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1. UVOD

Broj ljudi obolelih od dijabetesa u svetu neprestano raste, a procena je da ¢e do 2035. broj
obolelih biti skoro 592 miliona. Dijabetes je jedan od najces¢ih metabolickih poremecaja, za koji je
karakteristican ili deficit u sekreciji insulina/ili poremecaj u insulinskoj signalizaciji. Insulin je
fizioloSki aktivni peptid (51 aminokiselinski ostatak) neophodan da omoguéi insulin-zavisnim
¢elijama (koje imaju na svojoj membrani insulinski receptor) unos glukoze. Nedostatak insulina u
krvotoku moze biti posledica uniStavanja -¢elija pankreasa (odgovornih za biosintezu i sekreciju
insulina), Sto se oznaCava kao dijabetes tipa I, ili moZe biti posledica poremecaja u insulinskoj
signalizaciji (tj. defekta u insulinskim receptorima na c¢elijama, ili promena na nivou glukoznih
transportera) Sto se oznacava kao dijabetes tipa 2 (Safi, 2014). Kao posledica nemoguc¢nosti ulaska
glukoze u insulin zavisne ¢elije, javlja se povec¢ana koncentracija glukoze u krvi (tj. hiperglikemija)
koja je glavni razlog razvoja komplikacija kod dijabetesa. Jedna od Cestih posledica hiperglikemije
jesu i komplikacije sa vidom (zamuceni vid, smanjenje vidne oS$trine, problemi prilikom rada na
malim udaljenostima i prilikom ¢itanja) koje u nekim slu¢ajevim mogu voditi ka nastanku slepila.
Najcesce bolesti oka koje nastaju kao posledica dijabetesa su dijabetiCka retinopatija i makularni

edem.

Rezultati sistematskih klini¢kih studija sprovedenih u 20 razli¢itih zemalja, pokazuju da je
verovatno¢a razvijanja razli¢itih bolesti oka kod dijabeti¢ara: 34,6% verovatno¢a razvijanja
dijabeti¢ke retinopatije; 7% proliferativne dijabeticke retinopatije i 6,8% razvijanje makularnog
edema (Safi, 2014). Incidenca za razvoj dijabeticke retinopatije, veéa je kod pacijenata sa

dijabetesom tipa 1 nego sa dijabetesom tipa 2.

Razumevanje patoloskih mehanizama na celijskom nivou izazvanih dijabetesom koji
dovode do gubitka pericita, proliferacije endotelnih ¢elija, neovaskularizacije i promena u strukturi
bazalne membrane su veoma vazne u dizajnu farmakoloske strategije za leCenje i prevenciju ranog

dijabetesa (Steele, 2008).

Cilj ovog zavrsnog rada je bio da se sumiraju do sada razjasnjeni ¢elijski mehanizmi koji

vode nastanku i progresiji dijabeticke retinopatije, kao i da se pojasne nove terapeutske strategije.



2. OPSTI DEO

Dijabeticka retinopatija nastaje kao posledica patoloskih promena na vaskularnim i
neuralnim ¢elijama retine usled dugotrajne hiperglikemije. Promene su rezultat izmenjenih
metabilickih puteva, narocito izmenjenih signalnih puteva produkcije faktora rasta, citokina,
hemokina, vazoaktivnih agenasa i adhezionih molekula. Tako ¢elije imaju mehanizme kojima se
Stite od nastalih promena, dugotrajno izlaganje poviSenim nivoima glukoze vremenom dovodi do
narusavanja medusobne komunikacije izmedu razliCitih tipova neurona retine kao Sto su
fotoreceptorske celije, bipolarne, amakrine i ganglijske c¢elije (Abcouwer, 2014; Slika 1.), a
promene na nivou vaskularnih endotelijalnih ¢elija mogu dovesti do probijanja unutraSnje i
spoljasnje krvno-retinalne barijere i time do pojave edema. Dakle, promene na nivou ¢elija, vode
promenama u morfoloSkim karakteristikama retine, Sto za prosledicu ima i narusavanje funkcije
retine, a to je da prevodi svetlosnu energiju u elektri¢ne impulse (Valdez-Guerrero, 2020). U ovom

odeljku opisani su tipovi dijabeticke retinopatije, i detaljnije prikazana anatomija retine.
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Slika 1. Dijabetesom izazvane promene na razli¢itim tipovima neurona retine (Abcouwer, 2014)

2.1. Glavni oblici dijabeti¢ke retinopatije

Na osnovu prisustva vidljivih promena na unutrasnjim strukturama oka (posmatranih
oftalmoskopom (Slika 2.) moguce je izvrSiti podelu dijabeticke retinopatije (DR) na dva glavna

tipa: neproliferativnu (NPDR) i proliferativau (PDR).
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Slika 2. Promene na oku vidljive oftalmoskopom svojstvene za proliferativni i neproliferativni tip

dijabeticke retinopatije

Neproliferativna dijabeticka retinopatija varira od blagog, ka umerenom, sve do teskog
oblika i prvenstveno je posledica hiperglikemijskih stanja koja slabe zidove kapilara, te dovode do
formiranja mikroaneurizmi. Kao posledica te patoloski povecane permeabilnosti krvnih sudova,
nakupljaju se zuckasti eksudati u makularnoj regiji retine, a ekstravaskularne rupture se vide kao
sitna tackasta krvarenja. Takode, posledi¢no dolazi do nagomilavanja masnih naslaga i lipidnih nus
proizvoda. Zapazaju se i znaci ishemije u sloju nervnih vlakana, $to rezultira pojavom mekih
pamucastih eksudata koji poprimaju oblik malih komadic¢a vate. Glavnim razlogom gubitka vida

smatra se dijabeticka makulopatija koja prati ovaj tip dijabeticke retinopatije.

Nedovoljna ishrana retine u neproliferativnom stadijumu dovodi do ishemije i stimulise
akumulaciju vazoproliferativnih faktora. Posledi¢no, dolazi do proliferacije novih krvnih sudova
(proliferativni tip retinopatije), usled pokuSaja retine da snabde krvlju nastale ishemic¢ne zone.
Medutim, novoformirani krvni sudovi su znatno losijeg kvaliteta. Oni su lako propusni i krhki, a
takode i pogresno usmereni te mogu da prodru u staklasto telo i uzrokuju trakcionu ablaciju retine.
Dakle, kod proliferativnog tipa dijabeticke retinopatije mozZe do¢i i do krvarenja u staklasto telo

(hemoftalmus).

Uprkos teskim komplikacijama u proliferativnom stadijumu dijabeticke retinopatije,
makulamni edem (koji nastaje kao posledica narusavanja krvno-retinalne barijere kada se tecnost i
proteinski depoziti akumuliraju u makularnoj regiji i uzrokuju zadebljanje i oticanje makule) je

glavni razlog gubitka vidne ostrine.

Bez obzira na ove razlicite stadijume koji prave razliku izmedu razlicitih tipova dijabeticke

retinopatije, glavna progresivna promena koja dovodi do retinopatije kod pacijenata sa dijabetesom



svodi se na mikrovaskularne komplikacije i neuropatije kao posledice hiperglikemijom izazvanih

promenama u metabolizmu celija.

2.2. Simptomi dijabeti¢ke retinopatije

Dijabeticka retinopatija u svom ranom stadijumu najceSce protice bez ikakvih simptoma.
Vid se ne pogorsava sve dok bolest ne pokazuje tendenciju da napreduje. Zapravo, oStecenje retine
moze biti prisutno dugo vremena pre pojave prvih simptoma, a kada se simptomi pojave, oni su
cesto uzrokovani retinopatijom koja zahvata makulu, podrucje retine odgovorno za centralni vid
(Boyer, 2014). Simptomi koji mogu da budu prisutni kod pacijenata sa dijabetickom retinopatijom su
zamuceni vid, smanjenje vidne oStrine, problemi prilikom rada na malim udaljenostima i prilikom
Citanja. Naime, ovi problemi ukazuju na oStec¢enja lokalizovana u podrucju zute mrlje, odnosno
makule (tacke jasnog vida) i ¢ine posledicu pojave dijabeticnog makularnog edema. Takode, pojava
skotoma, odnosno ispada u vidnom polju, mrlja ,lete¢ih muSica“ €ini jedan od simptoma ove
bolesti. One ukazuju na postojanje malih krvarenja na onom dnu i u staklastom telu. U slucaju

krvarenja veceg opsega moze doci do nagle pojave gubitka vida (Boyer, 2014.).

2.3. Retina (morfoloski i histoloski aspekti)

UnutraSnja (nervna) opna ocne jabucice je saCinjena od dva sloja (zajednickog
embrionalnog porekla), koji su nedeljivi kako u funkcionalnom, tako i u klini¢kom smislu. Cine ih
mreznjaca (retina) i pigmentni sloj. Retina je prozirna ovojnica koja oblaZe unutrasnju povrsinu
oc¢ne jabucice. Ona je najslozenije gradeni i funkcionalno najvazniji deo oka (Slika 3.a), jer sadrzi
fotoreceptorske celije i druge tipove neuronskih ¢elija. Njena debljina iznosi oko pola milimetra.
Unutras$nju retinalnu povrSinu prekriva bazalna membrana. U retini su u tri jasno ograni¢ena sloja
smestene tri osnovne vrste neurona; ganglijske Celije, bipolarne Ccelije 1 fotoreceptorske Celije.

