prevencije, €iji je cilj otkriti reti-
nopatiju prije nastanka nepovratnog oste¢enja vida te pravodobno izdvojiti bolesnike kojima
je potrebno intenzivnije oftalmolosko pracenje ili lijeCenje. Vrijeme zapocinjanja probira raz-
likuje se ovisno o tipu Secerne bolesti. U odraslih osoba s TIDM prvi oftalmoloski pregled
fundusa u midrijazi preporucuje se pet godina nakon postavljanja dijagnoze (1). Razlog tome
je ¢injenica da je za razvoj klini¢ki prepoznatljive DR nakon pocetka hiperglikemije u pravilu

potrebno nekoliko godina (1). Nasuprot tome, osobe s T2DM trebaju obaviti prvi oftalmoloski



pregled fundusa ve¢ u vrijeme postavljanja dijagnoze, budu¢i da hiperglikemija moze biti pri-

sutna viSe godina prije klini¢kog prepoznavanja bolesti te retinopatija moze biti prisutna ve¢

pri dijagnozi Secerne bolesti (1). Nakon pocetnog pregleda ucestalost daljnjih kontrola prila-

godava se nalazu fundusa, odnosno stupnja DR, i individualnom riziku progresije (Tablica 1).

Tablica 1. Medunarodna klinicka klasifikacija dijabeti¢ke retinopatije prema stupnju tezZine;

autorska tablica prilagodena prema literaturi (1, 13, 32, 33).

Stupanj teZine

Klini¢ka obiljezja Pracenje
DR
Bez vidljive DR Nema klinicki vidljivih retinalnih promjena Jednom godisnje
Blaga NPDR Prisutne samo mikroaneurizme Jednom godisnje
Umjerena Mikroaneurizme, mikrohemoragije, tvrdi i meki eksuda- ) )
) ) 6-12 mjeseci
NPDR ti, promjene vena, IRMA
Teska NPDR Najmanje jedan kriterij pravila 4-2-1 2-4 mjeseca
Neovaskularizacija papile ili drugog dijela mreznice i/ili | LijeCenje zapoceti
PDR

preretinalno odnosno intravitrealno krvarenje povezano

s proliferativnom boles¢u

odmah, pracenje

svakih 1-2 mjeseca

Popis kratica: DR - dijabeticka retinopatija;, NPDR - neproliferativna dijabeticka

retinopatija;, PDR - proliferativna dijabeticka retinopatija, VIDR (engl. vision threatening

diabetic retinopathy) - vidno ugrozavajuca dijabeticka retinopatija. Dijabeticki makularni

edem (DME) moze se pojaviti u bilo kojem stupnju DR i procjenjuje se odvojeno.




1.2.4. Patogeneza dijabeticke retinopatije

Patogeneza DR ne moze se objasniti djelovanjem samo jednog metabolickog ili
vaskularnog mehanizma. Bolest se razvija uz ispreplitanje medusobno ovisnih metabolickih,
vaskularnih, upalnih, glijalnih 1 neuronskih procesa u mreznici (35, 36). Kroni¢na
hiperglikemija predstavlja glavni pokretac tih promjena, ali njihov intenzitet 1 klinicka
manifestacija ovise o interakciji brojnih lokalnih 1 sistemskih ¢imbenika (35, 36). Zbog
istodobnog razvijanja navedenih procesa u mreznici, DR se u novije vrijeme promatra kao
bolest retinalne neurovaskularne jedinice, a ne isklju¢ivo kao mikroangiopatija (35, 36).
Dugotrajno povecana koncentracija glukoze potice stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva
(engl. reactive oxygen species, ROS) u retinalnim stanicama, osobito u mitohondrijskom
respiracijskom lancu (35, 37). Prekomjerna proizvodnja ROS remeti stani¢énu homeostazu i
potice aktivaciju nekoliko puteva, ukljucuju¢i poliolni put, nastanak uznapredovalih
produkata glikacije (engl. advanced glycation end products, AGEs) 1 aktivaciju protein-kinaze
C (PKC) (37). Navedeni mehanizmi nisu neovisni, nego se medusobno pojacavaju i odrzavaju
metabolicki stres ¢ak i nakon prolaznog poboljSanja glikemije (35, 37). U poliolnom putu
enzim aldoza reduktaza reducira glukozu u sorbitol uz potrosnju NADPH, nakon cega se
sorbitol djelovanjem sorbitol dehidrogenaze pretvara u fruktozu (38). Pojacana aktivnost
poliolnog puta mijenja ravnotezu unutarstani¢nih kofaktora, smanjuje moguénost obnavljanja
reduciranog glutationa te povecava osjetljivost retinalnih stanica na oksidativno oStecenje
(38). Nakupljanje sorbitola 1 drugih osmotski aktivnih metabolita moze dodatno poremetiti
stani¢nu homeostazu, te smanjiti antioksidativni kapacitet stanica, uzrokujuc¢i osmotski stres i
dodatno ostecenje tkiva (38). AGEs su spojevi koji nastaju nizom neenzimskih reakcija
izmedu reduciraju¢ih Se€era (glukoza, fruktoza) i amino-skupina proteina, lipida ili
nukleinskih kiselina (39). Njihovo nakupljanje mijenja strukturu proteina izvanstani¢nog
matriksa 1 moze pridonijeti zadebljanju kapilarne bazalne membrane (35, 39). Vezanje AGEs
za svoje receptore (engl. receptor for advanced glycation end-products, RAGE) aktivira
NADPH-oksidazu i transkripcijski ¢imbenik NF-kB, ¢ime se povecava stvaranje ROS i
ekspresija upalnih, adhezijskih i1 proangiogenih molekula poput medustani¢ne adhezijske
molekule 1 (engl. intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) 1 vaskularnog endotelnog
¢imbenika rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) (39). Sustav AGE-RAGE
tako povezuje hiperglikemiju s oksidativnim stresom, upalom i postupnim oSte¢enjem
retinalnih stanica (35, 39). Hiperglikemija takoder povecava stvaranje diacilglicerola, koji

aktivira pojedine izoforme protein-kinaze C, medu kojima se u dijabetickim



mikrovaskularnim komplikacijama istice  izoforma (40). Aktivacija PKC-B povezana je s
promjenama retinalnog protoka krvi, endotelnom disfunkcijom, pove¢anom vaskularnom
propusnoscu, leukostazom te promijenjenom ekspresijom VEGF i sastavnica izvanstanicnog
matriksa (35, 40). Zajednicki uc¢inak navedenih metabolickih puteva dovodi do trajnog
oksidativnog optere¢enja, poremecaja signalizacije i smanjene sposobnosti retinalnih stanica
da odgovore na dodatni metabolicki stres (35, 37, 40).

Jedna od najranijih posljedica dijabeti¢kog metabolickog okruZenja jest poremecaj od-
nosa izmedu endotelnih stanica 1 pericita, koji je nuzan za oCuvanje stabilnosti retinalnih kapi-
lara (35, 36). Gubitak pericita, oSteCenje 1 apoptoza endotelnih stanica te zadebljanje bazalne
membrane postupno dovode do nastanka mikroaneurizmi, acelularnih kapilara i podrucja ka-
pilarne neperfuzije (35, 36). Unutrasnju krvno-retinalnu barijeru najve¢im dijelom oblikuju
endotelne stanice povezane ¢vrstim 1 adherentnim spojevima (engl. tight junctions, koje Cine
proteini kao Sto su okludin 1 klaudin-5), uz potporu pericita, glijalnih stanica i bazalne mem-
brane (41). Hiperglikemija, oksidativni stres, upalni medijatori i VEGF mijenjaju ekspresiju i
organizaciju proteina medustani¢nih spojeva, zbog ¢ega se povecava paracelularni prolazak
teku¢ine 1 plazmatskih sastavnica u retinalno tkivo (36, 41). NaruSavanje barijere uzrokuje
zadebljanje 1 edem mreznice, a kada promjene zahvate podrucje makule, mogu dovesti do ra-
zvoja DME 1 smanjenja vidne ostrine (36, 41). Integritet mreznice dodatno ovisi o retinalnom
pigmentnom epitelu i Zilnici, koji sudjeluju u odrZzavanju vanjske krvno-retinalne barijere i
metabolickoj potpori fotoreceptora (36, 41).

Kroni¢na upala niskog intenziteta ima vaznu ulogu u odrzavanju i1 progresiji retinalnog
oStecenja (42). Metabolicki i oksidativni stres aktiviraju NF-xB i druge signalne puteve, §to
povecava ekspresiju citokina, kemokina i adhezijskih molekula, uklju¢uju¢i TNF-a, IL-18,
IL-6 1 ICAM-1 (42). Ti medijatori povecavaju vaskularnu propusnost, naruSavaju funkciju
endotela 1 olakSavaju privlacenje leukocita u retinalnu mikrocirkulaciju (42, 43). Leukostaza
oznaCava pojacano zadrzavanje i adheziju leukocita na povrsini retinalnog endotela (43). Ad-
herirani leukociti mogu suziti lumen kapilara i izravnim kontaktom, otpustanjem proteolitic-
kih enzima te stvaranjem ROS pridonijeti apoptozi endotelnih stanica (43). Dijabetes istodob-
no aktivira i lokalne imunoloske stanice odnosno retinalnu mikrogliju, koja mijenja morfolo-
giju 1 takoder povecava proizvodnju upalnih citokina, kemokina i ROS (44). Aktivirana mik-
roglija, Miillerove stanice, infiltriraju¢i monociti i vaskularne stanice stvaraju medusobno po-
vezan upalni odgovor koji moze zahvatiti i neuralne i1 vaskularne sastavnice mreznice (36, 42,
44). Na taj naCin upala nije samo posljedica tkivnog oStecenja, nego mehanizam koji dodatno

pojacava vaskularnu propusnost, neurodegeneraciju i kapilarnu neperfuziju (36, 42, 44). Pro-
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gresivni gubitak funkcionalnih kapilara smanjuje opskrbu retinalnog tkiva kisikom i dovodi
do nastanka podruc¢ja ishemije (35, 36). Hipoksija mijenja ravnotezu izmedu proangiogenih i
antiangiogenih ¢imbenika, pri ¢emu sredi$nju ulogu ima VEGF (36, 45, 46). Povisene kon-
centracije VEGF dokazane su u o¢noj vodici 1 staklovini bolesnika s NPDR 1 PDR, osobito u
o¢ima s aktivnom neovaskularizacijom (45). VEGF djelovanjem preko membranskih tirozin-
kinaznih receptora, osobito VEGFR-2, povecava propusnost retinalnih krvnih zila te potice
proliferaciju, migraciju i prezivljavanje endotelnih stanica (46). Stoga VEGF sudjeluje i u
nastanku DME te u razvoju patoloSke neovaskularizacije karakteristicne za PDR (36, 46).
VEGEF takoder povecava ekspresiju ICAM-1 1 endotelne sintaze duSikova oksida (engl. en-
dothelial nitric oxide synthase, eNOS), ¢ime moze dodatno potaknuti adheziju leukocita i va-
skularnu disfunkciju (47). Novonastale krvne Zile nemaju normalnu strukturnu organizaciju ni
stabilnu potporu pericita, zbog ¢ega su izrazito propusne i sklone krvarenju (35, 36).

Retinalna neurovaskularna jedinica obuhvaca funkcionalno povezane neurone, Miille-
rove stanice, astrocite, mikrogliju, endotelne stanice i pericite, koji zajednicki uskladuju neu-
ralnu aktivnost, lokalni protok krvi i integritet krvno-retinalne barijere (36). Seéerna bolest
remeti komunikaciju izmedu tih stanica, §to se ocituje oslabljenim vazodilatacijskim odgovo-
rom, disregulacijom retinalnog protoka krvi, glijalnom aktivacijom i pove¢anom propusnoscu
krvno-retinalne barijere (35, 36). Stoga, vaskularno i neuralno ostec¢enje se ne moraju razvijati
strogo uzastopno, nego mogu nastajati usporedno i medusobno se pojacavati (36, 48). Ekspe-
rimentalna istrazivanja i analize ljudskih retinalnih uzoraka pokazale su da se apoptoza reti-
nalnih neurona moze pojaviti vrlo rano tijekom Secerne bolesti (48, 49). Opisani su gubitak
ganglijskih i drugih stanica unutraSnje mreznice te smanjenje debljine unutrasnjeg nuklearnog
1 pleksiformnog sloja (49). Klinicka istraZivanja primjenom opticke koherentne tomografije
(engl. optical coherence tomography, OCT) takoder su pokazala selektivno stanjivanje poje-
dinih unutarnjih retinalnih slojeva u bolesnika s minimalnim stupnjem DR (51). Jedan od mo-
gu¢ih mehanizama neurodegeneracije jest poremecaj metabolizma glutamata, glavnog eksci-
tacijskog neurotransmitera u mreznici (50). Miillerove stanice u fizioloskim uvjetima uklanja-
ju glutamat iz izvanstani¢nog prostora i pretvaraju ga u glutamin, ¢ime ogranicavaju njegovu
neurotoksi¢nost (50). U eksperimentalnim modelima Sec¢erne bolesti nadena je smanjena spo-
sobnost pretvaranja glutamata u glutamin, dok se koncentracija retinalnog glutamata poveca-
va, $to moZe potaknuti ekscitotoksicno oStecenje i apoptozu ganglijskih i1 amakrinih stanica
mreznice (50). Oksidativni stres, smanjena neurotroficka potpora i aktivacija mikroglije doda-
tno pojacavaju neuralnu disfunkciju (36, 48). Rana retinalna neuropatija moze se funkcional-

no ocitovati poremecajima elektroretinografskog odgovora, kontrastne osjetljivosti, raspozna-
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vanja boja, vidnog polja i prilagodbe na tamu, ponekad prije pojave izrazenih vaskularnih le-
zija vidljivih oftalmoskopskim pregledom (48, 52). Navedeni nalazi ne znace da neurodegene-
racija u svakog bolesnika nuzno prethodi mikroangiopatiji, nego podupiru koncept prema ko-
jem su neuralno, glijalno i1 vaskularno oStec¢enje sastavni dijelovi zajedni¢kog patoloSkog pro-
cesa (35, 36, 48). Ovakav integrirani pristup shvac¢anja multiplih mehanizama unutar patoge-
neze DR objasnjava zasto se klinicki fenotip 1 brzina progresije bolesti mogu znatno razliko-
vati medu bolesnicima unato¢ slicnom trajanju Secerne bolesti 1 stupnju glikemijske kontrole

(35, 36).

Hiperglikemija

; s g Aktivacija Stvaran Aktivacija
Biokemijski [ Upala ] [ Poliolni put ] [ Y ] R 1 L Lt I
mehanizmi heksozaminskog puta produlglta glikacije protein-kinaze C

[
Oksidativni stres
|

Zadebljanje bazalne Mitohondrijska

membrane Sutitetpertiita disfunkcija
Rane
retinalne R R T
promjene . 4 . itecenje endotelni Disfunkcija
Retinalna ishemija stanica neurovaskularne jedinice
Povisene razine VEGF-a, Narusavanje krvno-
Ang-1, Ang-2 i IGF-1 retinalne barijere
Neurodegeneracija
R Neovaskularizacija Povecana vaskularna
zlf:;::j':a propusnost
DR Proliferativna N "
dijabeticka retinopatija DllabEt'dc‘l' makularni Vidno ugrozavajuci ishod
edem

Dijabeticka retinopatija

Slika 1. Patofizioloski procesi u dijabetickoj retinopatiji. Autorska slika prilagodena i

prevedena prema literaturi (31).

Popis kratica: Ang-1 - angiopoetin-1; Ang-2 - angiopoetin-2; IGF-1(engl. insulin-like growth
factor 1) - inzulinu slican cimbenik rasta 1; VEGF (engl. vascular endothelial growth factor)

- vaskularni endotelni cimbenik rasta.
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1.3. Dijabeti¢ki makularni edem
1.3.1. Definicija i epidemiologija dijabetickog makularnog edema

DME oznacava nakupljanje izvanstani¢ne teku¢ine u makularnom podrucju kao pos-
ljedica oStecenja krvno-retinalne barijere u okviru DR (53-55). Tekucina se moze nakupljati
intraretinalno, osobito u unutarnjem nuklearnom, vanjskom pleksiformnom 1 Henleovu sloju,
ali i u subretinalnom prostoru (53-55). Zbog zahvacanja sredi$njeg dijela mreznice, DME
predstavlja jedan od najvaznijih uzroka smanjenja vidne funkcije povezanog sa Se¢ernom bo-
les¢u (55, 56). Njegova pojava nije ograni¢ena na stupanj tezine DR; mozZe se razviti tijekom
neproliferativnog ili proliferativnog stupnja, premda je ¢eS¢i u bolesnika s uznapredovalijim
stupnjem retinopatije (54-56).

Prema rezultatima globalne metaanalize, DME je prisutan u priblizno 6,8% osoba sa
Se¢ernom bolesc¢u, pri cemu je njegova prevalencija povezana s trajanjem dijabetesa, razinom
HbAc i vrijednostima arterijskog krvnog tlaka (57). Longitudinalne studije dodatno pokazuju
da se rizik povecéava s trajanjem bolesti. U kohorti ispitanika s TIDM uklju¢enih u Wisconsin
Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy (WESDR), 25-godi$nja kumulativna incidenci-
ja makularnog edema iznosila je 29% (58). U ranijoj desetogodi$njoj analizi iste studije inci-
dencija je iznosila 20,1% u skupini s dijabetesom nastalim u mladoj dobi, dok je medu ispita-
nicima s T2DM iznosila 25,4% u onih lije¢enih inzulinom i 13,9% u onih koji nisu primali in-
zulin (59).

Cimbenici povezani s razvojem DME u velikoj se mjeri podudaraju s ¢imbenicima ri-
zika za nastanak 1 progresiju DR. Najdosljednije su potvrdene povezanosti s duljim trajanjem
Se¢erne bolesti, nezadovoljavaju¢om regulacijom glikemije, poviSenim arterijskim tlakom 1
oSte¢enjem bubrezne funkcije (57, 58, 61, 62). Povezanost je opisana i s poremecajima meta-
bolizma lipida te primjenom tiazolidindiona, ali snaga tih povezanosti nije jednaka u svim is-

trazivanim populacijama (60—62).
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1.3.2. Patogeneza dijabetickog makularnog edema

Patogeneza DME slozZen je proces u kojem se medusobno ispreple¢u metabolicki, vas-
kularni, upalni i neuroglijalni poremecaji. Dugotrajna izloZenost poviSenim koncentracijama
glukoze potice stvaranje uznapredovalih produkata glikacije, povecanu proizvodnju reaktivnih
kisikovih vrsta 1 aktivaciju viSe unutarstani¢nih signalnih puteva. Posljedice ukljucuju dis-
funkciju retinalnih endotelnih stanica, gubitak pericita, promjene bazalne membrane i pore-
mecaj medustani¢nih veza, ¢ime se postupno narusava integritet krvno-retinalne barijere (55,
63). Sve navedeno je prethodno detaljno opisano u poglavlju o patogenezi DR.

Krvno-retinalna barijera sastoji se od dvije cjeline: unutrasnje i vanjske krvno-
retinalne barijere. Unutrasnju krvno-retinalnu barijeru ¢ine nefenestrirane endotelne stanice
retinalnih kapilara povezane ¢vrstim medustanicnim vezama, uz potporu pericita i glijalnih
stanica (36, 41). Vanjska krvno-retinalna barijera temelji se na ¢vrstim vezama izmedu stanica
retinalnog pigmentnog epitela, koji istodobno, uz druge brojne funkcije, sudjeluje i u uklanja-
nju tekuéine iz subretinalnog prostora (55, 64). Osteéenjem unutrasnje barijere povecava se
prijelaz tekucine i sastavnica plazme iz retinalnih kapilara u okolno retinalno tkivo, dok dis-
funkcija retinalnog pigmentnog epitela smanjuje odstranjivanje teku¢ine prema Zzilnici. Zajed-
nicki ucinak tih promjena dovodi do nakupljanja intraretinalne i subretinalne tekucine (54, 55,
64).

