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Summary:

Diabetic retinopathy is one of the most common causes of blindness. The majority of studies concerning this pro-

blem were performed in patients with late stage of disease, demonstrating proliferative retinopathy, when malfor-
mations of retinal vessels became irreversible (1). Numerous angiogenic factors related to retinal angiogenesis have
been described. Among them, VEGF is thought to be the major mediator of proliferative retinopathy (2,3,4). Our
present study was performed on sera collected from patients with earlier stage of ocular complications, manifested
as background retinopathy. We have believed that the knowledge of the earliest events leading to pathological
angiogenesis may be valuable for establishing some prophylactic regimens. Sera of 22 persons with DM1, aged
33-70 years, 37 persons with DM2, aged 37-79 years, 51 healthy people, aged 22-80 years (as controls) were
studied. Direct serum-induced cutaneous angiogenesis test in mice (SIA) was applied (5,6). VEGF concentration in
sera was mesured by ELISA (R & D Systems) test. Angiogenic activity and VEGF concentration of DM1 patients sera
were highly statistically lower than these parameters in DM2 patients and controls.
Stowa kluczowe: angiogeneza, retinopatia nieproliferacyjna, VEGF, cukrzyca typu 1. i typu 2.
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Wprowadzenie i cel pracy

Retinopatia cukrzycowa jest jedng z czestszych przyczyn $le-
poty. U jej podfoza lezg zaburzenia procesu angiogenezy. Celem
pracy jest ocena i porownanie aktywnosci angiogennej surowic
pacjentéw z retinopatia prostg typu 1. (DM1) i typu 2. (DM2)
oraz pomiar w nich stezenia VEGF (vascular endothelial growth
factor).

Materiat

Materiat stanowity surowice separowane z krwi 51 zdrowych
dawcéw w wieku od 22 do 80 lat, obojga ptci; 22 chorych z retino-
patig prostg i cukrzycg typu 1. obojga pici w wieku od 33 do 70 lat
oraz 37 chorych z retinopatig prostq i cukrzyca typu 2. w wieku od
37 do 79 lat, obojga ptci.

angiogenesis, non-proliferative retinopathy, VEGF, diabetes type 1 (DM1) and type 2 (DM2).

Metody

Zastosowano test angiogenezy skornej (7) w modyfikacji wiasnej
(5,6). Grupom myszy Balb/c podawano $rédskérnie po 0,05 ml suro-
wicy w kilka miejsc na ogolonej skorze grzbietu w znieczuleniu ogél-
nym (wodzian chloralu podany dootrzewnowo). Po 72 godzinach
myszy usmiercano Morbitalem i w mikroskopie operacyjnym liczono
nowo powstafe naczynia krwionosne na wewnetrznej powierzchni
skory, w powiekszeniu 6 razy, w 1/3 centralnej pola widzenia wokét
punktu wstrzykniecia surowicy, przyjmujac kryteria autoréw metody
(7). Badanie stezenia VEGF w surowicach przeprowadzano testem
ELISA zgodnie z procedurg zalecang przez producenta (R & D, USA).
Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode lokalnych komisji etycz-
nych. Wyniki opracowano statystycznie (ANOVA, test Tukeya, test
Manna-Whitneya, test chi2). Przedziaty kontrolne stanowity przedzia-
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Ryc. 1. Odsetek pacjentdw z DM1 i DM2, ktérych aktywnos¢ angiogenna
surowic jest powyzej, ponizej lub w przedziale kontrolnym (0,001
przedziat ufnosci wyliczony dla 51 zdrowych ludzi, 39-67 nowo
utworzonych naczyn).

Frequency of DM1 and DM2 patients whose sera are below, in or abo-
ve control range of angiogenic activity (0,001 confidence interval cal-

culated for 51 healthy people, 39-67 newly formed blood vessels).

Fig. 1.

ty dla wartosci najbardziej oczekiwanych (przedziaty ufnosci dla
0,001 obliczone dla wynikéw grup kontrolnych), ktére wynosity dla
testu angiogenezy od 39 do 67 nowo utworzonych naczyn, dla ste-
zenia VEGF — od 200 do 450 pg/ml.

Wyniki

Wyniki przedstawiono w tabeli | i na rycinach 1 (angiogeneza)
i 2 (VEGF). Wykazano istnienie wysoce istotnej réznicy pomiedzy
aktywnoscig angiogenng a stezeniem VEGF w surowicach chorych
na DM1 z jednej strony a tymi parametrami w surowicach chorych
na DM2 i w surowicach osob zdrowych z drugiej strony. Oba bada-
ne parametry byly nizsze w surowicach chorych na DM1 niz
w pozostatych badanych grupach oséb.

Whioski

Wydaje sie, ze za niskg aktywnos¢ angiogenng surowic DM1
w pewnym stopniu moze odpowiadac niskie stezenie VEGF. Nie
mozna jednak wykluczy¢ istnienia innych czynnikéw modulujgcych
te aktywnos¢, ktore w sposéb bezposredni (dziatanie hamujace

Ryc. 2. Odsetek pacjentéw z DM1 i DM2, u ktérych stezenie VEGF w suro-
wicach byto powyzej, ponizej lub w przedziale kontrolnym (0,001
przedziat ufnosci wyliczony dla 39 zdrowych ludzi, 200-450 pg/
ml).

Frequency of DM1 and DM2 retinopathy patients whose sera are
below, in or above control range of VEGF concentration (0,001 con-
fidence interval calculated for 39 healthy people, 200-450 pg/ml).

Fig. 2.

aktywnos¢ komorek srodbtonka) lub posredni (hamowanie produk-
¢ji VEGF) powodujg zmniejszenie potencjatu angiogennego surowi-
cy. W naszych poprzednich badaniach wykazalismy podwyzszong
aktywnos¢ konwertazy angiotensyny 1 (ACE) w surowicach pacjen-
tow z retinopatig i DM1 (8). Aktywnos¢ ACE ujemnie korelowata
z aktywnoscig proangiogenng surowic w tej grupie chorych. Nie
stwierdzilismy tego zjawiska u chorych z retinopatig i cukrzyca typu
2. Nizsza aktywno$¢ angiogenna surowic oraz mniejsze stezenie
VEGF w grupie pacjentéw DM1 moga wynika¢ z mechanizméw
kompensacyjnych i adaptacyjnych zwigzanych z diuzszym czasem
trwania cukrzycy typu 1.

Otrzymane wyniki moga sugerowa¢ odmienny mechanizm
angiogenezy w DM1 i DM2.
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DM1 DM2 Kontrola Statystyczne réznice pomiedzy grupami
Control Statistical significance of differences
| Il

VEGF 136,11 + 22 316,16 + 48 324,30 = 35 p < 0,01 p < 0,01
stezenie n=17 n=237 n=35 vs. kontrola vs. typ |
concentration vs. control vs. type |
(pg/ml = se)
$rednia liczba 40,99 + 5,6 63,2 + 4,2 53,53 = 4,0 p < 0,01 ns.
nowo utworzonych n=22 n=35 n =51 vs. typ Il vs. kontrola
naczyn = se vs. type Il vs. control
angiogenesis 0,1 >p > 0,05
mean number of newly formed vs. kontrola
blood vessels =+ se vs. control

Tab. I.
prosta typu I i Il.
Tab. I.

Stezenie VEGF (ang. srodbfonkowego czynnika wzrostu) oraz aktywno$¢ angiogenna surowic pochodzacych od pacjentéw z cukrzycows retinopatia

VEGF (vascular endothelial growth factor) concentration and angiogenic activity of diabetic DM1 and DM2 patients sera.
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