Spoljnji deo retine izgraduju pigmentne epitelne ¢elije.

Retina se deli na opticki i slepi deo. Opticki deo retine naleze na sudovnjacu i ucestvuje u
procesu videnja, dok slepi deo prekriva duzicu i cilijarno telo. Granicu izmedu ova dva dela ¢ini

zup&asta pruga, koja je sadinjena od mnostva kratkih lukova otvorenih put napred (Cupak, 1984).
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Slika 3. a) Struktura retine; b) struktura unutrasnje krvno-retinalne barijere; c) struktura spoljasnje krvno-
retinalne barijere

U vidnom delu mreZnjace, histoloski gledano razlikuje se 10 funkcionalnih slojeva, sa vise
tipova razliCitih ¢elija. Posmatrano od spolja ka unutra, to su: (1) retinalni pigmentni sloj, (2) sloj
fotoreceptorskih celija, (3) spoljasnja granicna membrana, (4) spoljasnji granulozni sloj, (5)
spoljasnji mrezasti sloj, (6) unutrasnji granulozni sloj, (7) unutraslji mrezasti sloj, (8) sloj nervnih

celija, (9) sloj nervnih vlakana, (10) unutra$nja grani¢na membrana.

Retinalni pigmentni epitel (1) je sloj najblizi horiokapilarisu. To je tanka membrana koja se
nalazi izmedu mreZnjaée i sudovnjate duz cele unutrainjosti oka. Cvrsto je pripojen za uveu
(sudovnjacu), a sasvim slabo za retinu, te se od nje veoma lako odvaja u patoloskim okolnostima,
Sto se oznacava pojmom ablacija retine. Sastoji se od jednog sloja kockastih ¢elija ispunjenih

mrkim pigmentom u koji su uronjeni nastavci fotoreceptorskih ¢elija.

Fotoreceptori su najvazniji sloj ¢elija (2). To su visoko diferencirane ¢elije nervnog porekla.
Medusobno se razlikuju Stapici i Cepi€i i1 to po obliku svog nastavka i sastavu fotoreceptorskih
pigmenta, a samim tim i funkcijom koju imaju u procesu videnja. Na fotoreceptorima se razlikuju
dva segmenta (spoljasnji — u kome su smesteni fotopigmenti) i unutras$nji segment (ili telo celije, u

kome je smesteno celijsko jedro).

Spoljasnja grani¢éna membrana (3) je vrlo tanka prozirna opna, a sacinjavaju je zavrSeci
Milerovih potpornih ¢elija koje se protezu od tog sloja sve do unutrasnje granicne membrane.
Spoljasnji granulozni sloj (4) izgraduju unutras$nji segmenti fotoreceptorskih celija. Unutrasnji

granulozni sloj (6) formiraju tela i prednji delovi bipolarnih ¢elija, koji predstavljaju drugi neuron
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vidnog puta. U tom sloju su tela Milerovih potpornih celija, horizontalnih i amakrinih celija.
Spoljasnji deo ovog sloja Cine prednji delovi horizontalnih ¢elija koji Salju nastavke na svaki
sinapti¢ki spoj izmedu bipolarnih ¢elija i fotoreceptora. Unutrasnji deo ovog sloja Cine prednji
delovi amakrinih ¢elija. Unutrasnji mrezasti (7) sloj je sloj sinapsi izmedu aksona bipolarnih ¢elija i
citoplazmatskih nastavaka amakrinih celija. Sloj ¢elija vidnog zivca je sastavljen od velikih
multipolarnih nervnih ¢elija koje €ine treéi tip neurona vidnog puta. Dendriti tih ¢elija su u vezi sa
aksonima bipolarnih ¢elija u unutraSnjem mrezastom sloju, dok aksoni ulaze u slede¢i sloj. Sloj
nervnih vlakana (9) formiraju nemijelizovani aksoni multipolarnih Zivaca. Taj sloj sadrzi krvne
sudove, a takode i delove tela Milerovih potpornih ¢elija. Unutrasnja granicna membrana (10)

nastaje prosirenjem bazalnog dela Milerovih potpornih ¢eija, te odvaja mreznjacu od staklastog tela.

Takode, morfoloski na retini razlikujemo tri zasebne strukture. To su zuta mrlja, slepa mrlja,
krvni sudovi retine (Cupak, 1984). Svi slojevi retine, osim fotoreceptora, smaknuti su u stranu u

predelu foveole zute mrlje, u tacki jasnog vida.

2.4. Krvno-retinalna barijera

Sistem barijera (krvno-okularne barijere) Stiti unutrasnji deo oka od prodora krvi ¢ime se
odrzava transparentnost i funkcija unutrasnjosti oka. Barijere su neophodne za obezbedivanje
hranljivih materija za avaskularno tkivo oka, ali vrSe i funkciju drenaZnog sistema oka, odvodeci
otpadne produkte metabolizma. Postoje dve glavne krvno-okularne barijere: krvno-vodena barijera i

krvno-retinalna barijera (Chen, 2008).

Retina ima dve oblasti direktne interakcije sa krvi, jedan na nivou retinalnih krvnih sudova i
drugi na nivou dodirne po  vrSine retinalnog pigmentnog epitela i horoidee. Dakle, dve strukture
¢ine krvno-retinalnu barijeru: unutrasnja i spoljasnja barijera, respektivno (Slika 3.b i Slika 3.c).

Krvno-retinalna barijera ima fundamentalnu ulogu u odrzavaju fizioloske sredine i funkcije retine i
retinalnih neurona. Ona reguliSe kretanje tecnosti iz krvnih sudova u Celije retinalnog tkiva i

sprecava prodor makromolekula i drugih Stetnih agenasa u retinu.

2.4.1. Unutrasnja krvno-retinalna barijera

Unutrasnju krvno-retinalnu barijera ¢ine endotelijalne celije, astrociti, Milerove Celije i
periciti. Cvrsti spojevi izmedu susednih endotelijalnih éelija ¢ine osnovu unutrainje barijere.
Kontinuirani sloj endotelnih ¢elija ¢ini glavnu strukturu barijere i baziran je na bazalnoj lamini

prekrivenoj nastavcima astrocita i Milerovih c¢elija. Endotelijalne ¢elije unutrasnjih retinalnih



kapilara nisu fenestrirane (u svojim zidovima nemaju otvore - fenestre), sto je glavni razlog njihove

niske propustljivosti (Yang, 2012).

Rastvorene supstance prelaze endotel mreznjace transcelularnim i paracelularnim putevima.
Transcelularni transport se odvija posredstvom vezikula i ovim putem se prenose makromolekuli.
Paracelularni transport predstavlja transport kroz intracelijski prostor izmedu gusto postavljenih
epitelijalnih ¢elija koje su povezane proteinima koji formiraju cvrste spojeve (Slika 4.a).
Membranski proteini koji ¢ine ¢vrste spojeve su okludini, klaudini i molekuli adhezije (Slika 4.b).
Promene okludina su u koreaciji sa promenama propustljivosti S§to ga ¢ini vaznim elementom za
otvaranje i zatvaranje Cvrstih spojeva. Klaudin reguliSe kretanje naelektrisanih molekula i
propustljivost jona. Takode, dokazano je da su endotelijalne celije retine podloznije oksidativnom
ostecenju sa rezultujucom poveéanom propustljivosc¢u u odnosu na endotelijalne ¢éelije na drugim
mestima. Zapravo, poznato je da reaktivne vrste kiseonika indukuju ekspresiju vaskularnog
endotelijalnog faktora rasta, koji doprinosi razgradnji krvno-retinalne barijere u toku odredenih

bolesti, kao $to je dijabetes.

Meducelijski spojevi

Lumen krvnog suda /(
difuzija transcitoza } %\ 264 Zonula Occiudens (20)
o o o Okludin j o3
© o -
fendatelijalne ° i : Viakna aktina
celije ) Q ™ Klaudin
Cvrsti spojevl — o
o =TT NS
o :I Vezivni malexulif -
{+] adhezije JAM) LA B
© — Nod ™
° o e ; 3 /{
s L E
para[:elula.rnl Adherentni spojevi ; a
transport Kadherin | ¢
Retina -
a) b)

Slika 4. a) Razlike izmedu paracelularnog i tranéelijskog transporta; b) ¢vrste veze izmedu epitelijalnih ¢elija

formirane interakcijom membranskih proteina sustednih ¢elija

Periciti formiraju dodatni sloj iznad endotelijalnih ¢elija. Ove ¢elije mogu da se kontrahuju i
imaju ulogu u regulaciji vaskularnog tonusa, lu¢enju signalnih molekula, a vazne su i za proces
fagocitoze. Smatra se da periciti imaju dodatnu ulogu u odrZavanju integriteta unutrasnje krvno-
retinalne barijere indukovanjem sinteze mRNA za biositnezu proteina okludina i drugih proteinskih

spojeva. Takode, u interakciji sa endotelnim ¢elijama doprinose njihovoj modulaciji.