VEGF je jedan od najvaznijih medijatora povecane vaskularne propusnosti u DME.
Retinalna hipoksija, oksidativni stres i upalni procesi povecavaju njegovu ekspresiju, nakon
c¢ega VEGF djelovanjem na endotelne stanice naruSava organizaciju ¢vrstih medustani¢nih
veza 1 olakSava izlazak tekuéine iz kapilara (55, 63). Iako je angiogeneza jedno od njegovih
najpoznatijih djelovanja, u patogenezi DME osobito je vaZan njegov ucinak na propusnost po-
stojecih retinalnih krvnih zila (55, 63).

Upalna komponenta bolesti ukljucuje povecanu aktivnost citokina i adhezijskih mole-
kula, medu kojima se isti¢u TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, Ang-2 i ICAM-1 (55, 63). Povecana
ekspresija ICAM-1 olakSava vezanje leukocita na povrsinu retinalnog endotela i nastanak leu-
kostaze. Adherentni leukociti mogu ometati kapilarni protok te oslobadanjem reaktivnih kisi-
kovih vrsta, proteolitickih enzima i upalnih medijatora dodatno ostetiti endotel 1 povecati vas-
kularno propustanje. Eksperimentalna istrazivanja pokazala su da inhibicija interakcije posre-
dovane ICAM-1 smanjuje retinalnu leukostazu i vaskularnu propusnost, Sto podupire ulogu

tog mehanizma u oSte¢enju krvno-retinalne barijere (63, 65).
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Povecanju retinalne vaskularne propusnosti moze pridonijeti i aktivacija plazmatskog
kalikrein-kininskog sustava. U staklovini bolesnika s DME pronadene su povecane koncen-
tracije plazmatskog kalikreina, koji stvaranjem bradikinina i aktivacijom kininskih receptora
moze potaknuti vazodilataciju, upalu i povecano vaskularno propustanje. Ovaj se mehanizam
djelomi¢no odvija neovisno o VEGF te moze pridonositi nastanku edema u bolesnika kod ko-
jih VEGF nije jedini dominantni patofizioloski ¢imbenik (66).

U patogenezi DME ukljucena je i disfunkcija retinalne neurovaskularne jedinice, koju
¢ine neuroni, glijalne stanice, periciti 1 vaskularni endotel. Miillerove stanice u fizioloskim u-
vjetima odrzavaju ionsku ravnotezu retine, reguliraju metabolizam neurotransmitera te pruza-
ju metabolicku 1 strukturnu potporu neuronima i krvnim Zilama. Razvoj edema odvija se u
dvije faze. U ranoj, intracelularnoj fazi najprije su zahvacene Miillerove stanice, u kojima
zbog poremecaja prijenosa vode 1 iona dolazi do nakupljanja tekucine intracelularno te bubre-
nja i apoptoze stanica. Promjene u bipolarnim, ganglijskim stanicama i fotoreceptorima ostaju
reverzibilne ukoliko se metabolicko stanje pravovremeno popravi (54, 67). U kasnijoj, ekstra-
celularnoj fazi tekucina se nakuplja izvan stanica te se stvaraju ciste - prvo u unutarnjim slo-
jevima retine, a potom i u vanjskim, gdje poprimaju vece i klinicki vidljive dimenzije (54, 55,
67). Paralelno s tim, u vanjskom pleksiformnom sloju dolazi do talozenja lipida, odnosno
stvaranja tvrdih eksudata. IzraZenije oStec¢enje vanjske krvno-retinalne barijere omoguéuje
nakupljanje subretinalne tekuéine i nastanak seroznog odignuca neuroretine (54, 55, 64).

DME stoga nije iskljucivo posljedica pasivnog propustanja ostecenih kapilara. Njegov
razvoj proizlazi iz medudjelovanja hiperglikemijom izazvane ishemije, angiogeneze i upale

Sto medusobno potencira progresiju bolesti (54, 55, 63, 66, 67).

15



1.3.3. Klasifikacija i dijagnostika dijabetickog makularnog edema

Prije uvodenja OCT procjena DME temeljila se prvenstveno na konceptu klinicki zna-
cajnog makularnog edema (engl. clinically significant macular edema, CSME), definiranom u
ETDRS istrazivanju (68). Navedena definicija je izvorno oblikovana radi prepoznavanja oci-
ju kod kojih bi fokalna ili grid laserska fotokoagulacija mogla smanjiti rizik gubitka vida.
Prema ETDRS kriterijima, CSME postoji ako je ispunjen najmanje jedan od sljedecih uvjeta
(68):

. zadebljanje mreznice unutar 500 um od sredista fovee;

. tvrdi eksudati unutar 500 um od srediSta fovee udruzeni sa susjednim zadeblja-
njem mreznice;

. zadebljanje mreznice zahvaca povrSinu od najmanje jednog promjera optickog
diska, pri cemu se barem jedan dio zadebljanja nalazi unutar 1500 um od sredista fovee.

CSME je klinicka dijagnoza koja se prema izvornom ETDRS protokolu postavlja
biomikroskopijom makule na procjepnoj svjetiljci (68). Taj pojam i dalje ima povijesnu i
istrazivacku vrijednost, ali se u suvremenoj klinickoj praksi terapijske odluke temelje na
zahvacenosti srediSta makule, vidnoj ostrini 1 nalazu OCT makule. Intravitrealni anti-VEGF
lijekovi danas predstavljaju terapiju prvog izbora za vec¢inu bolesnika s DME koji zahvaca
srediSte makule i pra¢en je smanjenjem vidne oStrine, zbog ¢ega je pojam CSME izgubio na
vaznosti (69).

Prema smjernicama International Council of Ophthalmology iz 2018. godine, DME se
s obzirom na zahvacenost sredisSnjeg polja na OCT makule dijeli na dvije osnovne kategorije.
DME sa zahvacenim srediStem makule (engl. center-involved diabetic macular edema, CIl-
DME) oznacava zadebljanje mreznice na OCT koje obuhvaca sredi$nje retinalno podrucje
promjera 1 mm, dok se DME bez srediSnjeg zahvacanja makule (engl. non-center-involved
diabetic macular edema, NCI-DME) odnosi na zadebljanje smjeSteno izvan navedene
sredisnje zone od 1 mm promjera (69).

Na presje¢nim OCT snimkama mogu se razlikovati ¢etiri osnovna morfoloska obrasca

DME (70, 71):

. difuzno, odnosno spongiformno zadebljanje mreznice;

. cistoidne intraretinalne promjene (cistoidni makularni edem, CME);

. subretinalna tekuc¢ina (SRT), odnosno serozno odignuée neuroretine;

. mijesani oblik, u kojem se istodobno pojavljuju dva ili viSe navedenih obraza-
ca.
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Klini¢ka prezentacija DME ovisi o lokalizaciji i1 stupnju edema. Kada je zahvaceno
srediste makule, bolesnici najces¢e navode postupno slabljenje centralne vidne oStrine, iskriv-
ljenje slike i poteskoce pri ¢itanju. Klinicka obrada ukljucuje odredivanje najbolje korigirane
vidne ostrine (engl. best corrected visual acuity, BCVA), biomikroskopski pregled o¢ne po-
zadine u midrijazi i OCT makule.

OCT makule predstavlja neinvazivnu slikovnu metodu koja omogucuje visokorezolu-
cijski prikaz presjeka mreznice te objektivnu potvrdu i mjerenje retinalnog zadebljanja i na-
kupljanja intraretinalne ili subretinalne tekucine (69-71). Temelji se na principu niskokohe-
rentne interferometrije, pri ¢emu se analizom reflektiranog svjetla iz razlicitih slojeva mrezni-
ce rekonstruira njihov uzduzni presjek (69-71). U suvremenoj klini¢koj praksi, OCT je postao
kljuéni dijagnosticki alat za otkrivanje i pra¢enje DME zahvaljujuéi visokoj aksijalnoj rezolu-
ciji (=3—7 um) 1 lakoj ponovljivosti mjerenja (72). OCT omogucuje mjerenje centralne deblji-
ne makule (engl. central macular thickness, CMT), razlikovanje centralnog i ne-centralnog
DME, identifikaciju morfoloskih obrazaca edema te pra¢enje odgovora na anti-VEGF terapiju
(70, 71). Osim ukupne debljine mreznice 1 koli¢ine tekucine, pojedine OCT znacajke mogu
pruziti dodatne prognosticke informacije. Disorganizacija unutarnjih slojeva mreznice (engl.
disorganization of retinal inner layers, DRIL) oznaava nemogucénost jasnog razgranic¢enja
pojedinih unutarnjih retinalnih slojeva unutar zahvacenog podrucja. Prisutnost i veéi opseg
DRIL povezani su s loSijom vidnom ostrinom, dok je smanjenje opsega DRIL tijekom prace-
nja povezano s povoljnijim funkcionalnim ishodom (73, 74). Integritet vanjske grani¢ne
membrane (engl. external limiting membrane, ELM) 1 elipsoidne zone fotoreceptora (engl. el-
lipsoid zone, EZ) takoder je povezan s vidnom funkcijom. Prekid ili izraZenija dezorganizaci-
ja ovih struktura upucuju na ostecenje fotoreceptora i povezani su sa slabijom vidnom oStri-
nom, dok njithovo ocuvanje ili djelomi¢na obnova prate povoljniji funkcionalni ishod lije¢enja
(75, 76). Pri interpretaciji OCT makule potrebno je procijeniti i vitreomakularno sucelje. Epi-
retinalna membrana (ERM), vitreomakularna adhezija i trakcija mogu pridonijeti odrzavanju
edema mehanic¢kim djelovanjem na makulu (77). Prisutnost ERM u nekim je istrazivanjima
bila povezana sa slabijim anatomskim odgovorom na ranibizumab, dok je razvoj abnormalno-
sti vitreomakularnog sucelja bio povezan s ve¢om zavrSnom debljinom mreZnice 1 loSijom vi-
dnom ostrinom (77, 78). Utjecaj same vitreomakularne adhezije na odgovor na anti-VEGF te-
rapiju nije potpuno jednoznacan te ovisi o vrsti i opsegu promjene vitreomakularnog kontakta
(79). Spontano odvajanje straznje staklovine u pojedinim slucajevima moze biti pra¢eno sma-
njenjem ili povlacenjem edema, ali se taj nalaz ne moZe promatrati kao siguran pokazatelj po-

voljnog ishoda u svakog bolesnika (80).
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OCT angiografija (OCTA) predstavlja dodatnu neinvazivnu slikovnu metodu koja re-
gistrira kretanje krvnih stanica i omogucuje prikaz retinalnih kapilarnih pleksusa bez intraven-
ske primjene kontrastnog sredstva (81). Njome se mogu procijeniti gustoca kapilara, veli¢ina i
pravilnost fovealne avaskularne zone te podrucja kapilarne neperfuzije. Za razliku od fluores-
ceinske angiografije, OCTA ne prikazuje izravno vaskularno propustanje. Kvantitativne OC-
TA znacajke povezane su s tezinom DR, rizikom razvoja DME i odgovorom na anti-VEGF
lijecenje, zbog cega mogu nadopuniti strukturni OCT u procjeni retinalne ishemije i mikrova-

skularnih promjena (81, 82).
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1.3.4. Lijecenje dijabetickog makularnog edema

Lije¢enje DME temelji se na istodobnoj regulaciji sistemskih ¢imbenika i primjeni od-
govarajuce ocne terapije. Optimizacija glikemije, arterijskog tlaka i lipidnog profila vazna je
za smanjenje rizika nastanka i progresije retinalnih promjena (83). Uz regulaciju sistemskih
¢imbenika rizika, anti-VEGF lijekovi danas predstavljaju terapiju prvog izbora u lijeCenju
DME. Izbor terapijskog pristupa ovisi o zahvacenosti srediSta makule, vidnoj oStrini, morfo-
loskim obiljezjima na OCT, statusu lece, prethodnom odgovoru na lije€enje i prisutnosti vit-
reomakularne trakcije.

U bolesnika s DME koji zahvaca srediSte makule i1 uzrokuje smanjenje vidne oStrine
intravitrealna primjena inhibitora vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta, anti-VEGF lijeko-
va, predstavlja standardnu terapiju prvog izbora (63, 69). U tu skupinu ubrajaju se ranibizu-
mab, aflibercept, brolucizumab i faricimab (84-90). Bevacizumab se takoder primjenjuje u
lijeenju DME, ali izvan odobrene indikacije (engl. off-label), ponajprije zbog njegove dostu-
pnosti i nize cijene (91-94).

Ucinkovitost ranibizumaba potvrdena je u randomiziranim istrazivanjima RISE 1 RI-
DE, u kojima je njegova primjena dovela do poboljSanja vidne oStrine 1 smanjenja debljine
srediSnjeg dijela mreznice (84). Pri usporedbi ucinkovitosti aflibercepta, bevacizumaba 1 rani-
bizumaba u istrazivanju DRCR.net Protocol T medu bolesnicima s pocetnom vidnom ostri-
nom od 20/32 do 20/40 nije utvrdena klinicki znacajna razlika izmedu navedenih lijekova. U
o¢ima s vidnom ostrinom 20/50 ili slabijom aflibercept je tijekom prve godine ostvario vece
prosjecno poboljsanje vida, dok je nakon dvije godine prednost ostala izrazena u odnosu na
bevacizumab, ali ne i u odnosu na ranibizumab (85, 86). Klini¢ka istrazivanja provedena su i
za novije anti-VEGF lijekove i rezime doziranja. Brolucizumab je u istrazivanjima KESTREL
1 KITE pokazao anatomsku i funkcionalnu ucinkovitost usporedivu s afliberceptom, pri cemu
pri odabiru tog lijeka treba uzeti u obzir specifican sigurnosni profil (87). Faricimab istodobno
inhibira VEGF-A 1 angiopoetin-2, a istrazivanja YOSEMITE i RHINE pokazala su mo-
guénost produljenja razmaka izmedu pojedinih aplikacija do 16 tjedana u dijela bolesnika
(88). U istrazivanju PHOTON aflibercept u dozi od 8 mg, primjenjivan u produljenim vre-
menskim intervalima do 16 tjedana, ostvario je funkcionalne rezultate koji nisu bili losiji od
standardne doze od 2 mg primjenjivane u kra¢im intervalima (89). Razvoj terapija duljeg dje-
lovanja, lijekova s novim molekularnim ciljevima i sustava za produljeno otpustanje lijeka
usmjeren je na smanjenje terapijskog opterecenja i poboljSanje dugorocne suradljivosti boles-

nika (90).
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Bevacizumab je rekombinantno humanizirano monoklonsko protutijelo klase IgG1 ko-
je veze razliCite izoforme VEGF-A 1 sprjecava aktivaciju njegovih receptora na endotelnim
stanicama. Time se smanjuju vaskularna propusnost, ekstravazacija tekucine i angiogena akti-
vnost u mreznici. lako nije primarno registriran kao intravitrealni lijek za DME, u oftalmolos-
koj se praksi ¢esto primjenjuje izvan odobrene indikacije (91). Njegova Sira dostupnost i niza
cijena u odnosu na druge anti-VEGF lijekove imaju vaznu ulogu u donosSenju terapijskih od-
luka, osobito u zdravstvenim sustavima s ogranic¢enim resursima (92). U istrazivanju BOLT
bevacizumab je nakon 12 mjeseci ostvario bolje funkcionalne rezultate od makularne laserske
fotokoagulacije (93). Nadalje, istrazivanje DRCR Retina Network Protocol AC pokazalo je da
strategija pocetnog lijeCenja bevacizumabom, uz prijelaz na aflibercept prema unaprijed defi-
niranim kriterijima nedovoljnog odgovora, moze tijekom dvije godine ostvariti prosjecne
funkcionalne rezultate usporedive s po¢etnom primjenom aflibercepta. Ipak, znatan dio boles-
nika u skupini koja je inicijalno primala bevacizumab tijekom prac¢enja morao je prijeci na af-
libercept (94).

U bolesnika s DME koji zahvaca srediSte makule, ali uz o¢uvanu vidnu ostrinu od
20/25 ili bolju, nije uvijek potrebno odmah zapoceti intravitrealno lije¢enje. Protocol V poka-
zao je da pazljivo pracenje, uz uvodenje aflibercepta ako dode do unaprijed definiranog po-
gorSanja vidne oStrine, tijekom dvije godine nije bilo povezano s ve¢im rizikom gubitka vida
u usporedbi s neposrednim zapocinjanjem terapije (95). Takav pristup zahtijeva redovite kon-
trole 1 dobru suradljivost bolesnika.

Intravitrealni kortikosteroidi predstavljaju dodatnu mogucnost lijeCenja u bolesnika s
DME, osobito u o¢ima s nedovoljnim odgovorom na anti-VEGF terapiju ili kada je njezina
primjena ograni¢ena. Njihov se ucinak temelji na smanjenju upalne aktivnosti, stabilizaciji
krvno-retinalne barijere i posljedicnom smanjenju vaskularne propusnosti. Deksametazonski
implantat moze dovesti do smanjenja debljine mreznice i poboljSanja vidne oStrine, ali je nje-
gova primjena povezana s povecanim rizikom razvoja katarakte i poviSenja intraokularnog
tlaka (96). Slicna ogranicenja opisana su i pri dugotrajnoj primjeni implantata fluocinolon-
acetonida (97, 98). Zbog navedenih nuspojava kortikosteroidi se najcesce primjenjuju selekti-
vno, pri ¢emu poseban oprez zahtijevaju bolesnici s glaukomom ili poviSenim rizikom njego-
va razvoja.

Prije uvodenja anti-VEGF lijekova fokalna odnosno grid laserska fotokoagulacija
predstavljala je standardno lije¢enje DME. Istrazivanje ETDRS pokazalo je da lasersko
lije¢enje klini¢ki znacajnog makularnog edema smanjuje rizik umjerenoga gubitka vida (99).

Danas se laser naj¢esce razmatra kod edema koji ne zahvaca srediSte makule, kod jasno ogra-
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ni¢enih ZzariSta propustanja, kao dopunska terapija ili u uvjetima u kojima intravitrealno
lijecenje nije dostupno (100).

Uloga pars plana vitrektomije (PPV) u lijeenju DME razlikuje se izmedu trakcijskog
1 netrakcijskog DME. Uklanjanjem staklovine mogu se odstraniti vitreomakularne trakcijske
sile 1 potencijalni izvori upalnih medijatora, a nakon vitrektomije opisano je i povecanje parci-
jalnog tlaka kisika u staklovini (101). Ranija manja istraZivanja pokazala su mogucnost pov-
lacenja edema nakon uklanjanja straznje hijaloidne i unutarnje granicne membrane (102).
Medutim, sustavni pregledi nisu potvrdili dosljedno dugorocno poboljSanje vidne oStrine u
svim bolesnicima s netrakcijskim DME, unato¢ ¢estom smanjenju debljine mreznice nakon
operacije (103, 104). PPV se stoga ponajprije razmatra kada su prisutne izraZzena vitreomaku-
larna trakcija, epiretinalna membrana ili druge promjene vitreomakularnog sucelja. U takvim
o¢ima operacija moze smanjiti retinalno zadebljanje, ali funkcionalni ishod ostaje varijabilan
(105).