Milerove ¢elije 1 astrociti su dve vrste glijalnih ¢elija. One obezbeduju nutritivnu i
regulativnu potporu za neurone. Milerove ¢elije se prostiru od retinalnog pigmentnog epitela do
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unutrasnje grani¢ne membrane, membrane koju formiraju zavrSeci ovih ¢elija i koja je povezana sa
zelatinoznom masom staklastog tela. Milerove ¢elije su u kontaktu sa neuronima i krvnim sudovima
u pleksiformnom sloju i sloju nervnih vlakana, dok astrociti obavijaju krvne sudove u sloju nervnih
vlakana i sloju ganglijskih ¢elija i u kontaktu su sa amakrinim i ganglijskim ¢elijama. Milerove
¢elije 1 astrociti prenose supstrate, ukljucujuci laktat i aminokiseline, od cirkulacije do neurona i
reguliSu i obezbeduju svojstva krvno-retinalne barijere i sinapticku funkciju. Takode, Milerove
¢elije skladiste glikogen kao izvor energije, sintetiSu retinoi¢nu kiselinu iz retinola, reguliSu
koncentraciju ekstracelularnih jona u cilju promene polarizacije, odnosno depolarizacije plazma
membrane; zajedno sa neuronima ucestvuju u glutamat/glutamin ciklusu i kontroliSu
neurotransmisiju. Glijalne ¢elije predstavljaju vezu izmedu neurona i vaskulature, te stoga Cine

kljucan faktor u regulaciji ishrane i metabolizma neurona (Bonson, 2011; Dartt , 2011; Yang 2012).

Astrociti potic¢u iz optickog nerva i migriraju u sloj nervnih vlakana retine tokom retinalno
vaskularnog razvoja. Usko su povezani sa retinalnim krvnim sudovima i ucestvuju u odrzavanju
njihovog integriteta. Naime, oni odrzavaju integritet krvno-retinalne barijere kroz povecanje
ekspresije proteina ZO-1 (protein ¢vrstog spoja). Astrociti imaju vaznu regulatornu ulogu u funkciji

krvno-retinalne barijere.

2.4.2. Spoljasnja krvno-retinalna barijera

Spoljasnja krvno-retinalna barijera je takode bazirana na formiranju ¢vrstih spojeva (eng.
TJs, tight junctions, lat. zonulae occludens), ali formiranih izmedu susednih epitelnih pigmentnih
¢elija. Retinalni pigmentni epitel je sloj ¢elija koji se nalazi izmedu neuroretine i horoida. Sluzi kao
selektivni provodnik metabolita (npr. ukljanjanje mlec¢ne kiseline) i omogucava difuziju kiseonika
iz horoidalne cirkulacije do spoljne retine; apsorbuje svetost, Iuci troficke faktore (signalne
molekule), i sa fotoreceptorima ucestvuje u ciklusu izomerizacije retinala u retinol (izoforme
vitamina A). Takode, ove c¢elije imaju osnovnu ulogu u transportu glukoze i retinola u

odgovaraju¢em smeru, od krvi do fotoreceptora (Bonson, 2006; Dartt, 2011)

Za razliku od kapilara unutrasnje krvno-retinalne barijere, kapilari spoljne barijere su
fenestrirani i stoga doprinose odrZavanju ove membrane. Kretanje jona natrijuma (Na*), kalijuma
(K") i molekula vode kroz retinalni pigmentni epitel omoguéeno je i regulisano posredstvom
proteinskih pumpi: Na"/K'-ATPaza i akvaporin 1, sme$tenih u plazma membranu na apikalnoj

povrsini epitelijalnih ¢elija retine.

Cvrsti spojevi se nalaze na apikalnoj strani boéne membrane éelija retinalnog pigmentnog

epitela. Oni reguliSu paracelularno kretanje izmedu susednih ¢elija retinalnog epitela. Spoljasnji
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retinalni slojevi dobijaju hranljive materije iz cirkulacije kroz fenestrirane kapilare horiokapilarisa.
Otpadni produkti metabolizma retine se transportuju do horoida kroz spoljasnju krvno-retinalnu

membranu (Dartt, 2011; Yang, 2012).

I kod unutrasnje i kod spoljasnje retinalne barijere membranski proteini koji formiraju ¢vrste
spojeve (TJs proteini) ogranicavaju paracelularno kretanje tecnosti i molekula izmedu krvi i retine.
Kao posledica toga, nivoi aminokiselina i masnih kiselina u krvnoj plazmi imaju velike varijacije,

dok su njihove koncentracije unutar retine relativno stabilne (Barber, 2011).

2.5. NarusSavanje fizioloSke funkcije krvno-retinalne barijere

Krvno-retinalna barijera odrzava homeostazu retine ograni¢avajuci ulazak proteina koji se
prenose putem krvi i odrzavanjem strogih jonskih i metabolickih gradijenata. Medutim, prilikom
narusavanja ove barijere, dolazi do nakupljanja viska teCnosti u retini. Nakupljena te¢nost moze
dovesti do formiranja makularnog edema, koji je povezan sa ishemijskom retinopatijom,
ukljucujucéi dijabeticku retinopatiju i retinopatiju nedonoscadi, kao i o¢ne upalne bolesti, retinalne

degenerativne bolesti i mnoge druge poremecaje u oku.

Do razgradnje krvno-retinalne barijere moZe do¢i sa njene unutrasnje strane koja je
uspostavljena na retinalnoj vaskulaturi, ili sa njene spoljasnje strane koja se sastoji od retinalnog

pigmentnog epitela. Medutim, do razgradnje moze do¢i i sa obe strane istovremeno.

Razgradnja krvno retinalne barijere moZe nastati kao posledica prekida ¢vrstih spojeva (TJ)
ili degenerativnih promena unutar ¢elija koje formiraju barijeru, ili pak u regulatornim ¢elijama -
pericitima i glijalnim ¢elijama. U nekim slucajevima, degradacija ove barijere je povezana sa
odredenim strukturnim defektima, poput gubitka pericita, astrocita ili ¢elija retinalnog pigmentnog
epitela. Takode, razgradnja moze biti povezana sa promenama u vaskularnim endotelijalnim

¢elijama, a to je stanje uzrokovano formiranjem mikroaneurizmi (Barber, 2011).

Sadrzaj okludina na cvrstim spojevima (TJs) visi je u celijama koje poseduju Evrscu

barijeru, a smanjenje okludina je u korelaciji sa povecanom propustljivo§¢u krvno retinalne barijere.

Izmenjena ekspresija klaudina moze dovesti do promenama u selektivnosti spojeva, Sto ukazuje na

njegov znacaj za odrzavanje ¢vrstih spojeva (Fowler, 2008).
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3. MOLEKULSKI MEHANIZMI ODGOVORNI ZA NASTANAK 1
PROGRESIJU DIJABETICKE RETINOPATIJE

Mnoge naucne studije su opisale biohemijske mehanizme (Slika 5.) koji vode nastanku i
progresiji dijabeticke retinopatije. Promenama su zahvacene vaskularne i neuronske celije retine.
Naruseni metaboli¢ki putevi u ovim ¢elijama narocito su posledica hiperglikemije, tj. povecanog
unosa glukoze u c¢elije koji nije zavisan od insulina. U ovom poglavlju ¢e biti detaljnije objasnjeni
oni putevi o kojima je nadeno najviSe literaturnih podaka. Bi¢e naglaseni kljucni enzimi cija
pojacana aktivnosti dovodi do naruSavanja homeostaze i koji su iz tog razloga ciljni molekuli za

koje se traze potencijalni lekovi radi terapije dijabeticke retinopatije.

[
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—3 faktori rasta hipertenzija hiperlipidemija hormoni

== J] 0 [l LI

f hiperglikemija \'

PKC sorhital AGE| PARP heksozamin
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3 ;
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dijabeticka retinopatija

Slika 5. Mehanizmi odgovorni za nastanak i progresiju dijabeti¢ke retinopatije

3.1. Metabolicki put gradenja sorbitola (poliola)

Polioli su Secerni alkoholi, koji nastaju enzimskom redukcijom aldehidne grupe do
hidroksilne grupe. Put biosinteze poliola iz glukoze postaje aktivan u nekim celijama kada se

poveca intracelularna koncentracije glukoze.

Osnovni enzim ovog metaboliCkog puta je aldoza-reduktaza. Pri normalnim fizioloskim
uslovima ovaj enzim metaboliSe toksicne aldehide u nereaktivne alkohole i ima nizak afinitet za
metabolisanje glukoze do sorbitola. Medutim, u stanju hiperglikemije dolazi do aktivacije ovog

metabolickog puta razgradnje glukoze. Put obuhvata dve reakcije: najpre se glukoza redukuje do
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sorbitola (reakciju katalizuje aldoza-reduktaza), a potom se sorbitol prevodi u fruktozu (dejstvom
enzima sorbitol-dehidrogenaze, SDH), kako je prikazano na shemi (Slika 6.). Kofaktori pomenutih

enzima su: NADPH za aldoza-reduktazu i NAD" za sorbitol-dehidrogenazu (SDH).

Uloga ovog metabolickog puta od izuzetnog je znacaja u tkivima u kojima unos glukoze nije
zavisan od insulina (kao §to su retina, soCivo, mozak). PoviSen nivo aldoza-reduktaze je zapaZzen u
roznjaci, irisu, cilijarnom telu, horoidalnim krvnim sudovima, ofnom Zzivcu i retini pacijenata sa

dijabetesom.

glukoza

. . |produkcija AGEs 1 |

NADPH NADP* T
/ glukoza

glikoza-6-fosfat oksidovani redukovani NAD* NADH
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L 4
~ NADH NAD*

]0ksid ativni stres 1 |

sorbitol __ fruktoza

Y

gliceraldehid-3-fosfat ——— dihidroksi aceton-fosfat —_— glicerol-3-fosfat

b L-fosfatidinska kiselina

! }

pini\-'at e L 1 diacilglicerol
Krebsov ciklus

| aktivacija PKC 1 |

Slika 6. Aldoza reduktaza i poliolni put

Povecana aktivnost aldoza-reduktaze dovodi do povecCane potrosnje znacajne koli¢ine
NADPH, kofaktora ovog enzima, a kao posledica toga opada koncentracija redukovane forme
glutationa (glavnog celularnog antioksidanta). Na taj nacin hiperglikemija dovodi do povecanja

oksidativnog stresa u ¢elijama, usled deficita antioksidanasa.

Enzimska reakcija prevodenja sorbitola do fruktoze ukljucuje redukciju oksidovanog
koenzima (NAD") do NADH. Generisanje visokog nivoa NADH/NAD" inaktivira enzim
gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenazu, $to dovodi do nakupljanja triozafosfata. Posledicno,
triozafosfat povecava nivo metilglioksala i DAG (diacilglicerol). DAG direktno aktivira enzim

protein kinazu C, PKC. Upravo na taj nacin se pokrecu drugi metabolicki putevi.
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Nagomilana fruktoza se najpre prevodi u fruktoza-3-fosfat, koji se zatim razlaze do 3-
deoksiglukozona. Oba produkta, i metilglioksal i 3-deoksiglukozon, su toksi¢ni metaboliti koji vode
glikozilaciji proteina i lipoproteina produkujuéi veoma Stetne proizvode nazvane AGEs (advanced

glycation end products).

Aktiviranje poliolnog puta vodi do intracelijske akumulacije sorbitola i naruSavanja

osmotske ravnoteze, Sto moze biti praceno apoptozom endotelnih éelija i pericita (Mitova, 2014).

Terapija. S obzirom na niz Stetnih efekata koje na nivou ¢elija izaziva hiperglikemijom indukovana
produkcija sorbitola (kao $to su smanjenje aktivnosti Na"/K* ATP-aze, izazivanje osmotskog stresa
usled nakupljanja sorbitola, opadanje koncentracije citosolnog NADPH i/ili povecanje odnosa
citosolnih NADH/NAD"), enzim aldoza-reduktaza jeste jedan od kljuénih enzima za koji se traze
potencijalni inhibitori. Smatra se da bi inhibicija ovog enzima smanjila mnoge komplikacije koji su
posledica dijabetesa. Sa vise ili manje uspeha do sada su koris¢eni lekovi kao §to su: sorbinil,

fidarestat i zenarestat (Slika 7.).

Sorbinil

Zenarestat

Fidarestat

Slika 7. Hemijske strukture inhibitora aldoza-reduktaze

3.2. Povecana produkcija glikozilovanih produkata proteina i lipida (AGEs,
advanced glycosilation end products)

Hroni¢na hiperglikemija dovodi do formiranja AGEs produkata, koji doprinose i razvoju
retinopatija. AGEs nastaju neenzimskom glikozilacijom razli¢itih biomolekula (proteina,
aminokiselina, lipida ili nukleinskih kiselina) u prisustvu aldehidne grupe redukujuc¢ih Secera, ili
drugim reaktivnim karbonilnim jedinjenjima koji nastaju u izmenjenom metabolizmu ¢elije. AGEs
mogu da nastanu i unutar Celije i van ¢elije. Prekomerno talozenje AGEs moze da narusi strukturu

ekstracelularnog matriksa, da narusi biohemijske procese i izazove umrezavanje proteina.

AGE:s se vezuju za odgovarajuce receptore nazvane RAGE (receptor for advanced glycation
end products) 1 izazivaju kaskadu inflamatornih signalnih puteva (Slika 8.). Ovi receptori su

naroCito ekspresovani na celijama poput makrofaga, celija vaskularnog endotela, ili glatkim
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miSi¢nim vlaknima i tako narusavaju njihove funkcije. Zbog niskog stepena renalnog klirensa, ovi
produkti se akumuliraju u krvotoku. Akumulacija AGEs je posledica i egzogenog unosa ovih
produkata putem hrane. Nagomilni AGEs imaju klju¢nu ulogu u formiranju ROS (reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta, reactive oxygen species); zatim zadebljavanju zidova kapilara, agregaciji

trombocita §to vodi ishemiji, kao i indukciji faktora rasta i neovaskularizaciji.

Call mambrana

RAARELT 3\:‘.!_[1\1:‘!1'} AR LD
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Slika 8. Aktivacija razlicitih signalnih puteva kao posledica interakcije AGE/RAGE

Ispitivanje transkriptoma c¢elije pokazalo je da se kod pacijenata sa dijabetickom
retinopatijom javlja promena u ekspresiji proinflamatornih citokina i povezanih metabolickih

puteva ne samo u kapilarima ve¢ i u neuroglijama.

Vezivanje AGEs za receptore (RAGE) inicira znacajne ¢elijske odgovore koji se sprovode
putem Jak-STAT signalnog puta; ili putem PI3K-Akt signalnog puta — regrutovanjem PI3K
(fosfatidilinozitol-3-kinaze) i njene aktivacije putem Ras; aktivacije PKC i oksidativnog stresa

putem povecanja transkripcije NFkB i AP-1 (Slika 8.).

AGEs intereaguju sa c¢elijama na nekoliko nivoa: AGE-modifikovani serumski proteini
poput CML (karboksimetilizin modifikacije) mogu da reaguju sa RAGE na vaskularnim
endotelijalnim ¢elijama u kojima se aktivira NK-kB signalni put (nuclear factor kappa B) koji vodi
povecanoj ekspresiji adhezionih molekula i sekreciji citokina kao $to su TNF-a i VEGF. Takode,

dolazi do poremec¢aja u signalingu putem integrina (usled pentozidin-izazvnog unakrsnog
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povezivanja proteina bazalne membrane). AGEs preko svojih RAGE receptora dovode i do
inhibicije produkcije prostaciklina; stimulacije produkcije PA inhibitora 1 (PAI-1, plasminogen
activator-inhibitor 1). Prekomerna ekspresija VEGF-a moze biti posledica AGE-RAGE
interakcijom indukovane aktivacija NADPH oksidaze, koja vodi povecanoj produkciji ROS, ¢ime

se aktivira NF-kB put, posredno preko aktivacije Ras MAPK kinaznog puta (Mitova,2014).

Terapija. Povecana produkcija mitohondrijalne superoksid dismutaze, kao 1 neutralizacija
superoksida pomoc¢u antioksidanata moze da pruzi zastitu od degradacije kapilara kod dijabeticke

retinopatije.

3.3. Aktivacija PKC metaboli¢kog puta

Povecana vaskularna permeabilnost i prekomerna neovaskularizacija su obelezja naruSenog
endotela koji moze dovesti do proliferativne dijabeticke retinopatije ili makularnog edema. Smatra
se da vec¢ina mikrovaskularnih promena kod dijabeticara nastaju zbog hiperglikemijom izazvane
aktivacije protein kinaze C (PKC). Protein kinaze C su familija multifunkcionalnih serin/treonin
kinaza koje su ukljuc¢ene u kontrolu drugih proteina. Do sada je identifikovano 12 izoformi koje se
mogu podeliti u tri grupe: klasi¢ne, nove i netipi¢ane kinaze. Aktivnost klasi¢nih izoformi (PKC-a,
-B1/2, 1 PKC-6) se u znacajnoj meri povecava prisustvom povecanih koncentracija diacilglicerola
(DAG). Nadalje, aktivirane PKC mogu voditi aktivaciji MAPK kinaza (mitogen-activated protein
kinase) ¢ija je uloga u fosforilaciji transkripcionih faktora koji u ovom slucaju povecavaju
ekspresiju gena povezanih sa stresom, kao §to su c-Jun kinaze i proteina toplotnog Soka (heat shock

proteini).
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Slika 9. Shematski prikaz signalnih puteva aktiviranih nakon hiperglikemijom idukovane aktivacije razlicitih

izoformi protein kinaza C.