Unato¢ dokazanoj ucinkovitosti anti-VEGF lijekova, terapijski odgovor nije jednak u
svih bolesnika s DME. Perzistentno zadebljanje makule moze biti prisutno i tijekom redovite
primjene aflibercepta, bevacizumaba ili ranibizumaba, pri ¢emu dio bolesnika unato¢ rezidu-
alnoj tekucini ostvaruje funkcionalno poboljSanje (106). Jednako tako, ograni¢en pocetni ana-
tomski odgovor na ranibizumab ne mora nuzno znaciti izostanak kasnije funkcionalne koristi
(107). Rezultati iz svakodnevne klinicke prakse dodatno pokazuju da su broj primijenjenih i-
njekcija i ostvareni funkcionalni rezultati ¢esto manji nego u kontroliranim klinickim istrazi-
vanjima (108). Ovakva heterogenost terapijskog odgovora upucuje na to da ishod lijecenja,
osim o lokalnim morfoloskim obiljezjima mreZnice, moze ovisiti i o sloZenoj interakciji sis-
temske upale, endotelne disfunkcije, oksidativnog stresa, retinalne ishemije i angiogeneze
(63). Stoga se sve veca pozornost usmjerava na pronalazenje sistemskih biomarkera koji bi
mogli nadopuniti klinicku 1 OCT procjenu, omoguciti ranije prepoznavanje bolesnika s po-
vecanim rizikom progresije bolesti ili nedovoljnog terapijskog odgovora te pridonijeti indivi-

dualizaciji lijecenja.
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1.4. Serumski (protu)upalni biomarkeri u patofiziologiji dijabeticke retinopatije

Kroni¢na upala jedan je od klju¢nih mehanizama patogeneze DR (6, 63). Medu najce-
$¢e istrazivanim pokazateljima upale nalaze se lako dostupni hematoloski parametri koji se iz-
raCunavaju iz rutinske kompletne krvne slike. Do sada su se naj¢es¢e analizirali omjer neutro-
fila 1 limfocita (engl. neutrophil to lymphocyte ratio, NLR), omjer monocita 1 limfocita (engl.
monocyte to lymphocyte ratio, MLR), omjer trombocita 1 limfocita (engl. platelet to lymp-
hocyte ratio, PLR) te sistemski imunoupalni indeks (engl. systemic immune-inflammation in-
dex, SII). SII se izracunava prema formuli: broj trombocita % broj neutrofila / broj limfocita.
Prednosti ovih pokazatelja jesu dostupnost i niski troskovi odredivanja, ali njihova interpreta-
cija zahtijeva oprez jer nisu specificni za dijabeticku bolest mreznice (109—-111). NLR odra-
zava odnos izmedu neutrofilne i limfocitne komponente imunosnog odgovora. Neutrofili mo-
gu pridonijeti oksidativnom stresu, oSteCenju endotela i oslobadanju proteolitickih enzima,
dok relativno smanjen broj limfocita moze biti pokazatelj poremecene regulacije imunosnog
odgovora. PoviSena vrijednost NLR stoga se moze promatrati kao neizravni pokazatelj preva-
ge proupalnih procesa (109). Monociti su izvor proupalnih citokina i mogu takoder sudjelova-
ti u leukostazi, endotelnoj disfunkciji 1 oSte¢enju mikrocirkulacije, zbog ¢ega MLR moze pru-
ziti informacije o monocitno posredovanoj upalnoj aktivnosti (110). Trombociti, osim svoje
uloge u hemostazi, sudjeluju u aktivaciji endotela i otpuStanju upalnih i angiogenih medijato-
ra, ukljucuju¢i VEGF. PLR zato istodobno odrazava promjene povezane s trombocitnom akti-
vacijom te vaskularnim 1 upalnim procesima. Za razliku od pojedina¢nih omjera, SII objedi-
njuje neutrofilnu, trombocitnu i1 limfocitnu komponentu sistemskog upalnog odgovora (109—
111).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su povezanost hematoloskih upalnih omjera s prisut-
noS¢u DR, razvojem DME i ishodima intravitrealne anti-VEGF terapije, Sto upucuje na njiho-
vu mogucu prognosticku vrijednost u klinickoj procjeni takvih bolesnika. Rezultati istraziva-
nja upucuju na povezanost NLR i PLR s prisutnos¢u i tezinom DR, iako nalazi nisu potpuno
ujednaceni medu razli¢itim populacijama bolesnika (109, 110). Povezanost MLR i SII s razli-
¢itim stadijima DR takoder je opisana, ali njihova dijagnosticka vrijednost jos nije dovoljno
potvrdena u prospektivnim istrazivanjima i neovisnim populacijama bolesnika (111). Yeter i
suradnici istrazivali su povezanost omjera monocita i HDL-kolesterola (engl. monocyte to
high-density lipoprotein cholesterol ratio, MHR) 1 NLR s prisutnos¢u DME te s ranim odgo-
vorom na anti-VEGF lijecenje. Njihovi rezultati upucuju na mogucu prognosticku vrijednost

tih pokazatelja, ali ne dokazuju njihovu samostalnu klinicku primjenjivost (112). Povezanost
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serumskih biomarkera i odgovora na intravitrealnu anti-VEGF terapiju ispitivana je i u dru-
gim istrazivanjima. PocCetna vrijednost NLR bila je povezana s anatomskim i funkcionalnim
ishodima lijecenja ranibizumabom u bolesnika s DME (113). Karimi i suradnici analizirali su
povezanost broja leukocita, leukocitnih omjera i mokra¢ne kiseline s kratkorocnim odgovo-
rom na intravitrealni bevacizumab (114). Premda navedeni rezultati podrzavaju daljnje istra-
zivanje sistemskih upalnih pokazatelja, raspolozivi dokazi jo$ nisu dovoljni da bi se NLR,
MLR, MHR, PLR ili SII smatrali sigurnim prediktorima odgovora na anti-VEGF terapiju
(112—-114). Medutim, unato¢ sve vec¢em broju dokaza o ulozi sistemske upale u DME, jos uvi-
jek nije u potpunosti razjasnjeno mogu li jednostavni hematoloski upalni omjeri predvidjeti
rani anatomski i1 funkcionalni odgovor na intravitrealnu anti-VEGF terapiju, osobito na beva-
cizumab.

Osim navedenih serumskih biomarkera, istrazuju se biomarkeri povezani s metaboli-
¢kom regulacijom, lipidnim metabolizmom i funkcijom endotela. Medu njima se istice vita-
min D, topiv u mastima, koji zbog svoje steroidne strukture i nac¢ina djelovanja ima obiljezja
hormona (115). Organizam ga moze dobiti hranom, a moZe ga i sam stvarati pri izlaganju ko-
ze suncevoj svjetlosti. Pod utjecajem UVB zracenja, 7-dehidrokolesterol u kozi pretvara se u
previtamin Ds, iz kojeg zatim nastaje vitamin Ds. Da bi postao bioloski aktivan, vitamin Ds
prolazi dvije uzastopne pretvorbe: u jetri nastaje 25-hidroksivitamin Ds (25(OH)Ds), njegov
glavni oblik u krvi, a u bubrezima se pretvara u 1,25-dihidroksivitamin Ds (1,25(OH).Ds), od-
nosno kalcitriol (116). Osim u regulaciji metabolizma kalcija i koStane homeostaze sudjeluje
u modulaciji imunosnog odgovora, oksidativnog stresa i vaskularne funkcije (117). Receptori
za vitamin D prisutni su u brojnim imunoloskim i vaskularnim stanicama, a nedostatak vita-
mina D povezuje se s pojacanom ekspresijom proupalnih medijatora, endotelnom disfunkci-
jom i poremecajem angiogeneze (117). Prema brojnim istrazivanja, manjak vitamina D mo-
gao bi biti povezan s povecanim rizikom razvoja DR, iako patofizioloski mehanizmi jo§ nisu
potpuno razjasnjeni. Zoppini i suradnici utvrdili su znacajnu povezanost izmedu koncentracije
25-hidroksivitamina D [25(OH)D] u serumu i ucestalosti DR (118). Sli¢an nalaz objavili su
Alcubierre 1 suradnici; bolesnici s uznapredovalom DR imali su nize koncentracije 25(OH)D
od bolesnika bez DR (119). Velika metaanaliza takoder je povezala manjak vitamina D s ve-
¢im rizikom od DR u osoba s T2DM (120). Ipak, nisu sve objavljene studije suglasne: Xiao i
suradnici nisu potvrdili povezanost koncentracije vitamina D i razvoja DR (121). Nadalje, in-
dijsko istrazivanje Reddyja i suradnika naslo je povezanost statusa vitamina D s dijabetesom,
ali ne 1 posebno s DR (122). NiZe koncentracije vitamina D u serumu u pojedinim su istrazi-

vanjima povezivane i s prisutnos¢u DME. Pretpostavlja se da bi vitamin D mogao utjecati na
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upalne procese 1 promjene krvnih zila mreznice, no sama povezanost ne dokazuje da njegov
manjak uzrokuje DME (123). Ispitivan je i dodatak vitamina D uz intravitrealnu primjenu be-
vacizumaba: jedno randomizirano istrazivanje zabiljezilo je moguce poboljSanje vidne oStrine
1 smanjenje debljine srediSnjeg dijela makule, dok drugo nije naslo statisti¢ki znacajnu razliku
u vidnoj oStrini izmedu skupina (124, 125).

Poremecaji metabolizma lipida predstavljaju dodatnu mogucéu poveznicu izmedu sis-
temskih metabolickih promjena i oSte¢enja mreznice. Apolipoprotein B (ApoB) glavna je
strukturna komponenta aterogenih lipoproteinskih Cestica, ukljucuju¢i LDL (engl. low density
lipoprotein) 1 VLDL (engl. very low density lipoprotein) kolesterol, pa njegova koncentracija
priblizno odrazava njihov ukupan broj. Nasuprot tome, apolipoprotein Al (ApoAl) glavni je
proteinski sastojak HDL (engl. high density lipoprotein) kolesterola i sudjeluje u obrnutom
prijenosu kolesterola iz perifernih tkiva prema jetri. ApoAl se povezuje i1 s antioksidativnim,
protuupalnim 1 endotelnim zastitnim ucincima (126, 127). Omjer ApoB/ApoAl zbog toga se
moze promatrati kao pokazatelj ravnoteZze izmedu aterogenih i zastitnih lipoproteinskih me-
hanizama. Sustavni pregled istrazivanja o lipidima i apolipoproteinima pokazao je da su kon-
centracije ApoAl i ApoB u pojedinim populacijama snaznije povezane s prisutnoscu ili tezi-
nom DR nego tradicionalni parametri lipidnog profila (128). Sasongko i suradnici takoder su
opisali povezanost nizih koncentracija ApoAl i visih koncentracija ApoB, odnosno nepovolj-
nijeg omjera ApoB/ApoAl, s DR (129). Njihova vrijednost u predvidanju odgovora DME na
anti-VEGF lijecenje jos nije dovoljno istrazena.

Dosadasnja istrazivanja uglavnom su pojedinacno analizirala upalne, metabolicke ili
lipidne pokazatelje. Medutim, klini¢ka heterogenost DR i DME vjerojatno proizlazi iz medu-
sobnog djelovanja viSe patofizioloskih mehanizama. Upravo zato postoji potreba za integrati-
vnim pristupom koji ¢e povezati sistemske biomarkere upale i klinicke manifestacije bolesti,
ukljucujuci prisutnost retinopatije, stupanj mikrovaskularnog ostecenja 1 odgovor na lijecenje.
Takav pristup moze pridonijeti ne samo boljem razumijevanju patogeneze bolesti nego i raz-

voju preciznijih modela stratifikacije bolesnika.
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1.5. Katestatin

Kromogranin A (engl. chromogranin A, CgA) je neuroendokrini polipeptid iz obitelji
granina i nalazi se u sekretornim granulama endokrinih, neuroendokrinih i neuronskih stanica
(130). Osobito je zastupljen u kromafinim stanicama srzi nadbubrezne Zlijezde i simpatickim
neuronima, u kojima se pohranjuje zajedno s katekolaminima (131). Siroka distribucija CgA u
razli¢itim stani¢nim populacijama, ukljucuju¢i endotelne stanice, kardiomiocite, makrofage i
stanice Langerhansovih otoc¢i¢a, dodatno upucéuje na njegovu kompleksnu ulogu (132). Nje-
govom proteolitiCkom razgradnjom nastaje viSe bioloski aktivnih peptida, medu kojima se na-
laze pankreastatin, vazostatin, B-granin, parastatin i katestatin. Ti peptidi mogu imati razlicite
ucinke na autonomnu, metaboli¢ku, kardiovaskularnu i imunolosku funkciju (130, 132). Te-
meljem toga, CgA i njegovi razgradni produkti, kao biomarkeri mjerljivi u perifernoj cirkula-
ciji, imaju potencijalnu dijagnosti¢ku 1 prognosticku ulogu u ¢itavome spektru patoloskih sta-
nja (133).

Katestatin (engl. catestatin, CST), kao razgradni produkt CgA, je peptid sastavljen od
dvadeset jedne aminokiseline, koji utjeCe na autonomnu funkciju u ¢ovjeka djelujuéi kao in-
hibitor oslobadanja katekolamina. CST djeluje kao endogeni nekompetitivni antagonist neu-
ronskih nikotinskih acetilkolinskih receptora (engl. nicotinic acetylcholine receptor, nAChR).
Blokira ulazak Na* i posljedi¢éno Ca** u stanicu, ¢ime sprjecava depolarizaciju i sekreciju ka-
tekolamina. Na taj nacin sudjeluje u autokrinoj negativnoj povratnoj sprezi kojom se ograni-
Cava prekomjerna aktivnost simpatoadrenalnog sustava (134—136). lako periferno djeluje
simpatoinhibitorno, u srediSnjem zivéanom sustavu ima prokolinergi¢ni uc¢inak te inhibira ot-
pustanje neuropeptida Y i ATP iz kromafinih granula (135). Osim regulacije sekrecije kateko-
lamina, eksperimentalna istrazivanja CST pripisuju u€inke na endotelnu funkciju, metaboli-
zam glukoze i lipida, upalni odgovor, angiogenezu i funkciju miokarda (136, 137). Zbog tak-
vog raspona djelovanja CST se istrazuje kao potencijalni biomarker u kardiovaskularnim bo-
lestima, ukljucujuéi arterijsku hipertenziju, koronarnu bolest, sr¢ano zatajenje i poremecaje
src¢anog ritma (138-140). U bolesnika s fibrilacijom atrija utvrdene su vise serumske koncen-
tracije CST nego u zdravih kontrolnih ispitanika, uz povezanost s pojedinim pokazateljima te-
zine bolesti (140). PoviSene koncentracije opisane su i u muskaraca s opstrukcijskom apnejom
tijekom spavanja, stanjem obiljeZenim poja¢anom simpatickom aktivacijom 1 intermitentnom
hipoksijom (141). Budu¢i da su ta istrazivanja pretezno presjecna, njihovi rezultati pokazuju
povezanost, ali ne dokazuju uzro¢nu ulogu CST niti njegovu samostalnu dijagnosticku vrijed-

nost. Povezanost CST s pretiloS¢u i metabolizmom glukoze takoder je predmet istrazivanja. U
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djece i1 adolescenata s pretilos¢u zabiljeZzene su nize serumske koncentracije CST nego u kon-
trolnih ispitanika normalne tjelesne mase (142). U eksperimentalnim modelima pokazano je
da CST moze poticati sintezu glikogena, ali se ti rezultati ne mogu izravno prenijeti na osobe
s T2DM bez dodatne klinicke potvrde (143). Promijenjene koncentracije serumskog CST opi-
sivane su i1 u bolesnika s bubreznim zatajenjem, upalnim bolestima crijeva te reumatskim ar-
tritisom (144-146). CST ima vaznu ulogu u regulaciji metabolickih, upalnih i vaskularnih
procesa ukljucenih u patogenezu T2DM. CST djeluje protuupalno i inzulin- senzitivizirajuce,
dok su njegove snizene razine povezane s inzulinskom rezistencijom, pojacanom glukoneoge-
nezom 1 metabolickom disregulacijom (147). Muntjewerff i suradnici su otkrili da CST poka-
zuje imunomodulatornu i protuupalnu ulogu kroz regulaciju kemotaksije i migracije leukocita.
Pronadeno je da inhibira migraciju monocita i neutrofila prema upalnim kemokinima CCL2,
CXCL2 i IL-8 te smanjuje infiltraciju makrofaga u inflamatorna tkiva u in vitro 1 in vivo mo-
delima (148). U eksperimentalnom modelu pretilosti 1 inzulinske rezistencije u miseva prim-
jena CST bila je povezana sa smanjenjem nakupljanja makrofaga u jetri i slabljenjem lokal-
nog upalnog odgovora. Istodobno su zabiljezeni smanjena hepati¢ka proizvodnja glukoze i
poboljsana osjetljivost na inzulin (149). Time CST moze imati ulogu u ograni¢avanju kronic-
ne upale, koja je jedno od kljucnih obiljezja T2DM 1 njezinih vaskularnih komplikacija. Au-
tonomna disfunkcija, kroni¢na upala, ostecenje endotela i poremecaj mikrocirkulacije zajed-
nicki su elementi T2DM 1 njegovih vaskularnih komplikacija. Budu¢i da CST moze djelovati
na nekoliko navedenih procesa, postoji osnova za istrazivanje njegove povezanosti s DR. I-
pak, zasad nije utvrdeno odrazavaju li promjene u serumskim razinama CST samu prisutnost
T2DM ili razvoj mikrovaskularnih komplikacija poput DR. Dodatno, novija istrazivanja upu-
¢uju na mogucu ulogu CST u fiziologiji oka i retinalnoj neurovaskularnoj regulaciji. Eksperi-
mentalno je pokazano da CST moze potaknuti proliferaciju 1 migraciju endotelnih stanica i
angiogenezu u ishemijskim tkivima mehanizmom ovisnim o osnovnom fibroblastnom ¢imbe-
niku rasta (engl. basic fibroblast growth factor, bFGF) te modulirati retinalnu neuronsku sig-
nalizaciju (150). Katestatin je takoder pronaden i u amakrinim stanicama mreZnice te vidnim
zivcima oka Stakora §to dodatno potvrduje moguci znacaj CST u fiziologiji oka (151).
Raspolozivi dokazi stoga pruzaju opravdanu osnovu za istrazivanje CST u dijabetickoj
bolesti mreznice, ali nisu dovoljni da bi ga se smatralo potvrdenim biomarkerom DR. Ispiti-
vanje njegovih koncentracija u zdravih osoba, bolesnika s T2DM bez retinopatije i bolesnika s

T2DM i razvijenom DR mozZe pridonijeti razjasnjenju patogeneze DR.
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2. CILJEVIIHIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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2.1. Ciljevi i hipoteze istrazivanja ,,Utjecaj serumskih biomarkera na rani odgovor
DME na intravitrealnu primjenu bevacizumaba*
Glavni cilj istrazivanja je:
1. Ispitati odnos izmedu serumskih biomarkera iz periferne krvi, ukljucuju¢i NLR, MLR,
PLR, SII, vitamin D, ApoAl, ApoB i omjer ApoB/ApoAl, s ranim terapijskim

odgovorom na intravitrealnu primjenu bevacizumaba u bolesnika s DME i NPDR.

Sporedni ciljevi istrazivanja su:

1. Ispitati odnos NLR, MLR, PLR, SII, razina vitamina D te ApoAl i ApoB i njihovog
omjera ApoB/ApoAl s promjenama centralne debljine makule i vidne oStrine nakon triju
intravitrealnih injekcija bevacizumaba;

2. Procijeniti prediktivnu vrijednost NLR, MLR, PLR 1 SII u razlikovanju bolesnika s
povoljnim ranim terapijskim odgovorom od bolesnika bez povoljnog odgovora na
lijecenje;

3. Ispitati povezanost serumskih upalnih indeksa, vitamina D te ApoAl i ApoB te njihovog

omjera ApoB/ApoAl sa stupnjem NPDR.

Iz navedenih ciljeva proizlaze sljedece hipoteze:

1. Pocetne vrijednosti NLR, MLR, PLR 1 SII su negativni prediktori ranog odgovora na
intravitrealnu primjenu bevacizumaba u bolesnika s DME 1 NPDR;

2. Ispitanici s viSim pocetnim vrijednostima NLR, MLR, PLR i SII imaju loSiji terapijski
odgovor DME na intravitrealnu primjenu bevacizumaba;

3. Omjer ApoB/ApoAl bit ¢e znacajno nizi u ispitanika koji imaju bolju rezoluciju DME i
bolju vidnu ostrinu nakon tri intravitrealne injekcije bevacizumaba;

4. Serumska koncentracija vitamina D ¢e biti znaCajno niza u ispitanika s tezim stupnjem
NPDR u odnosu na ispitanike s umjerenim stupnjem NPDR.

5. Ve¢i omjer ApoB/ApoAl imat ¢e ispitanici s tezim stupnjem NPDR u odnosu na

ispitanike s umjerenim stupnjem NPDR.
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2.2. Ciljevii hipoteze istrazivanja ,,Serumske razine katestatina u zdravih kontrola te

u bolesnika s T2DM s i bez klinicke slike DR*

Glavni cilj istrazivanja je:

1.

Usporediti serumske koncentracije katestatina izmedu bolesnika s T2DM 1 dobno i spolno

usporedivih zdravih kontrolnih ispitanika.

Sporedni ciljevi istrazivanja su:

1.

Usporediti serumske razine CST unutar skupine bolesnika oboljelih od T2DM s i bez
razvijene klinicke slike DR;

Ispitati povezanost serumskih koncentracija CST s arterijskom hipertenzijom u bolesnika
oboljelih od T2DM;

Ispitati povezanost serumske koncentracije CST sa stupnjem tezine NPDR.

Iz navedenih ciljeva proizlaze sljedece hipoteze:

1.

Serumska koncentracija katestatina bit ¢e znacajno veca kod ispitanika s T2DM u odnosu
na zdravu kontrolnu skupinu ispitanika;

Serumska koncentracija CST bit ¢e znacajno veca u ispitanika oboljelih od T2DM i DR u
usporedbi s ispitanicima s T2DM, ali bez DR;

Serumska koncentracija CST bit ¢e znacajno veca u ispitanika s arterijskom hipertenzijom
u odnosu na ispitanike bez arterijske hipertenzije;

Ispitanici s tezim stupnjem NPDR imat ¢e vece serumske koncentracije CST u odnosu na

ispitanike s blazim stupnjem NPDR.
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3. ISPITANICII POSTUPCI
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3.1. Istrazivanje ,,Utjecaj serumskih biomarkera na rani odgovor DME na intravitre-

alnu primjenu bevacizumaba*
3.1.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno kao prospektivna opservacijska klinicka studija na
bolesnicima s T2DM, NPDR i DME lije¢enima na Klinici za ocne bolesti Klinickog
bolnickog centra Split od ozujka 2022. godine do ozujka 2023. godine. Istrazivanje je
odobreno od strane Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Split (Klasa: 500-03/18-
01/83; Urbroj: 2181-147/01/06/M.S.-22-03) te provedeno u skladu s etiCkim principima
Helsinske deklaracije. Svi ispitanici su prije ukljuivanja u istrazivanje informirani o
postupcima i ciljevima istrazivanja te su potpisali informirani pristanak.

Istrazivanje je provedeno u suradnji Klinike za o¢ne bolesti i Zavoda za medicinsko
laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Split. Potencijalnim ispitanicima za
istrazivanje pristupilo se prilikom prijema na Kliniku za o¢ne bolesti, prije primjene prve
intravitrealne injekcije bevacizumaba. Nakon S§to je im je objaSnjena svrha i ciljevi
istrazivanja, svi ispitanici su potpisali informirani pristanak za sudjelovanje. Nakon detaljnog
uzimanja anamnestickih podataka te izvrSenog oftalmoloSkog pregleda i1 dijagnostickih
postupaka, ukljueni su ispitanici koji zadovoljavaju kriterije ukljucenja. Potom je
uzorkovana venska krv radi odredivanja serumskih parametara od interesa. Uzorci krvi su
dostavljeni 1 analizirani u Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog
bolnickog centra Split.

U istrazivanje je ukljuceno 78 bolesnika starijih od 18 godina koji boluju od T2DM,
NPDR i DME i koji su lijeCeni intravitrealnim injekcijama bevacizumaba na Klinici za o¢ne
bolesti, KBC Split. Kriteriji ukljucenja bili su: dob > 18 godina, dijagnosticirana T2DM,
prisutna NPDR, prisutan DME potvrden OCT makule, indicirano lijeCenje intravitrealnim
injekcijama bevacizumaba. Iz istrazivanja su iskljuceni ispitanici s: PDR, epiretinalnom
membranom (ERM) ili vitreoretinalnom trakcijom, vitrealnim zamucenjima ili kataraktom
koja onemogucuje adekvatan pregled fundusa, ranijom vitreoretinalnom kirurgijom ili
laserskom fotokoagulacijom, operacijom oka unutar posljednjih Sest mjeseci, akutnim
upalnim bolestima oka (konjunktivitis, blefaritis, uveitis), glaukomom, prisutnoscu
silikonskog ulja u oku, sistolickim krvnim tlakom > 180 mmHg ili dijastolickim tlakom > 110
mmHg, nedavnim tromboembolijskim dogadajima (unutar posljednja tri mjeseca), primjenom
sistemskih kortikosteroida ili nadomjesne terapije vitaminom D, primjenom intraokularne

anti-VEGF terapije ili periokularnih/intravitrealnih steroida unutar posljednja tri mjeseca.
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3.1.2. Postupci

Svi ispitanici prosli su detaljan klinicki 1 oftalmoloski pregled koji je ukljucivao:

o uzimanje anamneze i demografskih podataka;

o mjerenje tjelesne mase, visine i izracun BMI;

o mjerenje arterijskog krvnog tlaka;

. odredivanje BCVA pomocu Snellenove tablice;

. biomikroskopski pregled prednjeg segmenta oka;

. mjerenje intraokularnog tlaka;

. pregled o¢ne pozadine nakon farmakoloske dilatacije zjenica tropikamidom i

fenilefrinom koriste¢i nekontaktnu lecu jakosti 90D,
. opticku koherentnu tomografiju makule za procjenu centralne debljine makule

(engl. central macular thickness- CMT) i volumena makule (engl. macular volume- MV).

Stupanj DR odreden je prema medunarodnoj klinickoj ljestvici International Clinical
Diabetic Retinopathy Disease Severity Scale (85). Prisutnost DME te centralna debljina
makule procjenila se pomocu uredaja CIRRUS® 6000 OCT (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany).

Uzorci periferne venske krvi prikupljeni su u jutarnjim satima nataste nakon 8—12 sati
gladovanja prije primjene prve intravitrealne injekcije bevacizumaba. U Zavodu za
medicinsko laboratorijsku dijagnostiku analizirani su se sljede¢i parametri:

° kompletna i diferencijalna krvna slika (iz koje su izracunati NLR, MLR, PLR);

o SII izracunat prema formuli: SII = neutrofili % trombociti / limfociti;

° glukoza u krvi (GUK), hemoglobin Alc (HbAlc), CRP, sedimentacija (SE),
procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate, eGFR),
urea, kreatinin, elektroliti;

° lipidni profil,

° vitamin D;

o apoAl i apoB.

Dio uzoraka analiziran je neposredno nakon uzorkovanja, dok je dio centrifugiran
tijekom 20 minuta pri 2000 okretaja u minuti i temperaturi od 4 °C. Nakon centrifugiranja
izdvojeni su alikvoti seruma koji su do analize bili pohranjivani u zamrzivacu na —80 °C.
HematoloSki parametri su odredeni na analizatoru ADVIA 21201 (Siemens AG, Erlangen,

Njemacka). CRP je odreden imunoturbidimetrijskom metodom na analizatoru Architect
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c16200. Ukupni kolesterol, HDL kolesterol, LDL kolesterol i trigliceridi obradeni su
standardnim biokemijskim metodama na analizatoru Abbott Architect c16200 (Abbott,
Chicago, SAD). Serumske koncentracije apolipoproteina Al i B odredene su koristeci
reagense za analizu APOAT (ACN 168) 1 APOBT (ACN 151) (Roche diagnostics GmbH) na
analizatoru Cobas C501 prema uputstvima proizvodaca. Nabava kompleta reagensa za
laboratorijsko odredivanje apolipoproteina Al i apolipoproteina B financirana je sredstvima
doktorskog studija TRIBE (7ranslational Research in Biomedicine) Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu.

Svi ispitanici primili su tri uzastopne intravitrealne injekcije bevacizumaba (Avastin®,
Genentech, SAD) u dozi od 1,25 mg/0,05 mL u mjese¢nim intervalima. Terapijski odgovor
procijenjen je Cetiri tjedna nakon posljednje intravitrealne injekcije bevacizumaba na temelju
promjene centralne debljine makule na OCT te promjene BCVA.

Terapijski uspjeh definiran je kao smanjenje centralne debljine makule za najmanje
10% na optickoj koherentnoj tomografiji i poboljSanje BCVA za jedan ili viSe redaka po
Snellenovoj tablici, procijenjeno cetiri tjedna nakon posljednje intravitrealne aplikacije
bevacizumaba.

U bolesnika s obostranim DME u osnovnu analizu je uklju¢eno oko koje je pokazalo
bolji terapijski odgovor. U dodatnu analizu uklju¢ene su sve o€i koje su zadovoljavale
kriterije ukljucivanja, primile tri mjesecne intravitrealne injekcije bevacizumaba te imale
dostupno pocetno i zavrSno mjerenje. U toj je analizi oko predstavljalo jedinicu analize, dok
je bolesnik definiran kao klaster radi uzimanja u obzir povezanosti izmedu ociju istoga
bolesnika. Podaci prikupljeni tijekom svakog posjeta biljeZzeni su u zaseban istrazivacki
obrazac 1 pohranjeni u pseudonimiziranom obliku, uz dodjeljivanje jedinstvene
identifikacijske oznake svakom ispitaniku. Digitalni podatci ¢uvani su na internom racunalu
uz sigurnosnu kopiju na vanjskom tvrdom disku. Podatci neée biti javno dostupni jer ¢e se dio

skupa podataka koristiti za daljnja istrazivanja.

Dijagram tijeka istrazivanja

Istrazivanje se provodilo prema sljede¢em hodogramu:

—

. identifikacija i ukljucivanje ispitanika;

. informiranje ispitanika i potpisivanje informiranog pristanka;

2

3. uzimanje anamneze, uz klini¢ki i oftalmoloski pregled,

4. potvrdivanje prisutnosti DME i odredivanje tezine NPDR;
5

. uzimanje uzoraka krvi i laboratorijska analiza biomarkera;
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6. primjena triju intravitrealnih injekcija bevacizumaba;
7. kontrolni pregled i procjena terapijskog odgovora;

8. statisticka analiza podataka.
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Bolesnici s T2DM-om, NPDR-om i DME-om
(N = 88)

Iskljuceni 5 el S - -
ispitanici (N = 10) Informiranje ispitanika i potpisivanje

informiranog pristanka (N = 78)
« nisu zadovoljili
kriterije uklju¢enja
« zadovoljili su
kriterije iskljucenja Uzimanje anamnesti¢kih podataka te poéetni
« odbili su klini¢ki i oftalmoloski pregled
sudjelovanje

Venepunkcija prije prve injekcije i
laboratorijska analiza biomarkera

Tri intravitrealne injekcije bevacizumaba
u mjesecnim intervalima

Kontrolni oftalmoloski pregled cetiri tjedna
nakon trece injekcije i procjena terapijskog odgovora

BCVA i OCT makule (CMT)
smanjenje CMT-a = 10 % i poboljSanje BCVA = 1 redak

Unos i priprema podataka

Statisticka analiza podataka

Slika 3. Dijagram tijeka istrazivanja.



3.1.3. Statisti¢ki postupci

Statisticka analiza provedena je koriStenjem programa MedCalc Statistical Software
verzija 20.113 (MedCalc Software BV, Ostend, Belgium), GraphPad Prism verzija 9.4.1 za
Windows (GraphPad, La Jolla, CA, USA) i IBM SPSS Statistics, verzija 30 (IBM Corp., Ar-
monk, NY, SAD). Kategorijske varijable prikazane su kao apsolutne frekvencije 1 postotci,
dok su kontinuirane varijable prikazane kao srednja vrijednost i standardna devijacija ili me-
dijan 1 interkvartilni raspon, ovisno o distribuciji podataka. Normalnost distribucije podataka
procijenila se Shapiro-Wilkovim testom. Za usporedbu kontinuiranih varijabli izmedu dviju
skupina koriSten je Studentov t-test ili Mann-Whitney U test, dok je za usporedbu viSe skupi-
na koriSten ANOVA ili Kruskal-Wallis test. Povezanost izmedu koncentracija biomarkera 1
klini¢kih parametara procjenjena je Spearmanovom korelacijskom analizom. Neovisni predik-
tori dijabeticne retinopatije i1 terapijskog odgovora procjenjivani su multivarijabilnom regre-
sijskom analizom. Prediktivna vrijednost biomarkera za odgovor na anti-VEGF terapiju proci-
jenjena je ROC analizom. Multivarijabilna logisticka regresijska analiza primijenjena je kako
bi se ispitalo jesu li NLR, MLR, PLR i SII neovisno povezani s terapijskim odgovorom nakon
prilagodbe za dob, spol, trajanje Secerne bolesti 1 koncentraciju C-reaktivnog proteina. Svaki
upalni biomarker analiziran je u zasebnom multivarijabilnom modelu. Rezultati logisticke re-
gresijske analize prikazani su omjerima izgleda, pripadaju¢im 95 %-tnim intervalima pouzda-
nosti i p-vrijednostima. Multivarijabilna linearna regresijska analiza primijenjena je za proc-
jenu neovisne povezanosti pojedinih biomarkera s promjenom srediSnje debljine makule na-
kon lije¢enja. Rezultati su prikazani regresijskim koeficijentima, pripadaju¢im 95 %-tnim in-
tervalima pouzdanosti i p-vrijednostima. Multikolinearnost je procijenjena faktorom inflacije
varijance.

Naposljetku je provedena dodatna analiza primjenom linearnih mijeSanih modela, u
koju su ukljuceni podatci svih dostupnih ociju, kako bi se u obzir uzela uparena struktura po-
dataka, odnosno Cinjenica da su za neke ispitanike dostupni podaci za oba oka. Na taj je nacin
uzeta u obzir korelacija izmedu ociju istog bolesnika u 27 ispitanika s bilateralnim DME. Pos-
totak promjene CMT 1 BCVA koriSteni su kao zavisne varijable, a modeli su prilagodeni za
dob, spol, duljinu trajanja bolesti i CRP. Modeli su procijenjeni metodom ograni¢ene maksi-
malne vjerodostojnosti (REML), uz kovarijacijsku strukturu slozene simetrije 1 Satterthwaite-
ovu aproksimaciju stupnjeva slobode. Povezanost upalnih pokazatelja s ukupnim terapijskim
odgovorom (promjena CMT i BCVA) analizirana je primjenom generaliziranih procjenskih

jednadzbi (engl. generalized estimating equations, GEE). PocCetno je bio ispitan logisticki
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mjesoviti model sa sluajnim odsjeCkom za bolesnika, ali zbog upitne pouzdanosti procjene
za daljnju analizu je koriSten slozeniji GEE. Primijenjeni su binomna distribucija, logit pove-
znica, radna korelacijska struktura s jednakim korelacijama i robustne standardne pogreske.
Izradena su Cetiri zasebna modela, svaki s jednakim upalnim pokazateljem- NLR, PLR, MLR
1 SII- te zajednicki model sa sva Cetiri pokazatelja. Svi modeli sadrzavali su odsjecak 1 bili pri-
lagodeni za dob, spol, trajanje dijabetesa i CRP. Prikazani su regresijski koeficijenti (j3), ro-
bustne standardne pogreske (SE) i p-vrijednosti Waldovih testova, a omjeri izgleda (OR) do-
biveni su eksponenciranjem koeficijenata. Razina statisticke znacajnosti postavljena je na
p<0,05.

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 78 ispitanika. Takva veli¢ina uzorka smatrala se
primjerenom za analizu povezanosti ispitivanih biomarkera s prisutno$¢u bolesti i terapijskim
odgovorom te je usporediva s prethodno objavljenim istrazivanjima sli¢cnog dizajna. Naknad-
na procjena pokazala da je takva veli¢ina uzorka dostatna za detekciju srednje veli¢ine ucinka

uz razinu statisticke znacajnosti od 0,05 i snagu od 80%.
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3.2. Istrazivanje ,Serumske razine katestatina u zdravih kontrola te u bolesnika s

T2DM s i bez klini¢ke slike DR*
3.2.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno kao presjecno istrazivanje s unaprijed definiranim
skupinama. Istrazivanje je provedeno na Klinici za o¢ne bolesti Klinickog bolni¢kog centra
Split u suradnji sa Zavodom za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku te Katedri za
patofiziologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu u razdoblju od kolovoza 2023.
godine do kolovoza 2024. godine. Protokol istrazivanja odobrilo je Eticko povjerenstvo
Klini¢kog bolni¢kog centra Split (odobrenje klasa: 500-03/18-01/83; urudzbeni broj: 2181-
147/01/06/LJ.Z.-23-06). Prije uklju¢ivanja u istraZivanje svi ispitanici potpisali su pisani
informirani pristanak. IstraZivanje je provedeno u skladu s eti¢kim nacelima medicinskih
istrazivanja definiranim Helsinskom deklaracijom.

U ovo istrazivanje ukljuceno je ukupno 150 ispitanika; 91 bolesnik sa Se¢ernom bole-
S¢u tipa 2 te 59 zdravih kontrolnih ispitanika. Medu bolesnicima s T2DM, 63 bolesnika imala
su NPDR, dok u 28 bolesnika nisu utvrdeni klini¢ki znakovi DR. Bolesnici s T2DM konseku-
tivno su uklju¢ivani medu bolesnicima pregledanima u oftalmoloskoj ambulanti tijekom raz-
doblja istrazivanja. Prije uklju¢ivanja procijenjeno je zadovoljavaju li unaprijed definirane
kriterije ukljucivanja i isklju¢ivanja. Zdravi kontrolni ispitanici takoder su uklju¢ivani medu
ispitanicima pregledanima u oftalmoloSkoj ambulanti. Pri njihovu odabiru primijenjeni su isti
kriteriji isklju¢ivanja kao i u skupinama bolesnika s T2DM. Svi ispitanici dobrovoljno su pot-
pisali pisani informirani pristanak te su prije uklju¢ivanja bili upoznati s ciljevima 1 postupci-
ma istrazivanja. Svi ispitanici bili su stariji od 18 godina, imali indeks tjelesne mase manji od
35 kg/m? te su najmanje tri mjeseca prije ukljucivanja uzimali stabilnu medikamentoznu tera-
piju. Kriteriji isklju¢ivanja bili su akutna sistemska ili o¢na infekcija odnosno upala, aktivna
kardiovaskularna bolest, kroni¢na bubrezna ili jetrena bolest, maligne bolesti, primjena lije-
kova za koje je poznato da utjeCu na koncentraciju katestatina (primjerice kortikosteroidi),
zamucenja staklovine ili klinicki znacajna katarakta koja onemogucuje pregled o¢ne pozadine,
PDR, prethodna vitreoretinalna kirurgija ili laserska fotokoagulacija te operacija oka unutar
prethodnih Sest mjeseci.