Pokazalo se da PKC-B izoforma ima ulogu u povecanoj ekspresiji VEGF (faktor rasta
vaskularnog endotela) kao i regulaciji permeabilnosti endotela. Takode doprinosi prekomernoj
ekspresiji (PAI-1, plasminogen activator inhbitor-1) i aktivaciji NADPH-oksidaze. Takode se
povecava ekspresija veoma znaCajnog vazokonstriktora, endotelina A (ET-1) koji izaziva
vazokonstrikciju 1 smanjenje protoka u kapilarama retine. Smanjeni protok krvi u retini izaziva
stanje hipoksije, koja izaziva povecanje VEGF-a §to vodi povecanju permeabilnosti i
mikroaneurizmi. §-izoforma PKC i povecana aktivnost MAPK kinaze povecavaju ekspresiju Scr-2
domena protein tirozin fosfataze (SHP-1) koja vrsi defosforilaciju PDGF- receptora i indukuje

apoptozu pericita.

Dakle, PKC aktivacija u mnogim vaskularnim ¢elijama ukljucujuéi endotelne celije, celije
glatkih miSica, pericite, mezangijalne ¢elije i druge odgovorna je za neke od patologija dijabeticke

retinopatije (Safi, 2014).

Terapija. S obzirom na nabrojane negativne efekte kao posledice aktiviranja pojedinih izoformi
PKC, selektivna inhibicija odredenih izoformi (radi usporavanja ili zaustavljanja progesije

dijabeticke retinopatije) predstavlja znacajnu terapeutsku metu.
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Neselektivna inhibicija bi vodila toksi¢nim efektima, s obzirom da je aktivacija PKC nezaobilazna

za pravilno funkcionisanje srca i bubrega.

Jedan od uspesnih selektivnih inhibitora PCK-f izoforme je ruboksistaurin (Slika 10.), smanjuje

propustljivost krvnih sudova i ometa proces angiogeneze (Mitova, 2014).

Slika 10. Struktura ruboksistaurina, selektivnog inhibitora PCK-B. Pripada klasi bisindolmaleimida.

Vitamin E je takode znacajan inhibitor PKC, koji najverovatnije ispoljava svoju inhibitornu
aktivnost, posredno putem smanjenja koncentracija DAG, aktiviranjem DAG kinaze. Visoke doze
vitamina E unetih putem suplementacije, mogu dovesti do normalizacije protoka krvi u retini kod

pacijanata sa dijabetesom tipa 1.

3.4. Aktivacija heksozaminskog puta

Primeceno je da je kod osoba obolelih od dijabetesa povecana koncentracija heksozamina u
retini, $to se smatra znacajnim faktorom za povecanu neurodegeneraciju. U ovom metabolickom
putu usled nagomilavanja fruktoza-6-fosfata, on biva transformisan jednim sporednim
metabolickim putem u N-acetil-glukozamin-6-fosfat, delovanjem enzima glutamin-fruktoza-6-

fosfat-amidotransferaze (GFAT).

Visak N-acetilglukozamina vodi poveéanoj ekspresiji PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) i

TGF-B, sto moze da dovede do apoptoze endotelijalnih ¢elija i retinalnih neurona.
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Slika 11. Put sinteze N-acetil-glukozamina u neuralnim ¢elijama retine. Posledica prekomernog

unosa glukoze.

Nastali N-acetilglukozamin-6-fosfat se dalje prevodi u N-acetilglukozamin-1-fosfat, koji se
prevodi u UDP-N-acetilglukozamin, glavni produkt i donor Secerne jedinice za vecinu
citoplazmatskih i nuklearnih glikoproteina (glikozilacija koja se odvija u endoplazmaticnom
retikulumu ili Goldzijevom aparatu). Transfer Se¢erne jedinice na proteine je enzimski katalizovana
reakcija (enzim-O-GIcNAc transferaza, OGT). Razlaganje ovih produkata vrsi enzim O-GlcNAc-
aza (OGA).

Narusen balans u produkciji O-GlcNAc modifikovanih glikoproteina lezi i u osnovi etiologije

mikrovaskularnih komplikacija u vaskularnim ¢elijama retine (Mahajan, 2019).

3.5. Renin-angiotenzin sistem

Narusavanje krvno-retinalne barijere je jedno od obelezja dijabeticke retinopatije, a jedan od
razloga za to jesu promene u vaskularnoj permeabilnosti kao posledici renin-angiotenzin sistema

(RAS).
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Slika 12. Sematski prikaz glavnih tipova éelija retine ukljuéenih u regulaciju RAS. Angiotenzinogen se
pretvara u angiotenzin I i angiotenzin II unutar glije ¢elija, posebno Milerovih ¢elija. Jednom osloboden,
Ang II ispoljava celijske efekte vezivanjem za ATIR i AT2R, koji su ekspresovani na glijama celijama,

vaskularnim ¢éelijama i neuronima retine.

Tkivni RAS, parakrini sistem, odlika je brojnih organa kao §to su o¢i, mozak, krvni sudovi,
nadbubrezna Zlezda, testisi i bubrezi, koji lokalno proizvode angiotenzin (Ang). Ovaj sistem
ukljucuje prorenin koji se vezuje za svoj receptor, nazvan kao prorenin receptor (P)RR, koji je
ukljucen u patogenezu DR i indukuje proizvodnju VEGF preko ERK1/2 signalnog puta, a ova
kaskada signala je poznata kao receptor-zavisni prorenin sistem (RAPS) koji se smatra odgovornim

za pojavu disfunkcionalnosti krvno-retinalne barijere.

Kod dijabeticara su poviseni nivoi (P)RR i drugih RAS komponenti. Ang 2, vazoaktivni i
angiogeni agens, zajedno sa VEGF koji je proangiogeni stimulus su poviseni u staklastoj te¢nosti
pacijenata sa PDR. Pored toga, povecanje ekspresije gena za VEGF i VEGFR-2 i povecanje
okularnog aktivnog renina ukazuju na interakciju RAS i VEGF pri ¢emu se proliferacija endotelnih
¢elija posmatra kao rezultat aktiviranog tkivni RAS sistem, ¢ime se povezuje tkivni RAS sistem i
VEGF u progresiji DR. Pokazano je da ATP6AP2 ili prorenin receptor (P)RR interaguju i
kolokalizuju sa PDHB podjedinicom PDH (piruvat dehidrogenaza) kompleksa. Primeceno je da
aktivnost PDH je smanjena zbog obaranja ATP6AP2 i vodi do supresije glukozom indukovane
produkcije ROS u retini pigmentne epitelne celije. Dakle, ATP6AP2 se smatra patogenim zbog
njegove uloge u aktivaciji RAPS-a i mitohondrijalne produkcije ROS. Dakle, blokada (P)RR i
drugih komponenti RAS sistema mogu inhibirati niz dogadaja klju¢nih za vaskularne abnormalnosti

primecenih u dijabetickoj retinopatiji (Mahajan, 2019).
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3.6. Oksidativni stres u dijabetickoj retini

Patogeneza dijabetesa izaziva i promene vezane za usvajanje i iskoriS¢avanje kiseonika na
nivou respiratornog lanca u mitohondrijama, a samim tim i na produkciju reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta (ROS, reactive oxigen species) i naruSavanje antioksidativne zaStite u celijama. Visoke
koncentracije ROS, a narocito superoksid anjon radikala su klju¢ne za favorizovanje metabolickih
puteva ka prekomernoj produkciji sorbitola, produkciji heksozamina i drugih signalih puteva koji
vode produkciji AGEs i aktivaciji protein-kinaza C; kako je to opisano u prethodnim poglavljima.
Posledica toga jeste povecani oksidativni stres u retini koji Cesto vodi hipoksiji, oStecenju
endotelijalnih ¢elija, gubitku endotelijalnih ¢elija, zadebljavanju bazalne membrane, povecanoj

propustljivosti krvno-retinalne barijere i angiogenezi; §to sve vodi razvoju dijabeticke retinopatije.

Takode, pod dejstvom oksidativnog stresa narusava se homeostaza i aktiviranjem glijalnih
¢elija, koje umanjuju neurotroficku podrsku, a uticu na produkciju proinflamatornih citokina, ¢ime

se pored mikrovaskularnih promena javalju i neuropatije.

U daljem stadijumu dolazi do jo$ ozbiljnijih promena, pod kojima podrazumevamo
okluzivnu mikroangiopatiju. Do toga dolazi usled agregacije trombocita, leukostaze, kao i
ekspresije veCeg broja vazoaktivnih medijatora. Okluzija krvnih sudova dovodi do ishemije, a
ishemija indukuje stvaranje novih krvnih sudova, odnosno neovaskularnu proliferaciju (Mitova,

2014; Fowler, 2008; Yang, 2012).

Slobodni radikali-dovode do konformacionih promena u molekulu DNK. Jedna specifi¢na
polimeraza je odgovorna za proces reparacije DNK, ali izaziva i konformacione promene u enzimu
gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza, enzimu kljuénom za metabolizam glukoze, koji direktno
aktivira alternativni metabolicki put. Reaktivni slobodni radikali mogu direktno da inaktiviraju ovaj
enzim. Inaktiviranje peroksidnih jona inhibira supresiju enzima i samoaktivaciju alternativnih
metabolickih puteva u toku hiperglikemije. To se postize kroz aktiviranje enzima UCP-2
(uncoupling protein) i SOD (superoksid dismutaze) i ¢ini odgovor na mikrovaskularne komplikacije

u toku dijabetesa.