Dijagnoza T2DM je postavljena prema kriterijima Americkog dijabetoloskog drustva
(engl. American diabetes association, ADA) (152). Dijagnoza T2DM je potvrdena ako je bio
zadovoljen barem jedan od sljede¢ih kriterija: HbAlc > 6,5%, glukoza nataste > 7,0 mmol/L

ili aktualna primjena oralnih antidijabetika i/ili inzulinske terapije neovisno o trenutacnim la-
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boratorijskim vrijednostima. Arterijska hipertenzija definirana je prema kriterijima Europskog
kardioloskog drustva (engl. European Society of Cardiology, ESC) i Europskog drustva za hi-
pertenziju (engl. European Society of Hypertension, ESH) kao sistolicki arterijski tlak > 140
mmHg i/ili dijastolicki tlak > 90 mmHg mjeren u mirovanju (153). Takoder, svi ispitanici koji
su koristili antihipertenzivnu terapiju smatrani su hipertonicarima neovisno o aktualnim vrije-

dnostima arterijskog tlaka.
3.2.2. Postupci

Kod svih ispitanika provedena je detaljna anamneza i oftalmoloski pregled. Pregleda-
na je 1 dostupna medicinska dokumentacija radi prikupljanja relevantnih klini¢kih podataka.
Tjelesna masa i visina odredeni su pomocu kalibrirane medicinske vage s integriranim stadi-
ometrom (Seca, Birmingham, UK), a BMI je izracunat kao omjer tjelesne mase u kilogrami-
ma 1 kvadrata tjelesne visine u metrima. Krvni tlak je mjeren standardnim tlakomjerom Ries-
ter Big Ben (Rudolf Riester GmbH, Jungingen, Germany). Mjerenje je provedeno nakon §to
je ispitanik najmanje deset minuta mirovao u sjede¢em polozaju, a za analizu je koriStena sre-
dnja vrijednost dvaju uzastopnih mjerenja.

U svih ispitanika ucinjen je kompletan oftalmoloski pregled koji je uklju¢ivao odredi-
vanje BCVA pomocu Snellenove tablice, pregled prednjeg segmenta oka, mjerenje intraoku-
larnog tlaka, pregled o¢ne pozadine, fundus fotografiju pomoc¢u Canon digitalne retinalne ka-
mere CX-1® te OCT makule. OCT snimanje provedeno je uredajem CIRRUS® 6000 OCT
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). U skupini bolesnika bez DR pri oftalmoloSkom pregledu
nisu pronadeni klinicki znakovi DR. Kod bolesnika s DR tezina bolesti procijenjena je prema
medunarodnoj klasifikaciji International Clinical Diabetic Retinopathy and Diabetic Macular

Edema Disease Severity Scale (33).
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Slika 4. Primjer fundus fotografije bolesnika s NPDR snimljene Canon digitalnom retinalnom

kamerom CX-1®
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Uzorci venske krvi uzimani su u jutarnjim satima nakon no¢nog gladovanja u trajanju
od 8 do 12 sati. Serum je odvojen centrifugiranjem i pohranjen na —80°C do trenutka analize.
Koncentracije katestatina odredene su komercijalnim ELISA testom (EK-053-27CE, EIA kit,
Phoenix Pharmaceuticals Inc., Burlingame, CA, SAD) prema uputama proizvodaca na auto-
matskom biokemijskom analizatoru (Beckman Coulter Inc., Miami, FL, SAD) u Zavodu za
medicinsko laboratorijsku dijagnostiku. Prema tehnickim specifikacijama testa, osjetljivost
metode za katestatin iznosila je 0,05 ng/mL, uz linearni raspon detekcije od 0,05 do 0,92
ng/mL 1 ukupni mjerni raspon od 0 do 100 ng/mL. Intraanaliticki koeficijent varijacije bio je
manji od 10%, dok je ukupna varijabilnost metode bila manja od 15%. Laboratorijsko osoblje
bilo je zaslijepljeno za klinicku pripadnost ispitanika. Rutinski biokemijski parametri odredi-

vani su standardnim automatiziranim laboratorijskim metodama.

Dijagram tijeka istrazivanja
Istrazivanje se provodilo prema sljede¢em hodogramu:
1. 1identifikacija i ukljucivanje ispitanika;
2. potpis informiranog pristanka;
3. uzimanje anamneze, klinicki i oftalmoloski pregled;
4. podjela ispitanika u 3 skupine:
a) zdravi kontrolni ispitanici;
b) bolesnici s T2DM bez DR;
c) bolesnici s T2DM i1 DR;
5. snimanje fundus fotografije i OCT makule;
6. venepunkcija i prikupljanje bioloSkih uzoraka za laboratorijske analize;

7. statisticka analiza podataka.
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Potpisivanje
informiranog

pristanka

Probir ispitanika;
N=167

Iskljucivanje ispitanika:
- nezadovoljavanje kriterija istrazivanja

- odbijanje sudjelovanja u istrazivanju

N=17

Zdrave kontrole
ispitanika

Uzimanje anamneze,
oftalmolo3ki pregled,
fundus fotografija i OCT
makula

Venepunkcija

Unos i priprema svih
prikupljenih
podataka

Statisticka analiza
podataka

Slika 5. Dijagram tijeka istrazivanja.

Ispitanici s T2DM
bez DR

Uzimanje anamneze,
oftalmoloski pregled,
fundus fotografija i
OCT makula

Venepunkcija

Unos i priprema svih
prikupljenih podataka

Statisticka analiza

podataka

Ispitanici s T2DM i
DR

Uzimanje anamneze,
oftalmoloski pregled,
fundus fotografija i
OCT makula

Venepunkcija

Unos i priprema svih
prikupljenih podataka

Statisticka analiza
podataka
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3.2.3. Statisti¢ki postupci

Statisticka analiza provedena je uporabom programa SPSS verzije 20 (IBM Corp.).
Shapiro—Wilkovim testom utvrdeno je statisticki znacajno odstupanje vecine varijabli od
normalne distribucije. Sukladno tome, numericke varijable prikazane su kao medijan 1 inter-
kvartilni raspon (IQR), dok su kategorijske varijable prikazane kao apsolutne i relativne frek-
vencije. Za usporedbu numerickih varijabli izmedu dviju skupina koriSten je Mann—Whitney
U test. Multipla linearna regresijska analiza koriStena je za odredivanje neovisnih prediktora
koncentracije katestatina. Rezultati regresijske analize prikazani su kao nestandardizirani re-
gresijski koeficijenti () uz 95%-tne intervale pouzdanosti. Svi statisticki testovi bili su dvos-
mjerni, a statisticka znacajnost definirana je vrijednos¢u p < 0,05. Procjena veli¢ine uzorka
provedena je na temelju rezultata pilot-istrazivanja koje je ukljucivalo 10 bolesnika sa Secer-
nom boleS¢u tipa 2 1 10 zdravih kontrolnih ispitanika. Primarni ishod istrazivanja bila je se-
rumska koncentracija katestatina. Usporedbom srednjih vrijednosti katestatina izmedu skupi-
na, uz pretpostavljenu dvosmjernu pogresku tipa I od 0,05 i ciljanu snagu istrazivanja od 80%,
izraCunata je minimalna potrebna veliina uzorka za detekciju klinicki znacajne razlike izme-

du ispitivanih skupina.
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4. REZULTATI

45



4.1. Rezultati istrazivanja ,,Utjecaj serumskih biomarkera na rani odgovor DME na

intravitrealnu primjenu bevacizumaba*

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 78 bolesnika s T2DM, NPDR i DME. Prosjecna
dob ispitanika iznosila je 67,2 + 8,6 godina, a 36 (46%) ispitanika bile su Zene. Prosjecno
trajanje T2DM iznosilo je 17,4 + 10,1 godinu. AH je bila prisutna u 59 (75,6%), a kroni¢no
zatajenje bubrega u 18 (23,1%) ispitanika. Zenski spol i AH bili su znaajno ¢es¢i u skupini
ispitanika bez terapijskog uspjeha u usporedbi sa skupinom ispitanika koji su dobro
odgovorili na intravitrealnu terapiju (p=0,044 1 p=0,006) (Tablica 2). Nije utvrdena statisticki
znaCajna razlika izmedu skupina u dobi, trajanju T2DM, BMI, eGFR, lipidnom profilu,
glikemijskoj regulaciji izrazenoj vrijedno$¢u HbA Ic niti primjeni antidijabeti¢ke terapije, Sto
se moze vidjeti iz Tablice 2. Terapijski uspjeh nakon triju intravitrealnih injekcija
bevacizumaba postignut je u 40 (51,3%) bolesnika, dok 38 (48,7%) bolesnika nije zadovoljilo

unaprijed definirane kriterije terapijskog uspjeha.
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Tablica 2. Bazalne karakteristike ispitivanih skupina podijeljenih na temelju terapijskog

odgovora na intravitrealnu terapiju bevacizumabom.

Skupina ispita- Skupina ispita-
.. Svi ispitanici nika s terapij- nika bez terapij- p-
Varijable skim uspjehom skog uspjeha vrijednost
(N=178) (N=40) (N=38)

Dob 67,2+8,6 67,4 +74 67,0+9,8 0,848 *
Zene, N (%) 36 (46) 14 (35) 22 (58) 0,044 +
PusSenje, N (%) 20 (26) 12 (30) 8 (21) 0,369
Trajanje T2DM (godine) 17,4+ 10,1 17,6 £10,1 17,1 £10,2 0,847 *
Arterijska hipertenzija, N (%) 59 (75,6) 25 (62,5) 34 (89,5) 0,006 +
§r((:)21)cno bubreZno zatajenje, 18 (23.1) 9.(22.5) 9.(23.7) 0.902 +
eGFR (mL/min/1.73 m?) 67,9+23,4 67,7+23.3 68,1 +£23,7 0,941 *
BMI (kg/m?) 26,9 (25,5-29,4) 26,3 (25,0-29,2) 27,6 (25,9-29,8) 0,143
HbAlc (%) 7,5 (6,6-8,4) 7,6 (6,6-8,6) 7,4 (6,4-8,0) 0,345
HDL kolesterol (mmol/L) 1,3 (1,1-1,6) 1,3 (1,0-1,5) 1,4 (1,1-1,6) 0,609 1
LDL kolesterol (mmol/L) 2,4 (1,6-3,1) 2,3 (1,5-2,9) 2,5(1,8-3,2) 0,522 %
Apo Al (g/L) 1,49 £0,28 1,47 £0,27 1,50 £ 0,29 0,609 *
Apo B (g/L) 0,93 £0,25 0,93 £0,25 0,94 £ 0,25 0,769 *
Apo B/Apo Al 0,62 (0,50-0,74) 0,62 (0,51-0,72) 0,62 (0,48-0,74) 1,000
Neutrofili (x10%/L) 4,6+1,2 42+09 49+1,3 0,006 *
Limfociti (x10°/L) 2,1+0,6 2,2+0,5 1,9+0,6 0,031 *
Monociti (x10°/L) 0,49+0,14 0,48 £0,11 0,51+0,17 0,466 *
Trombociti (x10°/L) 229 (186-259) 226 (175-267) 235 (193-258) 0,628 1
NLR 1,96 £ 0,67 2,03 +£0,70 2,80 + 1,08 <0,001 *
MLR 0,22 £ 0,06 0,23 £ 0,06 0,28 £0,10 0,011 *
PLR 103,6 £37,1 107,4 £37,3 135,8 £58,0 0,013 *
SII 423,9+163,9 4453+ 166,3 675,3+334,0 <0,001 *
Monociti/Apo Al omjer 0,35 (0,26-0,42) 0,33 (0,26-0,41) 0,34 (0,26-0,42) 0,873 1
HDL kolesterol/Apo B omjer 1,4 (1,1-1,9) 1,4 (1,1-1,9) 1,4 (1,1-1,9) 0,893
Vitamin D (nmol/L) 49,3 (38,8-67,5) 46,4 (27,9-63,4) 52,1 (41,4-70,6) 0,225 1
Terapija, N (%)

Statini 49 (62,8) 26 (65,0) 23 (60,5) 0,685 T
Peroralni hipoglikemici 65 (83,3) 32 (80,0) 33 (86,8) 0,421 §
Inzulin 41 (52,6) 20 (50,0) 21 (55,3) 0,644 §
GLP-1RA 9(11,5) 4 (10,0) 5(13,2) 0,665

*Studentov t-test. THi-kvadrat test. fMann—Whitneyjev U test. Podaci su prikazani kao

srednja vrijednost £ standardna devijacija, medijan (interkvartilni raspon, IQR) ili broj (%).

Popis kratica: eGFR (engl. estimated glomerular filtration rate)- procijenjena glomerularna

filtracija; BMI (engl. body mass indeks)- indeks tjelesne mase; HbAIc -hemoglobin Alc; HDL

(engl. high density lipoprotein) kolesterol- kolesterol visoke gustoce; LDL (engl. low density
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lipoprotein) kolesterol- kolesterol niske gustoce; Apo Al- apolipoprotein A1; Apo B-
apolipoprotein B; Apo B/Apo Al- omjer apolipoproteina B i apolipoproteina A1; NLR (engl.
neutrophil to lymphocyte ratio)- neutrofilno- limfocitni omjer;, MLR (engl. monocyte to
lymphocyte ratio)- monocitno-limfocitni omjer; PLR (engl. platelet to lymphocyte ratio)-
trombocitno- limfocitni omjer, SII (engl. systemic immune-inflammation index)- sistemski
imunoupalni indeks; Monociti/apo Al omjer- omjer monocita i apolipoproteina A1; HDL
kolesterol/ApoB- omjer kolesterola visoke gustoce i apolipoproteina B; GLP-1RA (engl.
glucagone like peptide 1 receptor agonist)- agonisti receptora glukagonu slicnog peptida 1.

Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Vrijednosti upalnih indeksa NLR (2,03 + 0,70 naspram 2,80 + 1,08; p<0,001), MLR
(0,23 £ 0,06 naspram 0,28 + 0,10; p=0,011), PLR (107,4 £ 37,3 naspram 135,8 + 58,0;
p=0,013) 1 SII (445,3 + 166,3 naspram 675,3 + 334,0; p<0,001) znacajno su se razlikovale
izmedu skupina ispitanika s i bez terapijskog uspjeha. Osim razlika u navedenim upalnim
indeksima, iz Tablice 3. je vidljivo da su se skupine ispitanika znacajno razlikovale i prema
pocetnoj CMT (p=0,032), BCVA (p=0,020) te broju prethodnih anti-VEGF injekcija
(p=0,038). Ispitanici s terapijskim uspjehom imali su loSiju pocetnu BCVA. Pocetna CMT
bila je znacajno veca u ispitanika s boljim odgovorom na anti-VEGF terapiju. Ista skupina
ispitanika prethodno je primila staticki zna¢ajno manji broj anti-VEGF injekcija u odnosu na
ispitanike bez terapijskog uspjeha, 2 (0—4) prema 3 (0-6; p=0,038). Izmedu skupina nisu

utvrdene znacajne razlike u pseudofakiji, morfoloskom tipu DME ni stupnju NPDR.
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Tablica 3. Oftalmoloske karakteristike ispitivanih skupina.

Skupina Skupina
ispitanika s ispitanika bez
Varijable Svi ispitanici teral.)ijskim terapijskog _p-
(N=78) uspjehom uspjeha vrijednost
(N=40) (N=38)
Pocetna BCVA (logMAR) 0,40 (0,30-1,00) 0,56 (0,35-1,30) 0,35 (0,22-0,70) 0,020
Konac¢na BCVA (logMAR) 0,35 (0,20-0,70) 0,35 (0,18-0,65) 0,33 (0,22-0,70) 0,409%
ABCVA (IogMAR) 0’03’502’18 - 0,1550(’1(0),)48 - 0’000508506 T <0001
Pocetna CMT (um) 421 (352-481) 460 (370-504) 409 (350-448) 0,032
Kona¢na CMT (um) 372 (303-430) 344 (291-391) 404 (334-450) 0,006
ACMT (um) —44 (—88 - —14) —88 (—137 - —65) -12(-23-7) <0,001%
Pseudofakija, N (%) 18 (23,1) 8(20,0) 10 (26,3) 0,511t
Tip makularnog edema, N
(%)
CME 41 (52,6) 23 (57,5) 18 (47,4)
SLDRT 34 (43,6) 15 (37,5) 19 (50,0) 0,549+
SRF 3(3.,8) 2(5,0) 1(2,6)
Broj prethodnih antiVEGF
J P injekeiia 3 (0-5) 2 (0-4) 3 (0-6) 0,038
Stadij DR, N (%)
Umjerena NPDR 58 (74,4) 33 (82,5) 25 (65,8) 0,093+
Teska NPDR 20 (25,6) 7(17,5) 13 (34,2) ’

7 Hi-kvadrat test. | Mann—Whitney U test. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = stan-
dardna devijacija, medijan (interkvartilni raspon, IQR) ili broj (%). Podebljane su statisticki

znacajne p-vrijednosti.

Popis kratica: Pocetna BCVA (engl. best corrected visual acuity)- pocetna najbolje korigira-
na vidna ostrina; konacna BCVA- konacna najbolje korigirana vidna ostrina; ABCVA- prom-
jena najbolje korigirane vidne ostrine izmedu zavrsnog i pocetnog mjerenja; pocetna CMT
(engl. central macular thickness)- pocetna centralna debljina makule; konacna CMT- konac-
na centralna debljina makule; ACMT- promjena centralne debljine makule izmedu zavrsnog i
pocetnog mjerenja; CME- cistoidni makularni edem; SLDRT (engl. sponge-like diffuse retinal
thickening)- spuzvasto difuzno zadebljanje retine; SRF (engl. subretinal fluid)- subretinalna
tekucina; umjerena NPDR- umjerena neproliferativna dijabeticka retinopatija,; teska NPDR-

teSka neproliferativna dijabeticka retinopatija.
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Serumske koncentracije ApoAl i ApoB te omjer ApoB/ApoAl nisu se znacajno razli-
kovali izmedu skupina ispitanika s i bez terapijskog uspjeha. Medijan omjera ApoB/ApoAl
iznosio je 0,62 (0,51-0,72) u skupini ispitanika s terapijskim uspjehom u odnosu na 0,62
(0,48-0,74) u skupini ispitanika bez terapijskog uspjeha (p=1,000). Nije utvrdena ni znacajna
razlika izmedu skupina u koncentraciji serumskog vitamina D.

Ispitanici s teskim stupnjem NPDR imali su znac¢ajno visi omjer ApoB/ApoAl u uspo-
redbi s ispitanicima s umjerenim stupnjem NPDR; 0,70 (0,57—-0,87) naspram 0,61 (0,49-0,72;
p=0,049) (Slika 6A). Nadalje, ispitanici s teSkim stupnjem NPDR imali su zna¢ajno nize se-
rumske koncentracije vitamina D u usporedbi s ispitanicima s umjerenim stupnjem NPDR
(40,05 (25,95-55,30) nmol/L naspram 52,45 (43,10-70,60) nmol/L; p=0,025) (Slika 6B). Su-
kladno tome, utvrdena je slaba negativna korelacija izmedu serumske koncentracije vitamina
D i omjera ApoB/ApoAl (r=—0,224; p=0,049) (Slika 7). Razlike u razli¢itim ispitivanim vari-
jablama izmedu pojedinih stupnjeva tezine NPDR prikazane su u Tablici 4. Nije pronadena

statisticki znacajna razlika u vrijednostima NLR, MLR, PLR i SII s obzirom na tezinu NPDR.
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Slika 6. (A) Usporedba omjera apolipoproteina B i Al izmedu razli€itih stupnjeva tezine
NPDR. (B) Usporedba serumskih vrijednosti vitamina D izmedu razli¢itih stupnjeva tezine
NPDR.

Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). *Mann—Whitney U test.
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Popis kratica: Omjer ApoB/ApoA - omjer apolipoproteina B i apolipoproteina Al; umjerena
NPDR- umjerena neproliferativna dijabeticka retinopatija; teSka NPDR- teska

neproliferativna dijabeticka retinopatija.

r=-0,224, P = 0,049*

150 =

100 =

Vitamin D (ng/mL)
o
o
[ |

0,0 0,5 1,0
ApoB/ApoA1

Slika 7. Korelacija izmedu serumskih vrijednosti vitamina D i omjera ApoB/ApoAl.
*Spearmanov koeficijent korelacije.