U toku insulinske rezistencije (dijabetes tip 2) loSe usvajanje glukoze je povezano osim sa
hiperglikemijom (osnovni faktor kod nedostatka insulina) i sa oslobadanjem slobodnih masnih
kiselina iz adipocita, (koji ulaze u cirkulaciju) i metaboliSu se u endotelnim ¢elijama kapilara. Ovaj
metabolizam je povezan sa njihovom oksidacijom u mitohondrijalnim putevima i generisanjem

slobodnih radikala, koji ponovo aktiviraju alternativne metaboli¢ke puteve u ¢elijama.

Oksidativni stres vodi produkciji proinflamatornih citokina i time vodi ka neuropatiji.
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3.7. Inflamacija kod dijabeti¢ke retinopatije

Inflamacija ima veoma vaznu ulogu u patogenezi dijabeticke retinopatije. Naime,
hiperglikemija izaziva oksidativni stres kroz aktivaciju alternativnih metabolickih puteva i
generisanje slobodnih radikala. Oksidativni stres indukuje anti-inflamatorni odgovor kroz ekspresiju
citokina (IL-b) i molekula adhezije. PKC aktivira PAF (platelet activating factor) i povecava
ekspresiju VEGF-a koji vodi do adhezije leukocita. Pojavljuju se poviseni nivoi CRP-a (C reactive
protein) 1 TNF-a (tumor necrosis factor). Okluziji kapilara prethodi infiltracija limfocita. Leukociti
generiSu slobodne radikale i proteoliticke enzime. Ostec¢enje endotelnih celija vodi ka adheziji
leukocita, koji dodatno ostecuju endotelne celije ubrzavanjem procesa. Prostaglandini (PGE1) su

medijatori zapaljenja, deluju na TJs i narusavanje krvno-retinalne barijere.

3.8. Neovaskularizacija

Kako bi se izvrsila reparacija retinalnih celija oSte¢enih povecanim oksidativnim stresom,
uspostavljaju se fizioloski procesi koji ukljucuju povecanu ekspresiju brojnih faktora rasta i
citokina. Medu njima su vaskularni endotelni faktor rasta VEGF, insulinu slican faktor (IGF-1) i
TNF (tumor necrosis factor). Naime, ovi faktori prvobitno imaju veliki znacaj u samom razvoju
retinopatije, medutim oni takode imaju i neurotrofi¢nu funkciju i obezbeduju odgovarajuce funkcije
neophodne za prezivljavanje ¢elija retine. Povecana produkcija ovih faktora rasta prouzrokovana
dijabetesom, zapravo predstavlja pokusaj ponovnog uspostavljanja fizioloskog stanja i ravnoteZze,
dok postoji narusenost krvno-retinalne barijere i razvoj zapaljenskih procesa. Kratkotrajno,
povecana ekspresija citokina/hemokina, moze imati adaptivni znacaj za funkciju neurona. Medutim,
u slucaju njegove produzene produkcije moze doé¢i do progresivnog osStecenja krvnih sudova koje

vodi ka formiranju makularnog edema i neovaskularizacije.

U meducelijskom signalingu koji na kraju vodi do geneze novih krvnih kapilara, klju¢nu

ulogu ima niz signalnih proteina, navedenih u nastavku.

VEGF (vascular endothelial growth factor) - predstavlja kljucni faktor u procesu regulacije
angiogeneze. Ima razli¢ita proangiogena svojstva. Njega produkuju periciti, ganglijske celije,
Milerove ¢elije i ¢elije retinalnog pigmentnog epitela. S obzirom na znacaj ishemije u razvoju
neovaskularne bolesti retine, znacajna je ¢injenica da je stimulus za njegovu ekspresiju hipoksija.
Takode, drugi kljucni faktor je oksidativni stres. Ovaj faktor ima izuzetno veliki uticaj na
propustljivost krvnih sudova, jer stimuliSe endotelnu proliferaciju i povecava propustljivost krvno-
retinalne (tkivne) barijere, doprinoseéi na taj nac¢in edemu makule koji je ¢esto vodeci uzrok gubitka

vida. Dokazano je da postoji poviSena koncentracija VEGF-a kod osoba koje boluju od dijabetesa i
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to mnogo pre same pojave dijabeticke retinopatije. Takode, kada je re¢ o nivou VEGF-a, njegova
vrednost se menja u zavisnosti od tezine klini¢ke slike dijabeticke retinopatije. U toku ove bolesti
njegov povisen nivo se detektuje unutar staklastog tela. Ovaj faktor ima znacajnu ulogu i kao
medijator zapaljenja u toku dijabetickog makularnog edema. (Fowler, 2008; Mitova, 2014; Boyer,
2014; Dartt, 2011)

IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) - faktor sli¢an insulinu je polipeptid koji pokazuje
visok stepen slicnosti sa insulinom. Oba hormona se vezuju za specificne receptore i imaju veoma
sli¢na svojstva i nacin na koji ispoljavaju svoj efekat. Medutim, postoji znacajna razlika kada su u
pitanju membranski glikoproteini u vecini tipova ¢elija. Nivo IGF-1 je poviSen u serumu i vitreusu
osoba koje imaju proliferativhu dijabeticku retinopatiju. Nivo u vitreusu je u korelaciji sa
serumskim nivoima, §to sugeriSe da je serum izvor vitrealnog IGF-a. Takode, kod dijabeticara se
zapaza poviSen nivo hormona rasta i nizak nivo somatostatina (SST). Somatostatin je antiangiogeni
faktor neurotransmiter. Sudeluje u kontrakciji glatkih misica, ¢elijskoj proliferaciji i zapaljenskim
procesima. ReguliSe sekreciju odredenih hormona medu kojima je hormon rasta i u toku
proliferativne dijabeticke retinopatije je njegova koncentracija u staklastom telu kratkotrajno
snizena. IGF-1 stimuli§e migraciju endotelnih celija, kao i njihovu proliferaciju. Njegov povisen
nivo u serumu prethodi akutnoj progresiji retinopatije. Terapija insulinom povecava nivo ovog
faktora u serumu sa 70% na 220% S$to je razlog prolaznog pogorSanja retinopatije pri prelasku na

pojacanu insulinsku terapiju (Mitova, D. (2014); Berman, E.(1991); Dartt, 2011).

SDF (Stromal cell-derived factor) - faktor ¢ija je produkcija takode indukovana hipoksijom.
Koncentracija je povisena u staklastom telu osoba sa proliferativnom dijabetickom retinopatijom,
kao 1 makularnim edemom. Nalik na IGF-1, stimuliSe migraciju endotelnih ¢elija, ali ne i njihovu

proliferaciju (Mitova,2014; Berman, 1991).

PDGF (platelet-derived growth factor) - je faktor rasta poreklom iz trombocita. Periciti i
¢elije glatkih miSica ¢ine muralne ¢elije i predstavljaju vaznu komponentu sazrevanja i stabilizacije
krvnih sudova. Muralne ¢elije oblazu endotelne sudove lokalizovanom ekspresijom faktora rasta
izvedenog iz trombocita. Neadekvatna ekspresija PDGF-a ometa funkciju muralnih ¢elija i dovodi
do abnormalnog uklanjanja krvnih sudova retine. Preciznije, endotelijalni sudovi moraju biti
obloZeni sa tri komponente da bi krvni sudovi imali svoju adekvatnu funkciju. Te komponente su
muralne Celije, bazalna lamina i astrociti. Ukoliko postoji nedostatak neke komponente, povecava
se permeabilnost i narusava stabilnost krvnih sudova. PDGF dovodi do proliferacije i migracije
fibroblasta, celija glatke muskulature, a aktivira neutrofile, monocite i fibroblaste. Ovaj faktor u

kombinaciji sa ishemijom vodi ka povecanoj sintezi VEGF-a i ucestvuje u upalnim procesima i
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aterosklerozi. Bez uc¢es¢a VEGF-a PDGF obicno ne moZe sam da izazove neovaskularizaciju (Dartt,

2011; Mitova, 2014).

TGF- B (transforming growth factor beta) - predstavlja polipeptid sa velikom bioloskom
aktivnos¢u. U zavisnosti od koncentracije i sredine u kojoj deluje, moze da ima proangiogeni i
antiangiogeni efekat. Niske koncentracije su proangiogene i uticu na angiogene faktore i proteaze.
Visoki nivoi imaju funkciju stabilizacije bazalne membrane i inhibicije proliferacije endotelnih
¢elija. Takode, nakon fotokoagulacije se detektuje njegov visok nivo, a istovremeno i nizak nivo

VEGF-a1i IL-8, interleukina-8 (Mitova, 2014).

PEDF (pigment epithelium-derived factor) - je glikoprotein koji se sintetiSe u retinalnom
pigmentnom epitelu i ima svojstva potpuno suprotna VEGF-u. Deluje kao najmo¢niji antiangiogeni
faktor i poviseni nivoi se zapazaju kod pacijenata sa proliferativnom dijabetickom retinopatijom. U
zavisnosti od koncentracije kiseonika menja se njegov nivo, odnosno u stanju hipoksije se smanjuje
njegova sinteza, i obrnuto. Njegove uloge su: inhibicija adhezije endotelnih ¢elija izazvane AGEs-
om, inhibicija neovaskularizacije izazvane ishemijom, suzbijanje proliferacije i migracije
endotelnih ¢éelija izazvane VEGF-om ¢ime se stabilizuje endotel horiokapilarisa; indukcija apoptoze

makrofaga; neuroprotektivni je faktor i modulator inflamacije (Mitova,2014; Dartt, 2011).

Angiotenzin II - je oligopeptid koji ima ulogu u odrzavanju krvnog pritiska, dovodi do
vazokonstrikcije krvnih sudova, odrZava ravnotezu tecnosti u organizmu. Takode, on je angiogeni
faktor, a povecava propustljivost krvnih sudova. Njegov nivo zavisi i menja se u zavisnosti od
tezine klinicke slike dijabeticke retinopatije. Angiotenzin Il nastaje u cirkulaciji i tkivima -
prvenstveno u arterijskom zidu. Endotelne ¢elije su glavni izvor enzima za pretvaranje angiotenzina
I u angiotenzin II. Regulise ¢elijsku proliferaciju kroz povecanu stimulaciju sekrecije faktora rasta,
ukljucuju¢i VEGF. Angiotenzin biva veoma brzo uniSten od strane angiotenzinaze, lokalni renin-
angiotenzin sistem ima vaznu ulogu u patofiziologiji zidova krvnih sudova, te na taj nacin indukuje
njihovu inflamaciju. Takode, ovaj faktor narusava krvno-retinalnu barijeru, povecava
permeabilnost, ucestvuje u promeni ekstracelularnog matriksa posredovano autokrinim i parakrinim

faktorima rasta (VEGF, PDGF, TGFb) (Mitova, 2014).

3.9. Apoptoza

Intracelijsko nakupljanje sorbitola, AGEs-a i slobodnih radikala je rezultat oksidativnog
stresa u tkivima koji vodi do apoptoze (programirane Celijske smrti) ¢elija endotela, pericita i
ganglijskih celija. OSte¢enje endotelnih Celija je rana pojava do koje dolazi u toku dijabetesa i

dovodi do slabljenja zidova krvnih sudova, formiranja mikroaneurizmi i naruSavanja krvno
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retinalne barijere. OStec¢enje endotelnih celija - otok, degeneracija, proliferacija; vodi do ekspresije
adhezivnih molekula. Adhezija leukocita vodi ka sekreciji MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein 1) koji aktivira leukocite 1 potpomaZze njihovoj migraciji preko zida krvnih sudova u tkiva.
Aktiviranje leukocita vodi do oslobadanja proteolitickih enzima i medijatora zapaljenja
(interleukina IL-1, i razli¢itih faktora TNFa, VEGF), koji ubrzavaju ostecenje endotelnih celija.
Leukociti imaju receptore za VEGF, te se VEGF ukljucuje u lokalno zapaljenje krvnih sudova i

poveceva propustljivost krvno-retinalne barijere (Barber, 2011).

Apoptoza endotelnih éelija

Gubitak endotelnih ¢elija prouzrokuje narusavanje vaskularne bazalne membrane. To u
velikoj meri dodatno doprinosi adheziji trombocita i leukocita. Znacajan je stepen doprinosa ove
pojave, kao i fibrinogeneze do koje dolazi u toku dijabetesa, za razvoj mikrovaskularnih promena.
Okluzija krvnih sudova i ishemija su osnovni ¢inioci kojima zapocinje proces naruSenog
metabolizma, $to je osnova za formiranje kasnijih komplikacija i pojavu neovaskuarizacije (Barber

2011).

Gubitak pericita

Veoma je bitna povezanost pericita i endotelnih celija u funkcionisanju krvno-retinalne
barijere. Proces je posredovan luc¢enjem faktora rasta i promenama u ekstracelularnom matriksu. U
toku dijabeticke mikroagiopatije dolazi do gubitka pericita. Pretpostavlja se da je ta pojava u vezi sa
primarnim naruSavanjem autoregulatorih procesa na nivou mikrocirkulacije. Pri normalnim
uslovima, u odsustvu patolos§kih promena, u stanju hipoksije se kontrahuju krvni sudovi, a u stanju
hiperoksije dolazi do njihove dilatacije. Periciti imaju osnovnu ulogu u ovom procesu. Gubitak
pericita vodi do distonije krvnih sudova, a narusena autoregulacija krvnih sudova ka povecanoj
permeabilnosti. Znak je oStecenja krvno-retinalne barijere i predstavlja rani nalaz dijabeti¢ne
retinopatije. Takode, karakteristicno za rane promene jeste pojava vazodilatacije - kao
kompenzacioni mehanizam koji privremeno obezbeduje bolju tkivnu perfuziju u hipoksi¢nim

uslovima. U kasnijim stadijumima se zapaza vazokonstrikcija i ishemija (Barber, 2011).
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4. LECENJE I PREVENCIJA DIJABETICKE RETINOPATIJE

Sistemsko lecenje hiperglikemije, hipertenzije i dislipidemije (patoloskih stanja izazvanih
dijabetesom) i dalje su najefektniji nacin za prevenciju i usporavanje progresije dijabetiCke

retinopatije.

Uobicajena terapija dijabeticke retinopatije jeste laserska fotokoagulacija, zatim medikacija
steroidima i anti-VEGF agensima, kao i vitrektomija. Ipak, zbog razli¢itih sporednih efekata,

njihova upotreba je u nekim slucajevima limitirana.

4.1. Panretinalna laserska fotokoagulacija

Panretinalna laserska fotokoagulacija je metod kojim se usporava ili zaustavlja oStecenje
retine usled proliferativne dijabeticke retinopatije i ¢ini prvu moguénost lecenja. Metod pokazuje
najveci stepen efikasnosti ukoliko se primenjuje za novoformirane krvne sudove, pre nego S$to
pocnu da krvare. Naime, ucinkovitnost izvodenja laserske fotokoagulacije znatno opada prilikom
krvarenja u vitreusu, te Sto je problem ranije detektovan, to je ishod bolji, a tretman uspesniji

(Boyer, 2014).

Energija lasera dovodi do fizioloskih i biohemijskih promena u podrucju retine. Efekat
lecenja laserom zavisi od brojnih faktora. Neki od njih su duzina talasa, ja¢ina/snaga, veli¢ina mrlje,
kao i pojedinacna tkivna pigmentacija. Primenom ove metode leCenja smanjuje se rizik od
ireverzibilnog gubitka vida za 50% kod proliferativne dijabeticke retinopatije, i umerenog gubitka

vida kod makularnog edema.

Efekat fotokoagulacije nastupa prilikom apsorpcije (laserske) energije - melaninom u
pigmentnom sloju i horoidei i hemoglobina u krvnim sudovima. Svetlosna energija laserskog
tretmana se transformiSe u toplotu, koja dovodi do denaturacije proteina u tkivima.
Mikrovaskularne promene do kojih dolazi u toku dijabeticke retinopatije su lokalizovane u
unutrasnjem nuklearnom i spoljasnjem pleksiformnom sloju retine. Efekat laserske fotokoagulacije
nije direktan i on je povezan sa oslobadanjem faktora iz pigmentnog epitela - indukcija inhibitora i
supresija induktora VEGF-a. Potiskuje se supresija matriksne metaloproteinaze koja menja
ekstracelularni matriks kroz aktivaciju njihovih tkivnih inhibitora. Indukuje se migracija mati¢nih
¢elija kostane srzi ka podruc¢jima tretiranim laserom, gde se diferenciraju i tako doprinose procesu
reparacije. Laserska fotokoagulacija indukuje apoptozu celija pigmentnog epitela, Sto posledi¢no

dovodi do oslobadanja snaznog inhiibitora angiogeneze- PEDF-a (Mitova, 2014).
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Nakon panretinalne laserske koagulacije se zapaZaju nizi nivoi VEGF-a i visi PEDF-a,
redukuje se propustljivost krvnih sudova kroz direktnu okluziju i indukovanu, vazokonstrikciju,
poboljsanje funkcije pigmentnog epitela, oporavak unutrasnje i spoljasnje krvno-retinalne barijere,
smanjuje potrosnju kiseonika od horoidee i spoljasnje retine preusmeravajuci je na unutrasnje

slojeve (Mitova, 2014).

U zavisnosti od tezine i lokacije makularnog edema, sprovodi se laserski tretman i intraokularne

injekcije, ili oboje (Boyer , 2014).

4.2. Intravitrealne injekcije

Grupa lekova oznacenih kao anti-VEGF, inhibiraju abnormalan rast i propustljivost krvnih
sudova. Veoma su ucinkoviti u leCenju proliferativne dijabeticke retinopatije, dijabetickog
makularnog edema, neovaskularnog glaukoma, kao i upornog krvarenja u vitreusu (Valdez-

Guerrero, 2020); iako im to nije bila prvobitna namena.