Popis kratica: ApoB/ApoAl- omjer apolipoproteina B i Al.

Ispitanici s teSkim stupnjem NPDR imali su i znacajno nizi omjer HDL-kolesterola i
ApoB u odnosu na ispitanike s umjerenim stupnjem NPDR; 1,10 (0,89-1,60) naspram 1,54
(1,17-1,98; p=0,012). Vrijednosti NLR, MLR, PLR i SII, kao ni omjer monocita i ApoAl,
nisu se statisticki znacajno razlikovali izmedu ispitanika s umjerenim i teSkim NPDR (Tablica

4).
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Tablica 4. Razlike u ispitivanim varijablama izmedu pojedinih stupnjeva tezine NPDR.

Stupanj teZine NPDR

Varijable p-vrijednost*
Umjerena NPDR Teska NPDR
HDL

1,54 (1,17-1,98) 1,10 (0,89-1,60) 0,012

kolesterol/ApoB
Monociti/ApoAl 0,32 (0,25-0,39) 0,36 (0,27-0,43) 0,243
NLR 2,45+1,05 2,26 £0,73 0,465
MLR 0,25+ 0,09 0,27 £0,10 0,334
PLR 124,1 £ 47,5 112,9 + 58,0 0,396
S1I 579,7 +£290,8 492,5 +262,1 0,240

*Mann—Whitney U test.

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija ili medijan

(interkvartilni raspon), ovisno o distribuciji podataka.

Popis kratica: NPDR- neproliferativna dijabeticka retinopatija;, ApoB/ApoAl- omjer

apolipoproteina B i apolipoproteina A1; HDL (engl. high density lipoprotein)

kolesterol/apoB- omjer kolesterola visoke gustoce i apolipoproteina B; Monociti/ApoAI-
omjer monocita i apolipoproteina A1, NLR (engl. neutrophil to lymphocyte ratio)-

neutrofilno- limfocitni omjer; MLR (engl. monocyte to lymphocyte ratio)- monocitno-

limfocitni omjer, PLR (engl. platelet to [ymphocyte ratio)- trombocitno- limfocitni omjer, SII

(engl. systemic imunne inflamation index)- sistemski imuno-upalni indeks.

Multivarijatne linearne regresijske analize pokazale su da su viSe vrijednosti NLR,

PLR, MLR i SII povezane s manjim smanjenjem CMT nakon intravitrealne primjene

bevacizumaba, neovisno o dobi, spolu, trajanju Sec¢erne bolesti 1 koncentraciji CRP (Tablica

5).
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Tablica S. Univarijatni i multivarijatni linearni regresijski modeli za odabrane biomarkere

kao prediktore promjene CMT nakon intravitrealne terapije bevacizumabom.

Univarijatni regresijski model Multivarijatni regresijski model
Varijable r-korelacijski
p-vrijednost B+ SE p-vrijednost
koeficijent
NLR 0,48 <0,001 7,58 £ 1,59 <0,001
MLR 0,49 <0,001 98,4+ 179 <0,001
PLR 0,35 0,002 0,11+0,03 0,002
SHI 0,47 <0,001 0,03 + 0,01 <0,001

Sve multivarijatne linearne regresijske analize provedene su zasebno za svaki analizirani
omjer (NLR, MLR, PLR i SIl) te su prilagodene kovarijantama dobi, spola, C-reaktivnog

proteina i trajanja bolesti. Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Popis kratica: CMT (engl. central macular thickness)- centralna debljina makule; NLR (engl.
neutrophil to lymphocyte ratio)- neutrofilno- limfocitni omjer; MLR (engl. monocyte to
lymphocyte ratio)- monocitno- limfocitni omjer, PLR (engl. platelet to lymphocyte ratio)-
trombocitno- limfocitni omjer; SII (systemic imunne inflamation index)- sistemski imuno-
upalni indeks, - standardizirani beta koeficijent; SE (engl. standard error)- standardna

pogreska.

Analizom ROC (engl. receiver operating characteristics) krivulja otkriveno je da su
NLR, PLR, MLR i SII znac¢ajni prediktori odgovora na terapiju bevacizumabom u bolesnika s
NPDR i DME (Slika 8). Medu analiziranim pokazateljima, NLR je pokazao najveéu povrSinu
ispod ROC krivulje (AUC 0,778; 95% CI 0,669-0,864; p<0,001), Sto upucuje na njegovu naj-
vecu diskriminacijsku sposobnost u predvidanju odgovora na intravitrealnu terapiju bevaci-
zumabom.

Nadalje, multivarijatnom logistickom regresijskom analizom potvrdeno je da svi na-
vedeni indeksi ostaju statisticki znacajni 1 nakon prilagodbe za dob, spol, trajanje bolesti 1

koncentraciju C-reaktivnog proteina (Tablica 6).
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Korelacije izmedu promjene CMT i odabranih biomarkera prikazane su u Tablici 7.
Signifikantna negativna korelacija je utvrdena za pocetni CMT (r=-0,310; p=0,001) i pocetnu
BCVA (r=-0,224; p=0,031).
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Slika 8. ROC analiza prediktora odgovora na intravitrealnu terapiju bevacizumabom u boles-

nika s DME.

Popis kratica: ROC (engl. receiver operating characteristics); NPDR- neproliferativna dija-
beticka retinopatija; NLR (engl. neutrophil- lymphocyte ratio)- neutrofilno- limfocitni omjer;,
MLR (engl. monocyte- lymphocyte ratio)- monocitno- limfocitni omjer;, PLR (engl. platelet-
lymphocyte ratio)- trombocitno- limfocitni omjer; SII (systemic imunne inflamation index)- si-
stemski imuno-upalni indeks; AUC (engl. area under the curve)- povrsina ispod krivulje; CI

(engl. confidence interval)- interval pouzdanosti.
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U odvojenim multivarijatnim logistickim regresijskim modelima, prilagodenima za
dob, spol, trajanje Secerne bolesti i CRP, viSe vrijednosti svih Cetiriju upalnih indeksa bile su

povezane s manjom vjerojatnoscu terapijskog uspjeha (Tablica 7).

Tablica 6. Multivarijatni logisti¢ki regresijski model za odabrane biomarkere kao prediktore

terapijskog odgovora na intravitrealnu terapiju bevacizumabom.

Multivarijatni model

Varijable
OR (95% CI) p-vrijednost
NLR 0,297 (0,138-0,642) 0,002
MLR 0,001 (0,001-0,240) 0,017
PLR 0,987 (0,977-0,998) 0,018
SHI 0,996 (0,994-0,999) 0,002

Sve multivarijatne logisticke regresijske analize provedene su zasebno za svaki analizirani
omjer (NLR, MLR, PLR i SIl) te su prilagodene kovarijantama dobi, spola, koncentracije C-

reaktivnog proteina i trajanja bolesti. Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Popis kratica: NLR (engl. neutrophil to lymphocyte ratio)- neutrofilno- limfocitni omjer; MLR
(engl. monocyte to lymphocyte ratio)- monocitno- limfocitni omjer, PLR (engl. platelet to
lymphocyte ratio)- trombocitno- limfocitni omjer; SII (systemic imunne inflamation index)- si-
stemski imuno-upalni indeks; OR (engl. odds ratio)- omjer izgleda, CI (engl. confidence in-

terval) - interval pouzdanosti.
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Tablica 7. Korelacija izmedu promjene CMT nakon intravitrealne terapije bevacizumabom i

odabranih biomarkera.

Varijable r-koeficijent korelacije* p-vrijednost
Pocetna BCVA -0,224 0,031
Pocetni CMT -0,310 0,001
Trajanje T2DM 0,072 0,530
Pocetni HbAlc -0,080 0,489
Vitamin D 0,105 0,288
ApoB/ApoAl 0,052 0,586
HDL/ApoB -0,083 0,466
Monociti/ApoAl 0,173 0,130

* Spearmanov koeficijent korelacije. Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Popis kratica: BCVA (engl. best corrected visual acuity)- najbolje korigirana vidna ostrina;
CMT (engl. central macular thickness)- centralna debljina makule; T2DM (engl. type 2 dia-
betes mellitus)- Secerna bolest tipa 2; HbAIc- hemoglobin Alc; ApoB/ApoAl- omjer apolipo-
proteina B i apolipoproteina A1; HDL (engl. high density lipoprotein)/apoB- omjer kolestero-

la visoke gustoce i apolipoproteina B; Monociti/ApoA l- omjer monocita i apolipoproteina

Al

Dodatnom analizom, u koju su ukljuceni podaci svih 105 ociju (od 78 ispitanika njih
27 je imalo bilateralne DME), kompozitni terapijski odgovor zabiljeZen je u 38 ociju (36,2%).
U univarijatnim linearnim mjeSovitim modelima viSe vrijednosti NLR, PLR, MLR 1 SII bile
su statisticki znacajno povezane s postotnom promjenom CMT i BCVA (p<0,001). Nakon
prilagodbe modela za dob, spol, trajanje Secerne bolesti i CRP, samo je MLR ostao statisticki
znacajno povezan s postotnom promjenom CMT (B=62,45 + 19,87; p=0,002). Povezanost SII
s promjenom CMT bila je grani¢ne statisticke znacajnosti (f=0,02 + 0,01; p=0,063), dok NLR

1 PLR nisu bili znac¢ajno povezani s ovim ishodom (Tablica 8).
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Tablica 8. Linearni univarijatni mjeSoviti modeli povezanosti ispitivanih biomarkera s prom-
jenom CMT i BCVA nakon intravitrealne terapije bevacizumabom, uz ukljucivanje svih dos-

tupnih ociju.

CMT BCVA
Varijable
p+SE p-vrijednost p+SE p-vrijednost
NLR 8,55+ 1,47 <0,001 16,49 + 3,73 <0,001
PLR 0,13 +0,03 <0,001 0,26 +£0,08 0,001
MLR 95,57 + 16,63 <0,001 172,2 £42,29 <0,001
SII 0,03 +0,01 <0,001 0,05 +0,01 <0,001

Svaki upalni indeks analiziran je u zasebnom linearnom mjesovitom modelu, uz ukljucivanje
slucajnog ucinka ispitanika radi uzimanja u obzir povezanosti ociju istoga bolesnika. Podeb-

ljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Popis kratica: NLR (engl. neutrophil to lymphocyte ratio)- neutrofilno- limfocitni omjer; MLR
(engl. monocyte to lymphocyte ratio)- monocitno- limfocitni omjer, PLR (engl. platelet to
lymphocyte ratio) - trombocitno- limfocitni omjer, SII (engl. systemic immune-inflammation
index)- sistemski imunoupalni indeks; p — nestandardizirani regresijski koeficijent; SE (engl.

standard error) — standardna pogreska.

U multivarijatnim linearnim mijeSovitim modelima nijedan od Cetiriju upalnih indeksa
nije bio statisticki znacajno povezan s postotnom promjenom BCVA, iako je za MLR zabilje-

zen trend povezanosti (p=89,78 + 52,80; p=0,094) (Tablica 9).
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Tablica 9. Linearni multivarijatni mjeSoviti modeli povezanosti ispitivanih biomarkera s
promjenom CMT i BCVA nakon intravitrealne terapije bevacizumabom, uz ukljuc¢ivanje svih

dostupnih ociju.

CMT BCVA
Varijable
B = SE p-vrijednost B+ SE p-vrijednost
NLR 2,17+2,46 0,382 8,97+ 6,61 0,180
PLR -0,07 + 0,06 0,214 0,06 £ 0,15 0,677
MLR 62,45+ 19,87 0,002 89,78 £ 52,8 0,094
SII 0,02 £ 0,01 0,063 0,001 + 0,03 0,932

U modele je ukljucen slucajni ucinak ispitanika radi uzimanja u obzir povezanosti izmedu oci-

Jju istoga bolesnika. Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Popis kratica: CMT (engl. central macular thickness) — sredisnja debljina makule; BCVA
(engl. best corrected visual acuity) — najbolje korigirana vidna ostrina;, NLR (engl. neutrophil
to lymphocyte ratio)- neutrofilno- limfocitni omjer; MLR (engl. monocyte to lymphocyte ra-
tio)- monocitno- limfocitni omjer; PLR (engl. platelet to lymphocyte ratio)- trombocitno- lim-
focitni omjer; SII (systemic imunne-inflamation index)- sistemski imuno-upalni indeks,  — ne-

standardizirani regresijski koeficijent; SE (engl. standard error) — standardna pogreska.

U zasebnim GEE modelima, prilagodenima za dob, spol, trajanje dijabetesa i CRP, vi-
Se vrijednosti NLR, PLR, MLR 1 SII bile su povezane s manjim izgledima dobrog terapijskog
odgovora (p<0,001, p=0,043, p=0,001, p=0,001) (Tablica 10). Porast NLR za jednu jedinicu
je bio povezan s priblizno 80% manjim izgledima dobrog terapijskog odgovora (OR=0,20;
95% CI 0,09-0,43). U multivarijatnom modelu NLR je zadrZzao negativnu povezanost s tera-
pijskim odgovorom (OR=0,20; 95% CI 0,05-0,75; p=0,017), dok PLR, MLR 1 SII nisu bili
statisticki znacajni nakon medusobne prilagodbe (p=0,120, p=0,244, p=0,511). Model s NLR
imao je najnize vrijednosti informacijskih kriterijja medu ispitivanim modelima
(QIC=113,681; QIC=114,643), a ukljucivanje svih pokazatelja nije poboljSalo te kriterije
(QIC=115,316; QIC=117,686). Nalazi podupiru konzistentnu povezanost visih vrijednosti

NLR s manjim izgledima dobrog terapijskog odgovora u ovom uzorku.
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Tablica 10. Univarijatni i multivarijatni GEE modeli povezanosti upalnih indeksa s kompozi-

tnim terapijskim odgovorom nakon intravitrealne terapije bevacizumabom.

Univarijatni Multivarijatni
Varijable
B+ SE p-vrijednost B+ SE p-vrijednost
NLR -1,62+ 0,39 <0,001 -1,60 + 0,67 0,017
PLR -0,01 + 0,004 0,043 0,02 £ 0,01 0,120
MLR -10,47 + 3,19 0,001 -5,65 + 4,86 0,244
S -0,003 + 0,0009 0,001 -0,001 + 0,002 0,511

Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Popis kratica: GEE (engl. generalized estimating equations) — generalizirane procjenjivacke
jednadzbe; NLR (engl. neutrophil to lymphocyte ratio)— neutrofilno-limfocitni omjer; MLR
(engl. monocyte to lymphocyte ratio)— monocitno-limfocitni omjer, PLR (engl. platelet to
lymphocyte ratio)— trombocitno-limfocitni omjer; SII (engl. systemic immune-inflammation
index)— sistemski imunoupalni indeks, [ — regresijski koeficijent; SE (engl. standard error)—

standardna pogreska.
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4.2. Rezultati istraZivanja ,,Serumske razine katestatina u zdravih kontrola te u boles-

nika s T2DM s i bez klini¢ke slike DR

U istrazivanje je ukljuc¢eno ukupno 150 ispitanika, od ¢ega 91 bolesnik sa T2DM (28

dijabeticara bez znakova DR 1 63 dijabeticara s NPDR) i1 59 zdravih kontrolnih ispitanika.

Osnovna obiljezja ispitanika prikazana su u Tablici 11.

Tablica 11. Osnovne karakteristike ispitivanih skupina.

Svi ispitanici

Zdrave kontrole Ispitanici s T2DM
Varijable p-vrijednost
(N=59) (N=91)

Muskarci, N (%) 33 (56) 56 (61) 0,521t
Dob (godine) 65 (60-70) 69 (61-74) 0,008%
BMI (kg/m?) 27 (25-30) 28 (26-30) 0,284%

AH, N (%) 38 (64) 70 (77) 0,152+
Ispitanici s T2DM
Ispitanici bez DR Ispitanici s DR
Varijable p-vrijednost
(N=28) (N=63)

Muskarci, N (%) 24 (85) 32 (50) 0,437t
Dob (godine) 71 (65-77) 68 (59-73) 0,047%
BMI (kg/m?) 29 (27-31) 27 (25-30) 0,025%

AH, N (%) 22 (79) 51 (81) 0,651t

Trajanje T2DM (godi-
10 (5-18) 17 (10-25) 0,002}

ne)

HbAlc (%) 7 (6-8) 7 (7-8) 0,172%
eGFR (ml/min/1.73m?) 82 (70-93) 75 (56-86) 0,030+
BCVA DO (Snellen) 0,9 (0,5-1,0) 0,4 (0,1-0,5) <0,001%
BCVA LO (Snellen) 0,8 (0,4-0,9) 0,4 (0,3-0,5) <0,001%
CMT DO (um) 259 (242-283) 413 (351-486) <0,001%
CMT LO (pm) 259 (239-280) 439 (370-479) <0,001%

7Hi-kvadrat test. fMann—Whitneyjev U test. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost +

standardna devijacija, medijan (interkvartilni raspon, IQR) ili broj (%). Podebljane su

statisticki znacajne p-vrijednosti.

60



Popis kratica: T2DM (engl. type 2 diabetes mellitus)- Secerna bolest tipa 2; BMI (engl. body
mass index)- indeks tjelesne mase; AH- arterijska hipertenzija; DR- dijabeticka retinopatija,
HbAlc- hemoglobin Alc; eGFR (engl. estimated glomerular filtration rate)- procijenjena br-
zina glomerularne filtracije; BCVA (engl. best corrected visual acuity)- najbolje korigirana

vidna ostrina; CMT (engl. central macular thickness)- centralna debljina makule; DO- desno

oko; LO- lijevo oko.

Pri usporedbi serumskih koncentracija CST izmedu bolesnika s T2DM 1 zdravih kon-
trolnih ispitanika nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Zdravi kontrolni ispitanici imali su
medijan koncentracije CST od 16 ng/mL (IQR 8-23), dok je u bolesnika s T2DM medijan iz-
nosio 14 ng/mL (IQR 8-26) (p=0,693) (Tablica 12).

Ispitanici s T2DM bez DR imali su medijan koncentracije CST od 10 ng/mL (IQR 7—
25), dok su ispitanici s DR imali znacajno viSe vrijednosti od 14 ng/mL (IQR 10-26;
p=0,034) (Tablica 12).

Tablica 12. Vrijednosti katestatina po ispitivanim skupinama.

Skupina N CST (ng/ml) p-vrijednost

Svi ispitanici

Zdrave kontrole 59 16 (8-23)
0,693%
Ispitanici s T2DM 91 14 (8-26)
Kontrolna skupina- usporedba prema AH
Bez AH 21 6 (3-8)
<0,001%
S AH 38 20 (16-28)
Ispitanici s T2DM- usporedba prema DR
Bez DR 28 10 (7-25)
0,034%
S DR 63 14 (10-26)

IMann—Whitneyjev U test. Podaci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon, IQR).

Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Popis kratica: AH- arterijska hipertenzija, T2DM (engl. type 2 diabetes mellitus)- Secerna
bolest tipa 2; DR- dijabeticka retinopatija.
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Zdravi kontrolni ispitanici bez AH imali su najnize koncentracije CST, s medijanom
od 6 ng/mL (IQR 3-8) (Tablica 12), dok su ispitanici s T2DM bez AH imali znacajno vise
koncentracije CST, koje su iznosile 11 ng/mL (IQR 7-19; p= 0,004) (Tablica 13).

Tablica 13. Vrijednosti katestatina prema prisutnosti arterijske hipertenzije i Se¢erne bolesti

tipa 2.
Skupina N CST (ng/ml) p-vrijednost
Svi ispitanici- usporedba prema AH
Bez AH 42 8 (5-14)
<0,001%
S AH 108 18 (10-28)
Ispitanici bez AH- usporedba prema T2DM
Bez T2DM 21 6 (3-8)
0,004
S T2DM 21 11(7-19)

IMann—Whitneyjev U test. Vrijednosti su prikazane kao medijan (interkvartilni raspon, IQR).

Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

Popis kratica: CST- katestatin, AH- arterijska hipertenzija;, T2DM (type 2 diabetes mellitus)-

Secerna bolest tipa 2

U multivarijatnom linearnom regresijskom modelu primijenjenom na cjelokupnu po-
pulaciju ispitanika, AH identificirana je kao najjaci neovisni prediktor serumskih koncentraci-
ja CST. Nakon prilagodbe za T2DM, spol, dob 1 BMI, AH je bila pozitivho povezana sa zna-
¢ajno visSim koncentracijama CST (B=0,562; p<0,001), Sto odgovara priblizno trostruko viSim
vrijednostima u odnosu na normotenzivne ispitanike (Tablica 13). T2DM takoder je bila neo-
visni prediktor viSih koncentracija CST (B=0,385; p<0,001), iako je njezin ucinak bio slabiji
od uc¢inka AH.

Vazno je istaknuti da je interakcijski ¢lan T2DM x AH bio statisticki znacajan 1 nega-
tivan (B=—0,512; p<0,001), §to upucuje na to da je ucinak AH na koncentraciju CST znacajno
oslabljen unutar skupine ispitanika s T2DM (Tablica 14). Drugim rije¢ima, iako AH snazno
povecava koncentracije CST u opc¢oj populaciji, taj je ucinak manje izrazen u ispitanika s
T2DM, $§to pokazuje da zajednicki ucinci T2DM 1 AH nisu aditivni. Ovaj nalaz u skladu je s

deskriptivnim analizama koje su pokazale nerazmjerno visoke koncentracije CST u hiperten-

62



zivnih ispitanika bez Se¢erne bolesti. Model je pokazao dobru sposobnost objasnjavanja vari-
jabilnosti podataka (prilagodeni R?=0,301), a medu ukljucenim prediktorima nije utvrdena

znacajna kolinearnost.

Tablica 14. Multivarijatna linearna regresijska analiza.

Varijable Standardizirana f p-vrijednost*

Svi ispitanici

T2DM 0,385 <0,001
AH 0,562 <0,001
Spol -0,094 0,085
Dob 0,007 0,080
BMI 0,008 0,185
T2DM x AH -0,512 <0,001
Ispitanici s T2DM

AH 0,060 0,581

Spol -0,085 0,448

Dob 0,148 0,249

BMI 0,200 0,069

DR 0,251 0,028
HbAlc 0,062 0,558
LDL kolesterol -0,162 0,118
eGFR -0,183 0,122

Povezanost ispitivanih cimbenika s ishodnom varijablom analizirana je visestrukom linear-
nom regresijom. Rezultati su prikazani kao standardizirani regresijski koeficijenti (p) i pripa-

dajuce p-vrijednosti. Podebljane su statisticki znacajne p-vrijednosti.

* Statisticka znacajnost multivarijatnog regresijskog modela.

Popis kratica: T2DM (engl. type 2 diabetes mellitus)- Secerna bolest tipa 2; AH- arterijska
hipertenzija; BMI (engl. body mass index)- indeks tjelesne mase; T2DM (engl. type 2 diabetes
mellitus) x AH- interakcija Secerne bolesti tipa 2 i arterijske hipertenzije; DR- dijabeticka re-
tinopatija; HbAIc- hemoglobin Alc; LDL (engl. low density lipoprotein) kolesterol- koleste-
rol niske gustoce; eGFR (engl. estimated glomerular filtration rate)- procijenjena brzina

glomerularne filtracije.
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U multivarijatnom linearnom regresijskom modelu ogranicenom na ispitanike s
T2DM, kao prediktori su uklju¢eni AH, spol, dob, BMI, HbAlc, LDL kolesterol, eGFR te
prisutnost DR. Nakon potpune prilagodbe modela, DR pokazala se jedinim neovisnim predik-
torom serumskih koncentracija CST (=0,251; p=0,028) (Tablica 14).

Koncentracije CST nisu pokazale statisticki znacajnu razliku izmedu pojedinih stadija
NPDR (p=0,106). Medijani koncentracija bili su numericki visi u tezim stupnjevima NPDR,

ali navedena razlika nije dosegnula statisticku znacajnost.
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5. RASPRAVA
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5.1. Rasprava istrazivanja ,,Utjecaj serumskih biomarkera na rani odgovor DME na

intravitrealnu primjenu bevacizumaba*

Unato¢ znaCajnom napretku postignutom primjenom intravitrealne anti-VEGF
terapije, odgovor na navedenu terapiju medu bolesnicima s DME izrazito je heterogen. Dio
bolesnika postize brzo i izrazeno anatomsko i funkcionalno poboljSanje, dok je u drugih
terapijski odgovor nepotpun ili izostaje. Prepoznavanje jednostavnih i lako dostupnih
biomarkera koji bi mogli biti povezani s odgovorom na intravitrealnu anti-VEGF terapiju
stoga bi moglo imati klinicko znaCenje. U ovom prospektivnom istraZzivanju pocetne
vrijednosti hematoloskih upalnih indeksa NLR, MLR, PLR 1 SII bile su statisti¢ki znacajno
nize u ispitanika koji su nakon triju intravitrealnih injekcija bevacizumaba ostvarili definirani
terapijski uspjeh nego u onih koji ga nisu ostvarili. U zasebnim logistickim modelima, nakon
prilagodbe za dob, spol, trajanje Secerne bolesti 1 koncentraciju CRP, vise vrijednosti svakog
od Cetiriju indeksa bile su povezane s manjim izgledima ostvarivanja terapiskog uspjeha.
Nasuprot tome, nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u koncentracijama vitamina D i
apolipoproteina te omjeru ApoB/ApoA1l izmedu skupina s definiranim terapijskim uspjehom 1
bez njega. Nize koncentracije vitamina D 1 vi§i omjer ApoB/ApoA1 bili su povezani s tezim

stupnjem NPDR.

Povezanost hematoloskih upalnih indeksa s terapijskim ishodom moze se razmatrati u
okviru slozene patogeneze DME. Povec¢ana vaskularna propusnost i nakupljanje tekucine u
mreznici nastaju medudjelovanjem metabolickih, vaskularnih, upalnih 1 neuroglijalnih
procesa, pri ¢emu VEGF ima vaznu, ali ne isklju¢ivu ulogu (35, 36, 54-56). Brojna
istrazivanja pokazala su da se u staklovini i serumu bolesnika s DME nalaze poviSene
koncentracije razli¢itih proupalnih citokina, ukljucuju¢i IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1 i ICAM-1
(42, 45, 46, 54, 55). Stoga, povezanost hematoloskih upalnih indeksa s terapijskim
odgovorom moze biti u skladu s doprinosom sistemske upale dijabeti¢koj bolesti mreznice.
Medutim, bez istodobnog odredivanja intraokularnih upalnih medijatora nije moguce utvrditi
u kojoj mjeri ti indeksi odrazavaju lokalnu retinalnu upalu. Prethodna istrazivanja i
metaanalize povezivale su hematoloske upalne indekse s prisutno$c¢u i tezinom DR (109-111).
Nasi rezultati su u skladu s prethodnim istrazivanjima koja su takoder proucavala povezanost
hematoloskih upalnih pokazatelja s odgovorom DME na anti-VEGF terapiju. Yalinbas Yeter i
suradnici utvrdili su mogucu vrijednost NLR 1 omjera monocita i HDL-kolesterola u
predvidanju DME i ranog odgovora na anti-VEGF terapiju (112). Hu i suradnici pokazali su

povezanost pocetnog NLR s ishodom lijecenja ranibizumabom (113), dok su Karimi i
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suradnici potvrditi povezanost broja leukocita, leukocitnih omjera i klinickog ishoda nakon
primjene bevacizumaba (114). Novije istrazivanje Gu i suradnika je takoder povezalo viSe
vrijednosti istrazivanih upalnih indeksa s nepovoljnijim terapijskim odgovorom nakon
lijeCenja DME trima uzastopnim intravitrealnim injekcijama ranibizumaba (154). Dodatna
analiza podataka svih 105 ocCiju, uz uvazavanje povezanosti dvaju ociju istog bolesnika,
pruzila je precizniji uvid u kompozitni odgovor. U zasebnim prilagodenim GEE modelima
viSe vrijednosti NLR, PLR, MLR 1 SII bile su povezane s manjim izgledima terapijskog
uspjeha. Porast NLR za jednu jedinicu bio je povezan s priblizno 80 % manjim izgledima
terapijskog uspjeha (OR = 0,20; 95 % CI 0,09-0,43). U zajednickom modelu, u koji su
istodobno ukljuc¢ena sva cetiri indeksa, NLR je zadrzao statisticki znacajnu povezanost s
terapijskim odgovorom, dok PLR, MLR i SII nisu. Ovaj nalaz izdvaja NLR kao pokazatelj
koji je u analiziranom uzorku najdosljednije povezan s kompozitnim terapijskim odgovorom.
NLR je imao 1 najvecu povrSinu ispod ROC krivulje medu ispitivanim indeksima (AUC =
0,778; 95 % CI 0,669-0,864), Sto upucuje na umjerenu diskriminacijsku sposobnost u ovom
uzorku. Taj rezultat podupire njegovu mogucéu prognosticku vrijednost, ali sam po sebi nije
dovoljan za koriStenje u smislu samostalnog klinickog testa. Medutim, u kombinaciji s
klinickim statusom, pocetnom BCV A 1 CMT uvelike moze pridonijeti odredivanju terapijskog
odgovora na anti-VEGF terapiju.

U zasebnim multivarijabilnim linearnim modelima koji su ukljucivali jedno odabrano
oko po ispitaniku viSe vrijednosti svih Cetiriju indeksa bile su povezane s manjim smanjenjem
CMT, uz prilagodbu za dob, spol, trajanje Secerne bolesti i CRP. Medutim, u prilagodenim
mjeSovitim modelima koji su obuhvatili svih 105 o¢iju samo je MLR bio statisticki znac¢ajno
povezan s postotnom promjenom CMT-a. Za postotnu promjenu BCVA nije utvrdena
statisticki znaCajna povezanost ni s jednim od Cetiriju indeksa. Rezultati stoga ne podupiru
jednako njihovu povezanost sa svim sastavnicama terapijskog odgovora te upucuju na vaznost
zasebnog razmatranja kompozitnog, anatomskog i1 funkcionalnog ishoda.

Analiza oftalmoloskih pokazatelja pokazala je da su ispitanici koji su odgovorili
terapijskim uspjehom imali ve¢u pocetnu CMT 1 loSiju pocetnu BCVA. Veca pocetna CMT
bila je povezana s izraZenijim smanjenjem CMT nakon lijeCenja, a znaCajna povezanost
utvrdena je 1 izmedu pocCetne BCVA 1 promjene CMT. Ovakvi rezultati mogu se objasniti
veéim potencijalom za anatomsko pobolj$anje u ispitanika s izraZenijim pocetnim edemom.
Slican utjecaj pocetnog CMT 1 vidne oStrine na veli¢inu promjene tijekom anti-VEGF
lijeCenja opisan je u istrazivanju Protocol T (155). Nadalje, ispitanici koji su prethodno primili

veci broj anti-VEGF injekcija pokazivali su slabiji odgovor, §to moZe upucivati na razvoj
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kroni¢nih strukturnih promjena mreznice ili smanjenu osjetljivost na lijecenje (106-108).
Zbog opservacijskog dizajna nije moguce zakljuciti da je veci broj injekcija uzrokovao slabiji
odgovor niti pouzdano govoriti o razvoju tahifilaksije bez dodatnih podataka. Vjerojatnije je
da broj prethodnih injekcija djelomic¢no oznacava tezinu, trajanje i refraktornost DME.
Nasuprot tome, tip makularnog edema i1 pseudofakija nisu bili povezani s terapijskim
odgovorom.

Bolesnici s teSkim stupnjem NPDR imali su visi omjer ApoB/ApoAl, nizi omjer
HDL-kolesterol/ApoB 1 nize koncentracije vitamina D od bolesnika s umjerenim stupnjem
NPDR. Nalazi za apolipoproteine u skladu su s istrazivanjem Sasongko i suradnika, koji su
opisali povezanost apolipoproteina i omjera ApoB/ApoAl s prisutnoscu i tezinom DR (129).
Sustavna pregledna istrazivanja lipida i apolipoproteina takoder podupiru njihovu mogucu
vrijednost u procjeni DR, uz razlike medu istrazivanim populacijama (128). Povezanost nizih
koncentracija vitamina D s DR opisana je u prethodnim istrazivanjima, premda nalazi nisu
potpuno ujednaceni (118—122). U ovom istrazivanju povezanost tih pokazatelja sa stupnjem
bolesti nije bila pracena statisticki potvrdenom povezanos¢u s ranim kompozitnim terapijskim
uspjehom. Za razliku od vitamina D i lipidnih pokazatelja, upalni indeksi NLR, MLR, PLR i
SII nisu se znacajno razlikovali prema tezini NPDR. Njihova povezanost s odgovorom na
lijecenje bevacizumabom ne znaci da su ujedno razlikovali umjereni od teSkog NPDR u ovom
uzorku.

U ovom istrazivanju arterijska hipertenzija bila je znacajno ceS¢a medu bolesnicima
koji nisu odgovorili na lije¢enje bevacizumabom. Dugotrajna arterijska hipertenzija dovodi do
povecanog hidrostatskog tlaka u retinalnim kapilarama, remodeliranja vaskularne stijenke,
endotelne disfunkcije i poremecaja autoregulacije retinalne cirkulacije. Istodobno se povecava
ekspresija adhezijskih molekula i1 proupalnih citokina, §to dodatno narusava integritet krvno-
retinalne barijere (17, 18, 35, 41, 42, 63). Dokazi o njezinoj povezanosti s anatomskim
odgovorom DME na anti-VEGF terapiju su ograniceni. Nasi nalazi dodatno podupiru vaznost
optimalne regulacije arterijskog tlaka kao sastavnog dijela lijeCenja bolesnika s DME, a ne
samo prevencije razvoja retinopatije.

Zanimljiv je 1 nalaz da je u skupini bez terapijskog odgovora bio ve¢i udio Zena. Iako
spol nije dokazan prediktor odgovora na anti-VEGF terapiju, pojedina istrazivanja ukazuju na
moguce spolne razlike u imunoloSkom odgovoru, razini sistemske upale i funkciji
vaskularnog endotela, cak u korist Zenskog spola, $to je u suprotnosti s naSim nalazima (156).

Medutim, zbog relativno malog uzorka i1 neujednacene distribucije ispitanika, ovaj rezultat
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treba interpretirati s oprezom. Vjerojatnije je da odrazava specifi¢nosti ispitivane populacije
nego univerzalnu bioloSku razliku izmedu spolova.

. Potrebno je uzeti u obzir ograni¢enja ovog istrazivanja, ukljucujuéi relativno mali
broj ispitanika, provedbu u jednom centru, jednokratno mjerenje biomarkera te kratko razdob-
lje prac¢enja. Odabir oka s boljim terapijskim odgovorom u osnovnoj analizi mogao je pogo-
dovati povoljnijim ishodima i utjecati na procijenjene povezanosti biomarkera s odgovorom
na lijecenje.

Rezultati upucuju na potencijalnu vrijednost hematoloskih upalnih indeksa u istraziva-
nju ranog terapijskog odgovora na bevacizumab. Budu¢i da su NLR, MLR, PLR 1 SII dostup-
ni iz rutinske kompletne krvne slike, njihovo odredivanje ne zahtijeva dodatne troskove ni
slozene laboratorijske metode. Uklju¢ivanje ovih biomarkera u pocetnu procjenu bolesnika
moglo bi pripomo¢i u identifikaciji osoba s povecanim rizikom slabijeg odgovora na bevaci-
zumab te pridonijeti individualizaciji terapijskog pristupa. Ipak, opazene povezanosti joS ne
opravdavaju primjenu tih pokazatelja kao samostalnih kriterija za izbor ili promjenu terapije.
Potrebna su ve¢a multicentri¢na istrazivanja s duljim pracenjem, odgovaraju¢om prilagodbom
za pocetna kliniCka obiljezja i1 validacijom prediktivnih modela. Posebno treba ispitati pruzaju
Ii ti indeksi dodatnu prognosticku informaciju povrh klinickog 1 OCT nalaza te moze li njiho-

va primjena poboljsati donoSenje terapijskih odluka.
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5.2. Rasprava istrazivanja ,,Serumske razine katestatina u zdravih kontrola te u boles-

nika s T2DM s i bez klini¢ke slike DR

Glavni nalazi istrazivanja pokazali su da se koncentracije katestatina nisu znacajno
razlikovale izmedu ispitanika s T2DM 1 kontrolnih ispitanika, dok su ispitanici s DR imali
znaCajno viSe koncentracije CST u odnosu na ispitanike bez znakova DR. Nadalje,
multivarijatna regresijska analiza pokazala je da je DR jedini neovisni prediktor serumskih
koncentracija CST unutar skupine ispitanika s T2DM.
koncentracijama CST izmedu ispitanika s T2DM 1 kontrolnih ispitanika. Ovakav rezultat
upucuje na to da sama prisutnost T2DM nije dovoljna za promjenu serumskih koncentracija
CST. Budu¢i da CST sudjeluje u regulaciji oslobadanja katekolamina i simpaticko-adrenalne
aktivnosti, moguce je pretpostaviti da autonomna disfunkcija povezana s dugotrajnim T2DM
moze modificirati njegove cirkuliraju¢e koncentracije (124-129). Medutim, pokazatelji
autonomne neuropatije nisu procjenjivani u ovom istrazivanju, pa navedeni mehanizam ostaje
hipotetski. Takoder, poznato je da Secerna bolest i AH dijele brojne patofizioloske
mehanizme, ukljucujué¢i oksidativni stres, kroni¢nu upalu niskog stupnja i endotelnu
disfunkciju, koji mogu dodatno modificirati CST koncentracije (126, 128, 129).

S druge strane, znacajno vise koncentracije CST u ispitanika s DR upucuju na mogucéu
povezanost ovog peptida s mikrovaskularnim komplikacijama Sec¢erne bolesti. DR obiljezena
je progresivnim oStecenjem retinalne mikrocirkulacije, pove¢anom vaskularnom propusnoscu,
ishemijom 1 aktivacijom neurovaskularnih i1 angiogenih signalnih putova (35, 36).
Eksperimentalna istrazivanja pokazala su da CST djeluje na endotelne stanice i moze
potaknuti angiogenezu putem mehanizma ovisnog o bFGF, dok su njegove povisene
vrijednosti dokazane 1 u ishemi¢nim strukturama oka (140, 141). Stoga je moguce da poviSene
koncentracije CST predstavljaju kompenzacijski odgovor organizma na retinalnu ishemiju i
neurovaskularnu disfunkciju.