Naime, ovi lekovi su na samom pocetku razvijani za lecenje kancera, ali u mnogo manjim
dozama se upotrebljavaju u ciju leCenja odredenih ocnih bolesti, medu kojima je i dijabeticka
retinopatija. Za rast je ¢elijama raka neophodan abnormalan rast krvnih sudova, te su naucnici sa
pravom verovali da ukoliko ¢elijama uskrate (izvor krvi) - spreice rast tumora. Postoje dva leka
koja se primenjuju. To su Avastin i Lucentis, medutim upotreba prvog leka, koji je vrlo efikasan i
prethodno koriS¢en u terapiji kancera debelog creva, nije odobren od strane uprave za hranu i
lekove (,,upotreba bez oznake). Drugi lek primene je Lucentis koji je slican Avastinu, a Cija je

upotreba odobrena za lecenje ove bolesti. (Boyer, 2014).

Anti-VEGF injekcije deluju na vaskularni endotelijalni faktor rasta (VEGF) koji je poseban
stimulativni protein pod ¢ijim uticajem napreduje rast i razvoj krvnih sudova. Stoga, blokiranjem

VEGF-a sprecava se njihova dalja proliferacija.

Nezeljeni efekti odnose se na kratkotrajno dejstvo leka, pojavu trakcione ablacije i endoftalmitisa
(gnojna upala intraokularnih fluida). Cesto je njihova upotreba kombinovana sa panretinalnom

laserskom fotokoagulacijom.

Druga opcija za leCenje proliferativne dijabetiCke retinopatije i dijabeticCkog macularnog
edema kod osoba koje su rezistentne na upotrebu anti-VEGF agenasa, jeste intraokularna aplikacija
steroidnih lekova. Steroidni lekovi (npr. tramcinolon i deksametazone) svoje dejstvo ispoljavaju
delujuéi na celije koje oblazu krvne sudove, smanjujuéi njihovu permeabilnost. Oni predstavljaju

anti-inflamatorne agense koji snizavaju koncentracije klju¢nih faktora rasta VEGF i PDGF. Ipak,

27



moguci sporedni efekti terapije steroidima su kratkotrajni ucinak, i poveéan rizik za nastanak

katarakte, povecanje intraokularnog pritiska i glaukom (Boyer, 2014; Valdez-Guerrero, 2020).

4.3. Vitrektomija

Vitrektomija je mikrohirurska intervencija koja se sprovodi u slucaju postojanja teSkog
krvarenja unutar staklastog tela ili kada krvarenje ne moZe spontano nestati (Boyer, 2014).
Krvarenje u staklastom telu je uobicajena komplikacija neleCene proliferativne dijabeticke
retinopatije. Ovo stanje na samom pocetku pocinje pojavom ,,plovaka®, ukoliko je krvarenje blago.
Tesko krvaranje u staklastom telu izaziva iznenadni bezbolni gubitak vida. Krvarenje unutar
vitreusa, osim S$to zamagljuje vid pacijenta, onemogucava lekara da izvrsi pregled, jer ne postoji
mogucénost jasnog pogleda na retinu. Takode, kada postoji krvarenje u vitreusu, ne postoji

mogucnost laserskog tretmana, jer krv blokira prolazak laserske svetlosti do retine (Boyer, 2014).

4.3. Metode leCenja u buducénosti

Primena savremenih tehnologija u razvoju medicinskih pomagala, nova saznanja u
oblastima angiogeneze, imunologije i biohemijskih promena u signalnim putevima ¢elije, oc¢ekuje
se da u narednoj deceniji dovedu do otkrivanja novih meta napada lekova; novih lekovitih agenasa,
ali 1 sistema biodegradabilnih nosaca za distribuciju lekova kroz krvotok; primenu novih nacina za
lokalnu aplikaciju lekova (poput nadogradenih kontaknih sociva ili implanata), ali i upotrebu

subkonjunktivnih senzora za kontinuirani monitoring nivoa glukoze (Vieira-Potter, 2016).

Neki od novijih lekova kao Sto su inhibitori aldolaza-reduktaze i selektivnih inhibitori

izoforme PKC-3 pomenuti su u poglavljima 3.1. 1 3.3.

U novitete spada i sve ceS¢a upotreba monoklonalnih antitela za vezivanje viska faktora
rasta, kao i terapija mati¢nim c¢elijama (pripremljenih iz adipoznog tkiva). Primena okriplasmina, t;.
rekombinantog ljudskog plazmina, za razgradanju fibronektina, laminina i kolagena da bi se na taj
nacin razlagadili i krvnih sudovi uraslih u staklasto telo, je takode jedan vid noviteta u slucaju

vitreo-makularne trakcije.

Na zalost, ne postoji uvek mogucénost potpunog izleCenja ili poniStenja ve¢ nastalog
oste¢enja. Na osnovu procene razvoja proliferativne dijabeticke retinopatije 1 trenutnog stanja,
sprovode se odgovarajuce procedure. Ipak glavni vid strategije jeste prevencija, da bi se sprecilo
narusavanje krvno-retinalne barijere, i posledi¢ne ishemija, neovaskularizacija i neuropatija, i time

ocuvala funkcija oka.
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4.4. Faktori rizika

S obzirom na prirodu bolesti (tj. na mehanizme odgovorne za nastanak dijabeticke
retinopatije) koja u velikoj meri smanjuje kvalitet Zivota pacijenata, potrebno je naglasiti i nekoliko

kljucnih faktora rizika koje bi trebalo izbegavati promenama u nacinu zivota.

Neki od faktora su slede¢i: hipertenzija - pacijenti koji imaju dijabetes i visok krvni pritisak,
poseduju ve¢i rizik od pojave niza o¢nih problema, pa samim tim i retinopatije; gojaznost - §to je
veéi procenat masnog tkiva, ¢elije su otpornije na insulin. Gojaznost povecava rizik od pojave
dijabetesa, ali i drugih ozbiljnih stanja poput poviSenog holesterola i povisenog krvnog pritiska.
Neadekvatna kontrola Secera u krvi - $to duze postoje poremecaj nivoa Secera u krvi, to je veéi rizik
od pojave dijabeticke retinopatije. Duzina trajanja dijabetesa - kod velikog broja obolelih se
vremenom razvijaju i problemi sa o¢ima, pa je trajanje dijabetesa jedan od najvaznijih faktora za
razvoj ove bolesti. Konzumiranje cigareta je jos jedan od znacajnih faktora za razvoj dijabeticke
retinopatije. Ono uzrokuje brzi napredak dijabeticke retinopatije, jer nikotin u duvanu osim §to
doprinosi povisenom krvnom pritisku i povec¢ava nivo holesterola, takode smanjuje aktivnost
insulina. Trudnoéa 1 kontraceptivi-gestacioni dijabetes je tip dijabetesa koji je povezan sa
trudnocom, ali dijabeticka retinopatija uglavnom nije komplikacija do koje dolazi u ovim
slucajevima. Medutim, ukoliko retinopatija postoji pre trudnoce, tada postoji veci rizik za opasnost.
Naime, retinopatija tokom trudno¢e moze brzo napredovati usled metabolickih i hormonskih

promena do kojih dolazi u drugom stanju (Boyer, 2014.).

4.5. Prevencija komplikacija dijabetesa

Kod svih pacijenata koji imaju dijabetes, neophodno je raditi redovan skrining za dijabeticku
retinopatiju i to naroCito u slucajevima dijabetesa tipa 2. Takode, neophodno je sprovodenje
sveobuhvatnih o¢nih pregleda jednom godiSnje ili ¢esce, ukoliko dolazi do formiranja znacajnih
promena u podrucju retine i makule. Rani skrining dijabeticke retinopatije i pravovremeno lecenje

kljucni su za sprecavanje gubitka vida (Yam, 2007; Boyer,2014).

Fizicka aktivnost doprinosi poboljSanju cirkulacije, snizavanju Secera u krvi i boljem
koriS¢enju insulina u organizmu. Nasledni faktor je takode bitan za razvoj dijabetesa i svih
komplikacija koje nosi, te je u slucajevima veée predispozicije za nastanak bolesti potebno uvesti

éesce kontole.
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5. ZAKLJUCAK

Dijabeticka retinopatija je medu vode¢im uzrocima stecenog slepila kod ljudi Sirom sveta.
Glavni razlog nastanka dijabeticke retinopatije jeste pojava disfunkcionalne krvno-retinalne
barijere, neovaskularizacije 1 neuropatije. Ove fizioloSke promene su posledica oStecenih
biohemijski puteva na nivou ¢elija, kao §to su povecanje produkcije poliola, pove¢ana produkcija
glikozilovanih metabolita, abnormalna aktivacija signalnog puta protein kinaze C, $to sve vodi

povecanju stanja oksidativnog stresa.

U cilju odrzavanja i ocuvanja vidne funkcije predlazu se razli¢ite metode i nacini tretiranja
dijabeticke retinopatije na lokalnom i sistemskom nivou, sa akcentom na preventivnoj terapiji, kako

bi se izbegao ili umanjio oksidativni stres i inflamacija.
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