U modelu koji je obuhvatio sve ispitanike utvrdena je statisticki znacajna interakcija
izmedu T2DM i1 AH, $to pokazuje da povezanost AH s koncentracijom CST nije jednaka u is-
pitanika s T2DM 1 bez njega. Vazno je istaknuti da je interakcijski ¢lan T2DM x AH bio stati-
sticki znacajan 1 negativan (f=—0,512; p<0,001), Sto oznacava da je u¢inak AH na koncentra-
ciju CST znacajno oslabljen unutar skupine ispitanika s T2DM. Drugim rije¢ima, iako je AH
povezana s visim koncentracijama CST u opcoj populaciji, taj je uc¢inak manje izrazen u ispi-

tanika s T2DM, S§to pokazuje da zajednicki u€inci T2DM 1 AH nisu aditivni. Ovaj nalaz u
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skladu je s deskriptivnim analizama koje su pokazale nerazmjerno visoke koncentracije CST
u hipertenzivnih ispitanika bez Se¢erne bolesti. U modelu ograni¢enom na ispitanike s T2DM,
AH viSe nije bila znacajno povezana s koncentracijom CST. Prisutnost DR bila je jedina vari-
jabla statisticki znacajno povezana s koncentracijom CST u tom modelu, pri ¢emu su ispitani-
ci s DR imali viSe koncentracije CST. Ovaj nalaz upucuje na mogucu povezanost CST s mik-
rovaskularnim i neurovaskularnim optere¢enjem u T2DM. Koncentracije CST nisu se statisti-
¢ki znacajno razlikovale izmedu pojedinih stupnjeva tezine NPDR. Iako su medijani bili nu-
mericki visi u tezim stupnjevima bolesti, nije dosegnuta statisti¢ka znacajnost (p = 0,106).

Osim prisutnosti DR, na serumske koncentracije CST mogla je utjecati i prisutnost
dijabeticke nefropatije. U naSem istraZivanju ispitanici s DR imali su znacajno nizi eGFR od
bolesnika bez DR, §to otvara moguénost da je dio razlike u koncentraciji CST povezan sa
Sirim mikrovaskularnim optere¢enjem i mogucom dijabetickom nefropatijom. Prethodno
istrazivanje pokazalo je izrazito povisene koncentracije CST u bolesnika s terminalnim
bubreznim zatajenjem lijeCenih hemodijalizom (134). U modelu ograni¢enom na bolesnike s
T2DM, eGFR nije bio statisticki znacajno povezan s CST, dok je DR ostala jedina neovisno
povezana varijabla.

Dobiveni rezultati upucuju na mogucu istrazivacku vrijednost CST kao cirkulirajuceg
pokazatelja mikrovaskularnog i neurovaskularnog optere¢enja u bolesnika s T2DM. Prije
razmatranja klinicke primjene potrebno je potvrditi nalaze u veéim populacijama, ispitati
dijagnosticku vrijednost CST primjenom ROC analize te provesti longitudinalna istrazivanja s
ponovljenim mjerenjima. Njegova primjena mogla bi doprinijeti ranijem prepoznavanju
bolesnika s poveéanim rizikom razvoja DR te potencijalno omoguditi bolje pracenje
progresije bolesti.

Istrazivanje ima nekoliko ogranic¢enja. Provedeno je u jednom centru, ukljucivalo je
relativno malen broj ispitanika, osobito u skupini bez DR 1 s pojedinim stupnjevima NPDR, te
je obuhvatilo iskljucivo ispitanike bijele rase. Zbog presjecnog dizajna nije moguce utvrditi

vremenski ni uzro¢no- posljedi¢ni odnos izmedu koncentracije CST 1 nastanka DR.
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6. ZAKLJUCAK
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6.1. Zakljucak istrazivanja ,,Utjecaj serumskih biomarkera na rani odgovor DME na

intravitrealnu primjenu bevacizumaba*

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da su viSe pocetne vrijednosti hematoloskih
upalnih indeksa NLR, MLR, PLR i SII bile povezane s manjim izgledima ostvarivanja
definiranog ranog terapijskog uspjeha u bolesnika s DME i NPDR, procijenjenog Cetiri tjedna
nakon tre¢e intravitrealne injekcije bevacizumaba. Povezanosti su utvrdene u zasebnim
modelima nakon prilagodbe za dob, spol, trajanje Secerne bolesti 1 CRP. Povezanost upalnih
indeksa s terapijskim odgovorom odnosila se na ostvarivanje kompozitnog kriterija koji
obuhvaca istodobno anatomsko i funkcionalno poboljSanje. U zasebnim prilagodenim
analizama svih o¢iju samo je MLR bio statisticki znacajno povezan s promjenom CMT, dok
nijedan analizirani upalni indeks nije bio statisticki znac¢ajno povezan s promjenom BCVA. U
zajednickom GEE modelu svih ociju, koji je ukljuc¢ivao sva Cetiri indeksa, statisticki znacajnu
povezanost zadrzao je samo NLR. NLR je imao i najvecu opazenu vrijednost AUC medu
analiziranim indeksima. Dobiveni rezultati dodatno potvrduju vaznu ulogu sistemske upale u
patofiziologiji DME te upucduju na mogucénost primjene jednostavnih hematoloskih
pokazatelja u procjeni ocekivanog terapijskog odgovora. Medutim, na vrijednosti ovih omjera
mogu utjecati akutne i kronicne infekcije, autoimunosne i hematoloske bolesti, bubrezna
disfunkcija, puSenje, pretilost te primjena pojedinih lijekova. Osim toga, rezultati se mogu
razlikovati ovisno o obiljezjima promatrane populacije, stupnju metabolicke kontrole, stupnju
retinopatije 1 vremenu uzimanja uzorka. Zbog navedenih ogranic¢enja hematoloske pokazatelje
potrebno je tumaciti zajedno s klinickim, metabolickim i oftalmoloskim nalazima, a ne kao

zamjenu za standardne dijagnosticke postupke.

Istrazivanje je takoder utvrdilo da su ispitanici s teskim stupnjem NPDR imali nize
koncentracije vitamina D 1 viS§i omjer ApoB/ApoAl od ispitanika s umjerenim stupnjem
NPDR. Medutim, ti se pokazatelji nisu statisticki znacajno razlikovali izmedu ispitanika koji
su ostvarili definirani rani terapijski uspjeh i onih koji ga nisu ostvarili. Rezultati stoga
upucuju na njihovu povezanost s tezinom NPDR, ali ne potvrduju njihovu vrijednost u

predvidanju kratkorocnog terapijskog uspjeha nakon intravitrealne primjene bevacizumaba.
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6.2. Zakljucak istrazivanja ,,Serumske razine katestatina u zdravih kontrola te u bole-

snika s T2DM s i bez klini¢ke slike DR*

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da serumske koncentracije CST nisu bile po-
vezane sa samom prisutnoséu T2DM ve¢ s razvojem DR. Bolesnici s DR imali su znac¢ajno
viSe koncentracije CST u odnosu na bolesnike bez znakova retinopatije, Sto upucuje na mo-
gucu povezanost CST s razvojem dijabeticke mikrovaskularne bolesti.

Multivarijatna regresijska analiza pokazala je da je u ukupnoj populaciji AH bila naj-
snazniji neovisni prediktor serumskih koncentracija CST, dok je unutar skupine bolesnika sa
T2DM, DR bila jedini neovisni ¢imbenik povezan s razinama CST. Ovi rezultati sugeriraju
da se regulacija CST mijenja tijekom razvoja Secerne bolesti te da njegova koncentracija u di-
jabeti¢noj populaciji prvenstveno odrazava prisutnost mikrovaskularnog i neurovaskularnog
oStecenja, a ne hemodinamski u¢inak AH.

Iako nije potvrdena statisticki znacajna razlika koncentracija CST izmedu pojedinih
stupnjeva tezine NPDR, uocena je tendencija porasta njegovih vrijednosti s napredovanjem
bolesti, Sto moze upucivati na potencijalnu povezanost CST s progresijom retinalnog oStece-
nja, no za potvrdu ove pretpostavke potrebna su istrazivanja na vecem broju ispitanika i s
longitudinalnim pra¢enjem.

Dobiveni rezultati podupiru hipotezu da CST predstavlja biomarker koji odrazava mi-
krovaskularni i neurovaskularni stres, a ne metabolicki status bolesnika. S obzirom na njego-
va poznata protuupalna, vazoprotektivna i angiogena svojstva, povecane koncentracije CST u
bolesnika s DR mogu predstavljati kompenzacijski odgovor organizma na retinalnu ishemiju,
endotelnu disfunkciju i poremecaj neurovaskularne jedinice.

Iako zbog presje¢nog dizajna istrazivanja nije moguce utvrditi uzrocno- posljedicnu
povezanost izmedu CST i razvoja DR, ovo istrazivanje predstavlja prvi dokaz da su povisene
serumske koncentracije CST povezane s prisutnos¢u DR. Dobiveni rezultati otvaraju mo-
guénost primjene CST kao potencijalnog biomarkera za mikrovaskularne komplikacije Se-
¢erne bolesti te predstavljaju osnovu za buduca prospektivna multicentri¢na istrazivanja koja
¢e procijeniti njegovu prognosticku vrijednost u ranom otkrivanju, procjeni rizika progresije i

pracenju DR.
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7. SAZETAK
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Uvod: Dijabeticka retinopatija (DR) i dijabeticki makularni edem (DME) medu vode¢im su
uzrocima o$te¢enja vida u bolesnika sa Secernom boles¢u tipa 2 (T2DM). Sistemska upala,
poremecaji lipidnog metabolizma i nedostatak vitamina D mogu biti povezani s razvojem i
progresijom DR te odgovorom DME na lijeCenje. Katestatin (CST) je bioloski aktivan peptid
nastao cijepanjem kromogranina A koji bi, zbog ucinaka na vaskularni tonus, upalu, oksida-

cijski stres 1 endotelnu funkciju, mogao biti jedan od ¢imbenika ukljuc¢enih u razvoj DR.

Cilj: Cilj istrazivanja bio je ispitati povezanost serumskih biomarkera s prisutnosc¢u i tezinom
DR te procijeniti njihovu vrijednost u predvidanju ranog odgovora DME na intravitrealnu
primjenu bevacizumaba. Dodatni cilj bio je ispitati povezanost serumskih koncentracija CST s

prisutnos¢u T2DM i DR.

Ispitanici i postupci: Provedena su dva klinicka istrazivanja. U prospektivno opservacijsko
istrazivanje ukljuceno je 78 ispitanika s T2DM, neproliferativnom dijabeti¢kom retinopatijom
(NPDR) i DME. Ispitanici su primili tri uzastopne mjesecne intravitrealne injekcije bevaci-
zumaba. Terapijski odgovor procijenjen je Cetiri tjedna nakon posljednje injekcije, a definiran
je smanjenjem srediSnje debljine makule (CMT) za najmanje 10 % uz istodobno poboljSanje
najbolje korigirane vidne ostrine (BCVA) za najmanje jedan redak na Snellenovoj tablici. A-
nalizirani su neutrofilno-limfocitni omjer (NLR), monocitno-limfocitni omjer (MLR), trom-
bocitno-limfocitni omjer (PLR), sistemski imunoupalni indeks (SII), koncentracija vitamina D
1 omjer ApoB/ApoAl. U drugo presjecno istrazivanje ukljuceno je 150 ispitanika: 91 ispitanik
s T2DM 1 59 kontrolnih ispitanika. Medu ispitanicima s T2DM njih 63 imalo je DR, a 28 nije

imalo znakove DR. Serumske koncentracije CST odredene su ELISA metodom.

Rezultati: Ispitanici koji su ostvarili terapijski uspjeh na intravitrealnu primjenu
bevacizumaba imali su znacajno nize vrijednosti NLR, MLR, PLR i SII. Vise vrijednosti svih
Cetiriju indeksa bile su povezane s manjim izgledima za terapijski uspjeh u zasebnim
modelima prilagodenima za dob, spol, trajanje Secerne bolesti i CRP. U zajednickom modelu
svih Cetiriju indeksa samo je NLR zadrzao statisticku zna¢ajnost, a imao je i najve¢u opazenu
povrsinu ispod ROC krivulje (AUC = 0,778). U prilagodenim analizama svih oc¢iju samo je
MLR bio statisticki znac¢ajno povezan s promjenom CMT, dok nijedan upalni indeks nije bio
statisticki znacajno povezan s promjenom BCVA. Bolesnici s teskim stupnjem NPDR imali
su visi omjer ApoB/ApoAl i nize koncentracije vitamina D od bolesnika s umjerenim
stupnjem NPDR. Koncentracije CST nisu se znac¢ajno razlikovale izmedu bolesnika s T2DM i

kontrolnih ispitanika, ali su bile znac¢ajno vise u bolesnika s DR nego u bolesnika bez DR.
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Arterijska hipertenzija bila je najsnazniji neovisni prediktor viSih koncentracija CST u
ukupnoj populaciji, dok je u skupini bolesnika s T2DM DR bio jedini neovisni ¢imbenik
povezan s koncentracijom CST. Uocen je porast koncentracije CST s tezinom NPDR, ali

razlike izmedu pojedinih stadija nisu bile statisti¢ki znacajne.

Zakljucak: Sistemski upalni biomarkeri mogu pridonijeti predvidanju ranog odgovora DME
na bevacizumab, dok su nize koncentracije vitamina D 1 viS$i omjer ApoB/ApoA1l povezani s
tezim stupnjem NPDR. Povisene koncentracije CST povezane su s prisutno$¢u DR, ali ne 1 sa
samom prisutno$¢u T2DM. Rezultati upucuju na mogucu ulogu sistemske upale, lipidnog me-

tabolizma i neurovaskularnog stresa u patofiziologiji dijabeti¢ke bolesti mreznice.
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8. LAICKI SAZETAK
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Uvod: Seéerna bolest moZe otetiti sitne krvne Zile mreznice i dovesti do dijabeti¢ke retinopa-
tije 1 dijabetickoga makularnog edema. Kod makularnog edema tekucina se nakuplja u sredis-
njem dijelu mreznice, Sto moze oslabiti vid. Cilj istrazivanja bio je utvrditi mogu li jednostav-
ne krvne pretrage pomoci u procjeni tezine bolesti 1 predvidanju uspjesnosti lijeCenja bevaci-
zumabom. Ispitan je i katestatin, peptid ukljucen u regulaciju krvnih zila, upale 1 oksidacij-

skog stresa, kao mogu¢i pokazatelj razvoja dijabeticke retinopatije.

Materijali i metode: U prvom istrazivanju sudjelovalo je 78 bolesnika s dijabetickom retino-
patijom i makularnim edemom. Primili su tri injekcije bevacizumaba u oko u mjese¢nim raz-
macima. U€inkovitost lijeCenja procijenjena je mjerenjem debljine mreznice i vidne oStrine, a
u krvi su odredeni upalni omjeri, vitamin D 1 apolipoproteini. U drugom istrazivanju sudjelo-
valo je 150 ispitanika: 91 bolesnik sa Se¢ernom bolescu tipa 2 1 59 zdravih kontrolnih ispita-
nika. Medu bolesnicima sa Secernom boles¢u, njih 63 imalo je dijabetiCku retinopatiju, a 28

nije. Svim ispitanicima izmjerena je koncentracija katestatina u krvi.

Rezultati: Bolesnici koji su povoljno odgovorili na bevacizumab imali su nize vrijednosti po-
kazatelja upale. Tezi oblik dijabeticke retinopatije bio je povezan s nizom koncentracijom vi-
tamina D 1 vi§im omjerom apolipoproteina B i A1 Koncentracija katestatina nije se razlikova-
la izmedu svih bolesnika sa Sec¢ernom bolescu 1 kontrolnih ispitanika, ali je bila visa u boles-

nika koji su razvili dijabeticku retinopatiju.

Zakljudci: Jednostavne krvne pretrage mogle bi pomoci u procjeni tezine dijabeticke bolesti
mreznice 1 ranog odgovora na lijeCenje. Katestatin bi mogao biti pokazatelj oStecenja krvnih

zila mreZnice, ali su za potvrdu njegove klinicke vrijednosti potrebna daljnja istrazivanja.
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9. SUMMARY
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Introduction: Diabetic retinopathy (DR) and diabetic macular edema (DME) are among the
leading causes of visual impairment in patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM). Syste-
mic inflammation, altered lipid metabolism, vitamin D deficiency, and changes in neuroendo-
crine regulation may contribute to the development and progression of DR and influence the

response of DME to treatment.

Aim: This research aimed to investigate the association of serum biomarkers with the presen-
ce and severity of DR and to assess their value in predicting the early response of DME to in-
travitreal bevacizumab. An additional aim was to examine the association of serum catestatin

(CST) concentrations with the presence of T2DM and DR.

Methods: Two clinical studies were conducted. The prospective observational study included
78 patients with T2DM, nonproliferative diabetic retinopathy (NPDR), and DME. All partici-
pants received three consecutive monthly intravitreal bevacizumab injections. Treatment res-
ponse was evaluated four weeks after the final injection and was defined as a reduction in
central macular thickness (CMT) of at least 10% accompanied by an improvement in best-
corrected visual acuity (BCVA) of at least one line on the Snellen chart. The neutrophil-to-
lymphocyte ratio (NLR), monocyte-to-lymphocyte ratio (MLR), platelet-to-lymphocyte ratio
(PLR), systemic immune-inflammation index (SII), serum vitamin D concentration, and A-
poB/ApoAl ratio were analyzed. The cross-sectional study included 150 participants: 91 pati-
ents with T2DM and 59 controls without T2DM. Among the patients with T2DM, 63 had DR
and 28 had no signs of DR. Serum CST concentrations were measured using an enzyme-

linked immunosorbent assay.

Results: Patients with a favorable response to bevacizumab had significantly lower NLR,
MLR, PLR, and SII values than patients without an adequate treatment response. NLR de-
monstrated the highest discriminatory ability for predicting treatment response, while all inve-
stigated inflammatory biomarkers remained independent predictors of CMT reduction after
adjustment for age, sex, disease duration, and C-reactive protein concentration. Patients with
severe NPDR had higher ApoB/ApoAl ratios and lower vitamin D concentrations than pati-
ents with moderate NPDR. Serum CST concentrations did not differ significantly between pa-
tients with T2DM and healthy controls but were significantly higher in patients with DR than
in those without DR. Arterial hypertension was the strongest independent predictor of higher
CST concentrations in the overall population, whereas DR was the only independent factor

associated with CST concentrations among patients with T2DM. CST concentrations tended
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to increase with NPDR severity, although the differences among individual stages were not

statistically significant.

Conclusion: Systemic inflammatory biomarkers may contribute to predicting the early res-
ponse of DME to bevacizumab, while lower vitamin D concentrations and a higher A-
poB/ApoAl ratio are associated with more severe NPDR. Elevated CST concentrations are
associated with the presence of DR but not with T2DM itself. These findings support the in-
volvement of systemic inflammation, lipid metabolism, and neurovascular stress in the pat-

hophysiology of diabetic retinal disease.

10.LAY SUMMARY
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Objectives: Diabetes can damage the small blood vessels in the retina and lead to diabetic re-
tinopathy and diabetic macular edema. In macular edema, fluid accumulates in the central part
of the retina, which may reduce vision. This research aimed to determine whether simple blo-
od tests could help assess disease severity and predict the success of bevacizumab treatment.
Catestatin, a peptide involved in the regulation of blood vessels, inflammation, and oxidative

stress, was also investigated as a possible indicator of diabetic retinopathy.

Methods: The first study included 78 patients with diabetic retinopathy and macular edema.
They received three bevacizumab injections into the eye at monthly intervals. Treatment
success was assessed by measuring retinal thickness and visual acuity. Inflammatory markers,
vitamin D, and apolipoproteins were also measured in the blood. The second study included
150 participants: 91 patients with type 2 diabetes and 59 healthy individuals. Among the pati-
ents with diabetes, 63 had diabetic retinopathy and 28 did not. Blood catestatin concentrations

were measured in all participants.

Results: Patients who responded favorably to bevacizumab had lower levels of inflammatory
markers. More severe diabetic retinopathy was associated with lower vitamin D concentrati-
ons and a higher apolipoprotein B to apolipoprotein Al ratio. Catestatin concentrations did
not differ between all patients with diabetes and healthy individuals but were higher in pati-

ents who had developed diabetic retinopathy.

Conclusions: Simple blood tests may help assess the severity of diabetic retinal disease and
predict an early response to treatment. Catestatin may be an indicator of damage to the retinal

blood vessels, although further research is needed to confirm its clinical value.
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